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GEN TEKNOLOJISIiYLE URETILEN YENI BiYOSORBENTLER
KULLANILARAK SU VE ATIKSULARDAN KROM VE KURSUNUN
BiYOGIDERIMi
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Erciyes Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Doktora Tezi, Mart 2022
|.Damisman: Prof. Dr. Merve OGUZ
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OZET

Genetik miihendisligi teknolojileri kullanilarak tehlikeli metallerin sudan aritimina
yonelik calismalarin sayis1 artmaktadir. Metallotiyoninler, bir¢ok organizmada bulunan
yiiksek metal baglama affinitesine sahip proteinlerdir. Bu ¢aligmada, insan MT2A ve
MT3 genleri, sulu ¢6zeltilerden kromu (Cr) ve kursunu (Pb) gidermek i¢in Escherichia
coli Jm109 (E. coli) bakterisine klonlanmistir. Bu bakterileri kullanilarak Cr ve Pb’nin
biyogiderim deneyleri gerceklestirilmistir. En yiiksek Cr giderimi %89’luk bir verimle
MT2A susunda, Cr indirgenmesi %76’lik bir verimle yine MT2A susunda; Pb giderimi
1se %54°lik bir oranla MT3 susunda gozlenmistir. Krom kaplama atiksuyundan Cr’yi en
yiiksek oranda MT2A’nin (%65), Pb’yi ise en yiiksek oranda MT3 (%70) susunun
giderdigi tespit edilmistir. Bu sonuclar dikkate alinarak, MT2A ve MT3’iin asit
uygulanmig Olii biyosorbentleri kullanilarak Cr ve Pb’nin sulu c¢dozeltilerden
biyosorpsiyonu gerceklestirilmistir. izoterm, kinetik ve termodinamik calismalar sonunda
Cr ve Pb biyosorpsiyonlarmin Langmuir izoterm modeline, yalanci birinci dereceden
kinetige uydugu ve biyosorpsiyonlarin ekzotermik oldugu gorilmiistir. Cr ve Pb
uygulanan hiicrelerin yiizeyindeki morfolojik degisiklikler taramal1 elektron mikroskobu
(SEM) ile hiicre i¢indeki birikimleri ise taramali transmisyon elektron mikroskobu
(STEM) ile goriintiilenmistir. Ayrica doniisiimlii kizilotesi spektrofotometresi (FTIR)
sonuclarindan Cr ve Pb baglanmasinda etkili olan fonksiyonel gruplarin amino (amid I,
amid 1), fosforil, karbonil, amin, alkan ve siilfoksit oldugu belirlenmistir. Sonug olarak,
Cr ve Pb giderimi i¢in sirasiyla, MT2A ve MT3’iin biyoteknolojik araglar olarak

kullanilabilecegi gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Biyolojik aritim, Cr ve Pb biyogiderim, Genetigi degistirilmis
bakteri, Biyosorpsiyon, Metallotiyonin.
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BIOREMOVAL OF CHROMIUM AND LEAD FROM WATER AND
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PhD Thesis, March 2022
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ABSTRACT

The number of studies on the removal of hazardous metals from water using genetic
engineering technologies has been growing. Metallothioneins are proteins with high
metal binding affinity that exist in many organisms. In this study, human MT2A and MT3
genes were cloned into Escherichia coli (E. coli) Jm109 bacteria to remove chromium
(Cr) and lead (Pb) from aqueous solutions. Bioremoval experiments of Cr and Pb were
carried out using these bacteria. The highest Cr removal was in the MT2A strain with a
yield of 89%, and the Cr reduction was again in the MT2A strain with a yield of 76%; Pb
removal was observed with a rate of 54% in the MT3 strain. It was determined that MT2A
(65%) removed the Cr at the highest rate from the chrome plating wastewater, and the
MT3 (70%) strain removed the Pb at the highest rate. Considering these results,
biosorption of Cr and Pb from aqueous solutions was carried out using acid treated dead
biosorbents of MT2A and MT3. As a result of isotherm, kinetic and thermodynamic
studies, it was determined that Cr and Pb biosorptions comply with the Langmuir
isotherm model, pseudo first order kinetics and biosorptions were found exothermic.
Morphological changes on the surface of the cells treated with Cr and Pb were visualized
by scanning electron microscopy (SEM), and their accumulation in the cell was visualized
by scanning transmission electron microscopy (STEM). In addition, the functional groups
that are effective in Cr and Pb binding were determined from the results of the cyclic
infrared spectrophotometer (FTIR) to be amino (amide I-11), phosphoryl, carbonyl, amine,
alkane and sulfoxide. In conclusion, it has been shown that MT2A and MT3 can be used

as biotechnological tools for Cr and Pb removal, respectively.

Keywords: Biological Treatment, Cr and Pb Bioremoval, Genetically Modified Bacteria,

Biosorption, Metallothioneine.
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AAS: Atomik absorpsiyon analizi

AKM: Askida kati madde

As: Arsenik

AtPCS: Arapidopsis thaliana fitogelatin sentezi
B. cereus: Bacillus cereus

CaClz: Kalsiyum kloriir

Cd: Kadmiyum

Co: Baslangi¢ metal konsantrasyonu mg/L

Co: Kobal

Cr: Krom

Cr(VI): Hekzavalent krom

Cr(1): Trivalent krom

Cr(OH)s: Krom hidroksit

Cs: Aritm sonrasindaki metal konsantrasyonu mg/L
Cu: Bakir

C.0.: Coziinmiis oksijen

EU: Avrupa Birligi

EC: Elektriksel iletkenlik

E. coli: Escherichia coli
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EDS: Enerji dagilimli X-1s1n1 spektroskopisi
EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

FTIR: Doniisiimlii Kizilotesi Spektrofotometre
g: gram

GD: Genetigi degistirilmis

GDB: Genetigi degistirilmis bakteriler

GDM: Genetigi degistirilmis mikroorganizma
GDO: Genetigi degistirilmis organizma

GST: Gulutatyon S transferazlar

HNOs: Nitrik asit

H2S04: Siilfirik asit

Hg: Civa

hMT-1A: Insan metallotiyonin 1A geni
ICP-MS: Indiiktif eslesmis plazma kiitle spektrometrisi
IPTG: izopropil p-D-tiyogalaktosit

K2Cr207: Potasyum dikromat

kDa: Kilo dalton

KOI: Kimyasal oksijen ihtiyac1

KOSB: Kayseri Organize Sanayi Bolgesi

L: Litre

LB: Luira bertani
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LC50: Hiicrelerin %50’sini 6ldiiren konsantrasyon
MBP: Maltoz baglayici protein

Mg: Magnezyum

mg: miligram

MIK: Minimum inhibisyon konsantrasyon

mL.: Mili litre

mM: Mili molar

mntA: Manganez tagima geni

MT: Metallotiyonin

MT2A: Metallotiyonin 2A

MT3: Metallotiyonin 3
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OsMT: Piring metallotiyonini

Pb: Kursun

Pb(NO3)2: Kursun nitrat

PBS: Fosfat tamponu

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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ppk: Polifosfat kinaz

P. aerogenosa: Pseudomonas aerogenosa
rpm: Dakikadaki devir sayisi

SEM: Taramali elektron mikroskop

SKKY': Su Kirliligi Kontrolii Yo6netmeligi
STEM: Geg¢irimli taramali elektron mikroskobu
TEM: Taramali elektron mikroskobu

TSE 266: Tiirk Standartlar1 Enstitiisii

TTC: Trifeniltetrazoryum kloriir
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GIRIS

Glinlimiizde, niifusun hizli bir sekilde artmasi, sanayilesme, diizensiz kentlesme,
teknolojideki gelismeler, enerji-besin yetersizligi, insanlarin agir1 tiikketim taleplerine
paralel olarak atiklarin miktar1 ve gesitliligi siirekli olarak artmaktadir. Bu durumun bir
sonucu olarak cevre kirliligi kiiresel anlamda 6nemli bir sorun haline gelmistir (Verma
ve Kuila, 2019). Endiistriyel faaliyetler sonucunda olusan sanayi atiklarmin su
kaynaklarina desarj edilmesi, akarsularin agir metallerle daha cabuk ve fazla
kirletilmesine yol agmakla kalmayip, insan sagligi ve ekosistem i¢in 6dnemli bir tehdit
olusturmaktadir. Bu nedenle agir metal iceren atiksularin uygun aritma yontemleri
kullanilarak acilen aritilmasi gereklidir (Dogan, 2012). Atiksulardan agir metallerin
giderilmesi icin elektrokoagiilasyon, kimyasal ¢oktiirme, membran teknolojisi,
ultrafiltrasyon, ¢okelme, ¢oktiirme, elektrokimyasal ¢oktiirme, indirgeme, filtrasyon, ters
ozmos, iyon degisimi ve adsorpsiyon prosesleri yaygin olarak kullanilan teknolojilerdir.
Ancak bu proseslerin maliyetlerinin yiiksek olmasi, ilave kimyasal gereksinimi, zararh
yan iirlin olusumu, kompleks proses olmalar1 ve diigiik aritma verimlerine sahip olmalari
gibi dezavantajlar1 kullanim alanlarini kisitlamaktadir. Bu prosesler genellikle atiksudaki
agir metallerin yiiksek konsantrasyonlarinin aritimi igin kullanilmaktadir (Cao vd., 2018;
Saglam ve Cihangir, 1995). Diisiik konsantrasyonlardaki agir metallerin gideriminde bu
proseslerin kullanimi olduk¢a zordur. Giinlimiizde suda yasayan mikroorganizmalarin
atiksularda bulunan metallere kars1 direng kazanarak bu metallerin gideriminde etkili rol
oynadigi bilinmektedir (Srinath vd., 2002). Biyoteknolojik siireglerde agir metaller gibi
tehlikeli maddelerin  giderilmesinde mikroorganizmalarin  kullaniliyor  olmasi
biyoremediasyon prosesinin Onemini giin gectikge arttirmaktadir (Vural vd., 2018).
Metallerin giderimi ve geri kazaniminin, dogada hali hazirda bulunan mikroorganizmalar
ile yapilmasi aritma maliyetini diisiirmektedir. Biyolojik aritim siirecleri, geleneksel
fiziksel-kimyasal aritim yontemlerine kiyasla ¢evre dostu, ekonomik, kolay uygulanabilir

olmast ve yiiksek aritma verimliligine sahip olmasi nedeniyle yaygin olarak



kullanilmaktadir (Saglam ve Cihangir, 1995). Agir metal iceren atiksularin giderimi
hakkinda ekonomik, ¢evre dostu ve kolay uygulanabilir teknolojilere olan ilginin artmast

nedeniyle, giinlimiizde bu konuda yapilan ¢aligmalar hiz kazanmustir.

Bu ¢aligmanin amaci, genetik miihendisligi teknolojileri kullanilarak sulu ¢ozeltilerden
ve atiksudan Cr ve Pb’nin giderimini saglamaktir. Literatiir caligmalar1 sonucunda elde
edilen bilgilerden yola ¢ikilarak 6nemli metal baglayici protein olan insan MT (MT2A ve
MT3) genleri, E. coli susuna klonlanmistir. MT2A ve MT3 genlerinin sulu ¢ozeltilerden
ve krom kaplama tesisi ¢ikis suyundan Cr ve Pb giderimindeki etkinligine dair literatiirde
herhangi bir calisma bulunmamaktadir. Ayrica, rekombinant MT2A ve MT3
biyosorbentleri kullanilarak Cr ve Pb’nin sulardan biyosorpsiyonu ilk defa bu ¢aligmada
gerceklestirilmistir. Bu ¢aligsma ile literatiirdeki bu eksikliklere katki saglanarak, Cr ve Pb
biyosorpsiyonlarinin en iyi hangi ortam kosullarinda gerceklestigi ve biyosorpsiyon
mekanizmasi (izoterm, kinetik ve termodinamik agidan) hakkinda 6nemli bilgiler elde
edilmistir. Biyogiderim ve biyosorpsiyon proseslerini etkileyen dis ortam kosullarini
tespit etmek icin calismada sulu ¢ozeltiler kullanilmistir. Bu sekilde optimum sartlar
belirlenmistir ve gercek atiksu aritimi gerekli olan ortam kosullarinin belirlenmesi
saglanmistir. Calisma sonunda elde edilen sonuglar ile endiistriyel atiksulardan agir metal
giderimi uygulamalarinda karsilagilabilecek problemlerin ¢o6ziimiine ve giderim
verimlerinin arttirtlmast i¢in uygulanacak yeni metotlarin gelistirilmesine katkida

bulunulmas1 amaglanmustir.



1. BOLUM

GENEL BILGILER VE LITERATUR CALISMASI

1.1. Atiksular

Evsel, endiistriyel ve tarimsal kullanimdan sonra akarsu, deniz ve gollere desarj edilen
ozelligi tamamen ya da kismen degismis sulara atiksu denir (Oztiirk, 2008). Su kirliligi,
alic1 su kaynagimin kimyasal, fiziksel, bakteriyolojik, radyoaktif ve ekolojik 6zelliklerinin
olumsuz yonde etkilenmesi olarak adlandirilir. Sular, fiziksel, kimyasal ve biyolojik
olarak kirlenebilmektedir. Sularin renk, koku, tat, sicaklik gibi fiziksel 6zelliklerinin
degismesi fiziksel kirlilik olarak adlandirilir. Suyun sicakliginin degismesi, suyun
yogunlugu, viskozitesi ve ylizey geriliminin degismesine neden olmaktadir. Ayrica su
sicakligina bagl olarak gazlarin sudaki ¢oziiniirliilligii de degismektedir (Yalcin, 2016).
Sudaki renk ve bulaniklik suyun 1sik gecirgenligini etkilemesinin bir sonucu olarak
organizma gelisimini degistirmektedir. Bunlar gibi suyun fiziksel 06zelligindeki
degismeler sucul hayati olumsuz yonde etkilemektedir ve diger kirleticilerin varliginin
bir gostergesidir (Yalgin, 2016). Alict su ortaminda kimyasal kirlilige, inorganik atiklar
ve agir metaller neden olmaktadir. Sudaki C.O. ile fosfor, azot, agir metaller ve radyoaktif
maddelerin reaksiyona girmesi ile sudaki ¢Ozlinmiis oksijen konsantrasyonu
azalmaktadir. Boylece sudaki canli hayatin1 olumsuz yonde etkilemektedir. Organik
atiklarin yiiksek konsantrasyonlarda alict su ortamina desarj edilmesinin sonucunda
bakteriler, kiifler ve algler suda ¢ok fazla ¢gogalarak suyun biyolojik olarak kirlenmesine
neden olur. Viriisler ve patojen bakteriler de su ortaminda iireyerek insan sagligini
olumsuz yonde etkilemektedir (Sundstrom ve Klei, 1979). Sulardaki kirlenme sucul
ekosistemlerin dogal dengesinin bozulmasina ve suyun kendi kendini temizleme
kapasitesinin azalmasina ya da tamamen yok olmasina neden olmaktadir. Su kirliligi,
hava ve toprak ekosistemlerini de olumsuz yonde etkileyerek dogal dengenin

bozulmasina sebep olmaktadir (Oztiirk, 2008).



1.2. igme Suyu Agir Metal Standartlari

Agir metal kirleticileri cevreye dogal ve antropojenik yollarla girebilir ve topraklarda, su
kiitlelerinde veya havada birikebilir. Havaya karisan agir metaller, hayvanlar ve insanlar
tarafindan havadan aerosol olarak veya toz halinde solunarak metabolizmay1
etkileyecekleri alanlara akcigerler yoluyla ulasirlar (Hamutoglu vd., 2012). Toprakta
bulunan organik madde olan humus, (topragin yesil goriinmesini saglar) agir metal
katyonlara kars1 yiiksek bir afiniteye sahiptir ve onlar1 topraktan gegen sudan alir.
Bitkilerin kokleri, su ile birlikte bu elementleri alir ve 6nce bitkilere sonra da hayvanlara
aktarilir. Agir metaller ayrica toprakta bulunan mineral pargaciklarina adsorpsiyon ve
¢okelme reaksiyonlari ile birikir (Manafi vd., 2012). Suda adsorbe edilmis agir metallere
sahip parcaciklar dibe ¢oker ve ¢okeltiler lizerinde birikebilir (Kang ve So, 2016).
Organizmalar bu pargaciklar tiiketirse, agir metaller besin agina girer (Arivalagan vd.,
2014; Kumar vd., 2017). Boylece besin zincirinde her bir basamakta toksik metal kalintisi
meydana gelir ve her bir Gist basamakta kalinti miktar1 artis gosterir (Kargin ve Erdem,
1991). Besin zincirinde, genellikle biyolojik olarak bozunmayan agir metaller; akciger,
bobrek, karaciger, pankreas ve sinir bozukluklar: gibi bir¢cok saglik tehlikesine yol agacak
sekilde birikir (Arivalagan vd., 2014; Kumar vd., 2017). Bu nedenle siirekli tiiketilen igme
sularinin ve yiyeceklerin igerebilecegi maksimum agir metal degerleri sinirlandirilmis ve
resmi kuruluglar tarafindan diizenli olarak kontrol edilmesi zorunlu hale gelmistir
(Kahvecioglu vd., 2003). Su kaynaklarinin korunmasi ve su kirliliginin 6nlenmesi igin
diinyada ve iilkemizde gerekli hukuki ve teknik esaslar1 ortaya koyan standartlar
bulunmaktadir. Agir metaller gibi bircok element ve bilesik belirli oranlarin iizerinde
bulundugunda toksik etki gostermektedir. Bu nedenle Tiirk Standartlar1 (TSE 266),
Diinya Saglik Orgiitii (WHO), ABD Cevre Koruma Ajansi1 (USEPA) ve Avrupa Birligi
(EC)’ne gore igcme suyu kalitesi limit degerleri Tablo 1.1°de verilmistir (EPA, 2018;
Jobby vd., 2018; WHO, 2011). Tablo 1.2 ‘de Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi’nde
(SKKY) yer alan atiksu standartlar1 verilmistir (SKKY, 2004).



Tablo 1.1. Tiirkiye’de ve Diinyada kabul edilen igme suyu standartlari

Agir TS 266 WHO EPA EU
Metaller 2005 (mg/L) 2011 2008 (mg/L) 1991
(mg/L) (mg/L)
Cr(VIl) - 0,05 0,1 -
Toplam 0,05 0,05 0,10 0,05
Cr
Pb 0,010 0,010 0,015 0,010
B 1 2,4 - 1
As 0,01 0,01 0,01 0,01
Cd 0,005 0,003 0,005 0,005
Cu 2 2 1 2

Tablo 1.2. Atiksularin atiksu altyapi tesislerine desarjinda 6ngoriilen atiksu standartlari

(SKKY Tablo 25).

Kanalizasyon  sistemleri  Kanalizasyon  sistemleri

Parametre tam aritma ile sonuclanan  derin deniz desarj1 ile

atiksu altyap tesislerinde sonuclanan atiksu altyapi
tesislerinde

Sicaklik (°C) 40 40

pH 6,5-10 6-10

Askida kati 500 350

madde (mg/L)

Yag ve gres 250 50

(mg/L)

Katran ve 50 10

petrol kokenli

yaglar (mg/L)

Kimyasal 4000 600

oksijen ihtiyaci

(KOI) (mg/L)

Biyokimyasal - 400

Oksijen Ihtiyac:
(BOIs) (mg/L)

Siilfat  (SO4?) 1700 1700
(mg/L)
Toplam siilfiir 2 2

(S) (mg/L)




Tablo 1.2 devam ediyor

Kanalizasyon  sistemleri  Kanalizasyon

Parametre tam aritma ile sonuc¢lanan  sistemleri derin deniz

atiksu altyap tesislerinde desarji ile sonuclanan
atiksu altyap
tesislerinde

Fenol (mg/L) 20 10

Serbest klor 5 5

(mg/L)

Toplam azot (N) - @ 40

(mg/L)

Toplam fosfor - @ 10

(P) (mg/L)

Arsenik  (As) 3 10

(mg/L)

Toplam siyaniir 10 10

(Toplam CN)

(mg/L)

Toplam kursun 3 3

(Pb) (mg/L)

Toplam 2 2

kadmiyum (Cd)

(mg/L)

Toplam krom 5 5

(Cr) (mg/L)

Toplam civa 0,2 0,2

(Hg) (mg/L)

Toplam bakir 2 2

(Cu) (mg/L)

Toplam  nikel 5 5

(Ni) (mg/L)

Toplam ¢inko 10 10

(Zn) (mg/L)

Toplam kalay 5 5

(Sn) (mg/L)

Toplam giimiis 5 5

(Ag) (mg/L)

Cr (Kloriir) 10000 -

(mg/L)

Metilen mavisi  Biyolojik olarak pargalanmasi1 Tiirk Standartlari Enstitiisti
ile  reaksiyon standartlarina uygun olmayan maddelerin bosaltim1 prensip
veren yiizey olarak yasaktir.

aktif maddeleri

(MBAS) (mg/L)




Tablo 1.3°te SKKY’de sanayi atiksularinin Cr(VI) ve Tablo 1.4’te toplam Cr desarj limit
degerleri verilmistir. Tablo 1.5’te sanayi atiksularinin SKKY ’de belirtilen Pb desarj limit

degerleri verilmistir.

Tablo 1.3. Sanayi atiksularimin alici ortama Cr(VI) desarj limitleri (SKKY, 2004)

Endiistri (Cr(VI)) Kompozit numune Kompozit numune
2 saatlik (mg/L) 24 saatlik (mg/L)
Deri, Deri  Mamulleri ve Benzeri 0,5 0,3

Sanayilerin Atiksularinin Ahec1 Ortama
Desarj Standartlar:

Petrol Sanayii (Petrol Rafinerileri ve 0,2 0,1
Benzerleri)

Petrol Sanayii (Hidrokarbon Uretim 0,5 0,2
Tesisleri)

Kimya Sanayi (Boya, Boya Hammadde ve 0,5 0,3
Yardimcir Madde Uretimi ve Benzerleri)

Kimya Sanayii (Petrokimya ve 0,5 0,2
Hidrokarbon Uretim Tesisleri)

Metal Sanayii (Genelde Metal Hazirlama ve 0,5 0,5
isleme)

Metal Sanayii (Galvanizleme) 0,5 -
Sektor: Metal Sanayii (Daglama Islemi) 0,5 -
Metal Sanayii (Elektrolitik Kaplama, 0,5 -
Elektroliz Usuliiyle Kaplama)

Metal Sanayii (Metal Renklendirme) 0,5 -
Metal Sanayii (Iletken Plaka Imalati) 0,5 -
Metal Sanayii (Sirlama, Emayeleme, 0,5 -
Mineleme Tesisleri)

Metal Sanayii (Metal Taslama ve 0,5 -
Zimparalama Tesisleri)

Metal Sanayii (Laklama/Boyama) 0,5 -
Metal Sanayii (Aliminyum Hari¢ Olmak 0,5 -
Uzere Demir Dis1 Metal Uretimi)

Seri Makina Imalati, Elektrik Makinalar 0,5 0,5

ve Techizati, Yedek Parca Sanayii
Atiksularinin Aher Ortama  Desarj
Standartlar

Tasit Fabrikalar1 (Otomobil, Kamyon, 0,05 -
Traktor, Minibiis, Bisiklet, Motosiklet ve
Benzeri Tasit Araci Ureten Fabrikalar)

Kanisik Endiistriyel Atiksularmin Alic 0,5 0,5
Ortama Desarj Standartlann Kiiciikk ve

Biiyiik Organize Sanayi Bolgeleri ve Sektor

Belirlemesi Yapilamayan Diger Sanayiler

Kati Artik Degerlendirme ve Bertaraf 0,5 0,5
Tesisleri




Tablo 1.4. Sanayi atiksularinin alici ortama toplam Cr desarj limitleri (SKKY, 2004)

Endiistri (Toplam Cr) Kompozit numune Kompozit numune
2 saatlik (mg/L) 24 saatlik (mg/L)

Deri, Deri Mamulleri ve Benzeri 3 2

Sanayilerin  Atiksularinin  Ahici

Ortama Desarj Standartlar

Maden Sanayi 1

Tekstil Sanayi 1

Kimya Sanayi (Boya, Boya 2 1

Hammadde ve Yardimc: Madde

Uretimi ve Benzerleri)

Metal Sanayi (Genelde Metal 2 1

Hazirlama ve Isleme)

Metal Sanayi (Galvanizleme ve 2 -

Daglama islemi)

Metal Sanayi (Elektrolitik Kaplama, 1 -

Elektroliz Usuliiyle Kaplama)

Metal Sanayi (Metal Renklendirme) 1 -

Metal Sanayi (fletken Plaka Imalatr) 1 -

Metal Sanayi (Sirlama, Emayeleme, 2 -

Mineleme Tesisleri)

Metal Sanayi (Metal Taslama ve 1 -

Zimparalama Tesisleri)

Metal Sanayi (Laklama/Boyama) 1 -

Metal Sanayi (Aliminyum Hari¢ 2 -

leak Uzere Demir Dis1i Metal

Uretimi)

Tasit Fabrikalari (Otomobil, 2 1

Kamyon, Traktor, Minibiis, Bisiklet,

Motosiklet ve Benzeri Tasit Araci

Ureten Fabrikalar)

Karisik Endiistriyel Atiksularinin 2 1

Alicr Ortama Desarj Standartlan

Kiiciik ve Biiyiilk Organize Sanayi

Bolgeleri ve Sektor Belirlemesi

Yapilamayan Diger Sanayiler

Kati  Artik Degerlendirme ve 2 1

Bertaraf Tesisleri




Tablo 1.5. Sanayi atiksularinin alici ortama Pb desarj limitleri (SKKY, 2004).

Endiistri (Pb(II)) Kompozit Kompozit
numune numune
2 saatlik 24 saatlik
(mg/L) (mg/L)

Maden Sanayii (Kadmiyum Metali, Demir ve 0,5 -

Demir Dis1 Metal Cevherleri ve Endiistrisi, Cinko

Madenciligi, Kursun ve Cinkonun Rafinize

Edildigi Tesisler, Kalsiyum, Floriir, Grafit ve

Benzeri Cevherlerin Hazirlanmasi)

Maden Sanayii (Seramik ve Topraktan Canak- 1 -

Comlek Yapimi ve Benzerleri)

Cam Sanayii Atiksularinin Alic1 Ortama Desarj 1 Anlik numune

Standartlar -

Petrol Sanayii (Hidrokarbon Uretim Tesisleri) 1 0,5

Kimya Sanayi (Boya, Boya Hammadde ve 2 1

Yardimer Madde Uretimi ve Benzerleri

Kimya Sanayii (Petrokimya ve Hidrokarbon 1 0,5

Uretim Tesisleri)

Metal Sanayii (Genelde Metal Hazirlama ve 2 1

Isleme)

Metal Sanayii (Galvanizleme) 1 -

Metal Sanayii (iletken Plaka Imalatr) 1 -

Metal Sanayii (Sirlama, Emayeleme, Mineleme 1 -

Tesisleri)

Metal Sanayii (Akii Imalati, Stabilizatér Imali, 2 -

Birincil ve Ikincil Akiimiilatér, Batarya ve Pil

Imalati ve Benzeri.)

Metal Sanayii (Metal Taslama ve Zimparalama 1 -

Tesisleri)

Metal Sanayii (Laklama/Boyama) 1 -

Metal Sanayii (Aliiminyum Haric Olmak Uzere 2 -

Demir Dis1 Metal Uretimi

Metal Sanayii (Demir ve Demir Dis1 Dokiimhane 2 -

ve Metal Sekillendirme)

Seri Makina Imalati, Elektrik Makinalar1 ve 2 1

Techizati, Yedek Parca Sanayii Atiksularimnin

Alic1 Ortama Desarj Standartlan

Tasit Fabrikalar1 (Otomobil, Kamyon, Traktor, 0,3 -

Minibiis, Bisiklet, Motosiklet ve Benzeri Tasit

Araci Ureten Fabrikalar)

Kansik Endiistriyel Atiksularimn Alici Ortama 2 1

Desarj Standartlar1 Kiiciik ve Biiyilkk Organize

Sanayi Bolgeleri ve Sektor Belirlemesi

Yapilamayan Diger Sanayiler

Kati1 Artik Degerlendirme ve Bertaraf Tesisleri 2 1
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1.3. Agir Metaller ve Cevresel Etkileri

Metaller yer kabugunda dogal olarak bulunan bilesenlerdir (Nies, 1999). Agir metaller,
yogunlugu 5 g/cm®’ten daha biiyiik olan ve molekiiler agirliklar1 63,5 ve 200,6 g olan
dogada eser miktarda bulunan metaller olarak tanimlanmaktadir (Nies, 1999). Cr,
kadmiyum (Cd), civa (Hg), arsenik (As), Pb dahil olmak tizere periyodik tabloda yaklasik
olarak 60 metal agir metal olarak adlandirilmaktadir (Kahvecioglu vd., 2003). Metaller
organizmalarin hayatin1 devam ettirmeleri i¢in gerekli olup olmamasina gore ili¢ ana
grupta siniflandirilmaktadir. ilk grup, biyokimyasal ve fizikokimyasal olaylarin
gerceklestirilmesi i¢in diisiik konsantrasyonlarda gerekli olan (Zn, Ni, Cu, Fe gibi)
elementlerden olugmaktadir ancak bu metallerin yiliksek konsantrasyonlari mikro ve
makroorganizmalar i¢in toksiktir (Bruins vd., 2000). ikinci grupta, organizma icin gerekli
olabilen nikel (Ni), silisyum (Si), kalay (Sn) ve vanadyum (V) gibi elementler yer
almaktadir. Ugiincii grupta ise As, Cr, berilyum (Be), Cd, Hg, Pb, Si ve antimon (Sb) gibi
organizmalar i¢in toksik ve esansiyel olmayan agir metaller yer almaktadir (Katalay,
2005). Agir metaller de kendi i¢inde ii¢ ayri alt gruba ayrilmaktadir. Bunlar, toksik
metaller (Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, kobalt (Co), Sn, vb.), degerli metaller (Pd, platin
(Pt), giimiis (AQ), altin (Au), rutenyum (Ru) vb.) ve radyoniiklitler (uranyum (U), toryum
(Th), radyum (Ra), Amerikyumun (Am), vb. gibidir (Wang ve Chen, 2006). Agir metaller
organik bilesikler gibi dogada parcalanamazlar ancak biyolojik sistemlerde birikerek
besin zincirinde yer alirlar (Wang ve Chen, 2006). Tablo 1.6’da ¢esitli agir metallerin
kirlilik kaynag listelenmistir (Jacob vd., 2018).

Tablo 1.6. Agir metal kirlilik kaynaklari

Kaynaklar Agir Metaller  Siddeti Referanslar

Endiistriyel atiklar: Zn, Ni, Cu, Cr, Yuksek (Schaider vd., 2014)
Madencilik, ilag, tekstil, Pb, Cd, Mn
petrokimya ve petrol

s1izintilar ve E-atik

Hava kaynakh As, Cd, Pb Genis alan  (Wuana ve Okieimen, 2011)
kaynaklar: Yigin, ara¢ dagilim

ve kacak emisyonlar
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Tablo 1.6 devam ediyor

Kaynaklar Agir Metaller  Siddeti Referanslar

Giibreler Co, Cu, Fe, Mn, Siddetli (Roberts, 2014)
Mo, Ni, Zn

Pestisitler Cu, Hg, Mn, Orta (Tchounwou vd., 2012)
Pb, Zn

Kanalizasyon ¢camuru As, Cd, Cr, Cu, Disiik-orta (Shamuyarira and Gumbo,
Pb, Hg, Ni, Se, 2014)
Mo, Zn, Tl, Sb

Tablo 1.6’da verilen ¢esitli kirletici kaynaklarindan agir metaller ¢evreye dogal ve
antropojenik yollarla girer ve toprakta, su kiitlelerinde veya havada birikebilir (Chen vd.,
2015; Kuppusamy vd., 2017). Esansiyel olmayan agir metaller ¢ok disik
konsantrasyonlarda bile psikolojik yapiy: etkileyerek saglik problemlerine yol agabilir.
Buna en iyi 6rneklerden biri, kiikiirtlii enzimlere baglanan Hg’dir (Duffus ve Worth,
1996). Agir metallerin organizmaya gore yasamsal olup olmadig1 degismektedir. Ornegin
Ni, bitkiler lizerinde toksik etki gosterirken, hayvanlarda eser element olarak bulunmasi
gerekir. Bazi sistemlerde ise agir metallerin etki mekanizmasi konsantrasyona bagl
olarak degismektedir. Agir metaller konsantrasyon smirini astiklarinda toksik etki
gosterirler. Ancak, agir metallerin canli biinyelerindeki etkisi, canli tiiriine ve metal
iyonunun ¢esidine ve yapisina baghdir (¢oziiniirliik degeri, kimyasal yapisi, redoks ve
kompleks olusturma yetenegi, viicuda alinis sekli, cevrede bulunma sikligi, lokal pH

degeri vb.) (Kahvecioglu vd., 2003).

1.3.1.Krom

Atom numarasi 24, atom agirlig1 51,996 g/mol, yogunlugu 7,19 g/cm? olan Cr’nin erime
noktasi ise 1900 °C’dir (Yalgin, 2016). Periyodik cetvelde “Cr” sembolii ile gosterilir. Cr
diinyada en fazla bulunan elementler arasinda yedinci sirada yer alirken, yer kabugunda

21. sirada bulunur (Dogan, 2012; Kogberber Kilig, 2008).
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Sekil 1.1. Krom

Yer kabugundaki, mevcut Cr miktar1 100 ile 300 pg/g arasinda degisirken, topraklarda 5
ile 3000 pg/g araliginda bulunur. Diinyada yillik Cr iiretimi yaklasik 107 ton olup, bunun
onemli bir kismi (%60-70) amalgam imalat sanayinde kullanilirken, sadece kiigiik bir
kismi1 (%15) diger kimyasal endiistriyel uygulamalarda kullanilmaktadir (Tian vd., 2019).
Cr, paslanmaz celik metal ve silah endiistrisi, elektrokaplama, kromat imalati, boyalar ve
pigment imalati, ahsap koruma, deri tabaklama endiistrisi, geleneksel ve niikleer
santrallerde alagim iiretimi ve korozyon onleyici olarak farkli antropojenik aktivitelerde
yaygin kullanim1 nedeniyle yaygin ¢evresel kirleticilerden biridir ve 6nemli miktarda Cr
iceren atiksu {iretilmesinin sonucu olarak dogal su kiitlelerine salinir (Thacker vd., 2006;
Tian vd., 2019). Cr’nin iki, ti¢ ve alt1 degerlikli formlar1 vardir ancak iki degerlikli Cr(II)
formunun kararsiz olmasi nedeniyle, alti degerlikli Cr(VI) ve li¢ degerlikli Cr(III)
formlar1 atiksuda ve dogada en ¢ok bulunan tiirleridir. Cr(VI), suda iyi ¢oziinebilen
ozellikte olup kanserojendir ve Cr(IlI)’ten 100 kat daha toksik ve 1000 kat daha
mutajeniktir (Chojnacka, 2010). Cr(VI), ¢ozeltilerde CrOs? (kromat) veya Cr.0772
(dikromat) halinde bulunur ve siilfat (SO42) ile yapisal benzerligi nedeniyle, siilfat tasima
yollarindan hizla hiicresel gecirgenlik bariyerini asabilir (Patra vd., 2010). Cr(VI), hizla
Cr(V)’e indirgenir ve serbest radikaller tiretilir. Serbest radikaller, oksidatif strese, DNA
hasarma ve gen ekspresyonuna neden olarak mikroorganizmalar da dahil olmak {izere

tiim yasam sistemleri i¢in toksiktir (Mabbett ve Macaskie, 2001; Wise vd., 2004).

Cr(IIT) zararsiz ve suda ¢6ziinmeyen, ancak insan viicudu i¢in gerekli olan bir elementtir.
Cr(I11)’tin, insiilinin hiicre yiizeyi reseptorlerine baglanmasini kolaylastirarak kan sekeri
diizeyinin korunmasinda 6nemli rolii vardir (Karthik vd., 2017). Ayrica Cr(III)’iin viicut

yag, kolesterol ve trigliserit seviyelerini diisiirmede ve kas kiitlesinde artista olumlu etkisi



13

vardir (Jobby vd., 2018). Cr’nin diger formlarina insan viicudunun ihtiyact yoktur.
Havaya Cr partikiilleri karistiginda 10 giin kalabilir. Toprak partikiillerine sikica
yapisirken, suda ise dibe ¢oker ve topraktan diisiik konsantrasyonlarda sulara karisabilir.
Havadan solunarak, suyla ve besinlerle viicuda alinabilir (Jobby vd., 2018). Yiiksek
konsantrasyonlarda Cr’ye maruz kalindiginda; gbz ve cilt tahrisi, siddetli ishal, cilt ve
solunum yollarinin korozyonu, bobrek fonksiyon bozuklugu ve insanlarda akciger,
karaciger gibi bir¢ok saglik sorununa neden olabilir. Cr, USEPA tarafindan A simifi insan
kanserojeni olarak belirlenmistir (Thacker vd., 2006). USEPA’ya gore, Cr(VI) nin yiizey
suyuna desarj1 i¢in izin verilen limit 0,5 mg/L iken Cr(IIl), Cr(VI) ve diger formlarini
iceren toplam Cr’nin limit degeri 2 mg/L’den daha az olarak belirlenmistir (Chang vd.,
2019). Ayrica WHO ve Avrupa standartlari igme suyunda izin verilen toplam Cr limit
degerini 0,05 mg/L olarak belirlemistir. Toksik Maddeler ve Hastaliklar Dairesi
Baskanligi, ABD Insan Saghg Hizmetleri Dairesi Cr(VI1)’y1 17. sirada toksik madde
olarak smiflandirmistir (Kumar ve Dwivedi, 2019). Ulkemizde SKKY’ye gére, Cr(V1)
limit degerleri birinci kalite su i¢in dlcililemeyecek kadar az, 2. kalite suda 20 pug/L ve 3.
kalite suda ise 50 pg/L Cr (VI) olarak belirlenmistir (SKKY, 2004). insani Tiiketim
Amagcl Sular Hakkinda Yonetmelik’te (2013) igme suyunda bulunan Cr limit degeri 50
pg/L  olarak belirlenmistir (Saglik Bakanligi, 2013). TSE 266 igme suyunda
bulunabilecek Cr sinir degeri 0,05 mg/L’dir (TSE, 2005).

1.3.2.Kursun

Atomik agirligi 207,19 g/mol, atom numarasi 82, yogunlugu 11,34 g/cm? olan Pb’nin
erime noktasi ise 327,5 °C’dir. Periyodik cetvelde “Pb” sembolii ile gosterilen elementtir.
Pb’nin kiitle numaralar1 208, 206, 207 ve 204 olan 4 farkli izotopu vardir. Diisiik erime
sicakligi ve iletkenlige sahip olan Pb kolaylikla sekil verilebilen toksik bir elementtir ve
mavimsi renkte olup, hava ile temas ettikten sonra giimiis/mat gri renge doniisiir (Ozbolat
ve Tuli, 2016).
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Sekil 1.2. Kursun

Pb; madencilik, metal ve metal aritma endiistrileri, otomobil akiileri, tibbi ekipmanlar,
kursunlu boyalar, kursun-asit pilleri, sa¢ boyalarmin imalatinda, seramik enddistrisi,
kaplama, bilimsel ve optik aletler, cephaneler, kat1 atik yapimi, kursunlu benzin, aritma
camuru, enerji santrali ve atik yakma tesislerinden kaynaklanan atiklarda yiiksek
konsantrasyonlarda bulunan tehlikeli agir metallerden biridir (Dauvin, 2008). Pb, hiicre
zarlarina zarar verebilecek enzim ve proteini temel metal iyonlar ile degistirebilen ve
DNA’nin yapisini tahrip edebilen bakterilerden insanlara kadar tiim canlilar i¢in oldukca
toksik bir metaldir (Olaniran vd., 2013). Pb’nin fazlasi insan viicudunda birikebilir ve
anemi, infertilite, hipertansiyon, hafiza kaybi, diisiikk, bobrek bozukluklar1 ve zihinsel
gerilige neden olabilir (Ren vd., 2015). Bu nedenle Pb, USEPA tarafindan tehlikeli
inorganik atik listesine eklenmistir ve USEPA tarafindan igme suyundaki Pb limit degeri
0,015 mg/L (15 pg/L) olarak belirlenmistir (Rosen vd., 2017). WHO’ya gore, igme
suyunda izin verilen giivenli Pb seviyesi 10 ug/L (0,01 mg/l) olarak belirlenmistir (Watt
vd., 2000). TSE 266’ya gore igme suyunda 0,01 mg/L’yi agsmamas1 gereklidir (TSE,
2005).

1.4. Atiksulardan Agir Metallerin Giderimi

Agir metaller, organizmalarda toksik, kanserojen ve biyolojik olarak biriken 6zellikte
olmalar1 nedeniyle bitki, hayvan ve insan hayatini tehdit etmektedirler. Bu nedenle agir
metal iceren evsel ve endiistriyel atiksular desarj edilmeden 6nce aritilmalidir (Fu ve
Wang, 2011; Hamutoglu vd., 2012). Nihai desarjdan Once agir metallerle kirlenmis
atiksularin aritilmast igin gesitli atiksu aritma teknolojileri mevcuttur (Janyasuthiwong
vd., 2017). Kimyasal ¢oktiirme, buharlasma ile geri kazanim, oksidasyon/rediiksiyon

filtrasyon, iyon degisimi, membran teknolojileri ve elektrokimyasal aritma teknolojileri
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yaygin olarak kullanilmaktadir (Fu ve Wang, 2011). Bu geleneksel aritma yontemlerinin
aritma stiireglerinin zorluklar igermesi, zararli yan iiriin olusumu ve aktif camurda yiiksek
oranda toksik bilesiklerin olusumu da metallerin arittmimi zorlastirmaktadir. Buna
ilaveten, susuzlastirilmasi ve bertarafi zor olan toksik ¢amurlarin {iretilmesi gibi ¢esitli
sorunlara yol agmaktadir. Ayrica bu yontemlerin ¢ogu, sadece yiiksek veya orta metal
konsantrasyonlarinda ekonomik olarak uygulanabilirken diisiik konsantrasyonlardaki
metal kirliliginde (1-100 mg/L) kullanilmamaktadir. Geleneksel aritma yontemlerinin
yiksek oranda kimyasal madde ve enerji ihtiyaglarinin olmasi da Onemli
dezavantajlarindan biridir (Martin-Lara vd., 2013). Tablo 1.7°de agir metallerin
gideriminde yaygin olarak kullanilan yontemlerin avantaj ve dezavantajlart verilmistir

(Hamutoglu vd., 2012 ; Volesky, 2001).

Tablo 1.7. Agir metal giderim yontemleri, avantaj ve dezavantajlar

Yontem Avantaj Dezavantaj
Kimyasal ¢oktiirme v" Basit ve Ucuz v Yiiksek
ve filtrasyon konsantrasyonlarda zor
giderim
v" Etkin degil
v Aktif camur olusumu
Elektrokimyasal v Metal geri v" Pahali olmasi
yontemler kazanimi v' Sadece yiiksek
konsantrasyonlarda
etkin olmasi
Kimyasal v' Inaktivasyon v Ortam hassasiyeti
oksidasyon ve
indirgenme
Iyon degisimi v" Etkin aritim ve saf v' Partikiillere hassas ve
atik recinelerin pahali olmasi
v' Metal geri
kazanimi
Buharlagtirma v’ Saf atik elde etme v' Fazla enerji gereksinimi
v" Pahali olmasi
v' Atik ¢amur olusumu
Ters ozmos v Geri doniisiim i¢in v Yiiksek basing
saf atik eldesi v" Membran boyutu
v" Pahali olmasi
Adsorpsiyon v’ Sorbentlerin Aktif v Tiim metaller i¢in uygun

karbon kullanimi olmamasi
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Metallerin biyolojik yontemlerle uzaklastirilmasi ve geri kazanimi, kullanilan geleneksel
fiziksel-kimyasal aritim yoOntemlerine kiyasla ekonomik ve pratik olmasi, aritma
veriminin yiiksek olmasi, ¢evre dostu olmasi nedeniyle tercih edilmektedir ve

biyoteknolojik yaklasim olarak 6nemi giin gectikge artmaktadir (Kalita ve Joshi, 2017).

1.4.1. Biyolojik Aritma Yontemleri

Canli veya cansiz mikroorganizmalara veya bitkilere dayanan biyolojik aritma, toksik
metallerin seviyelerini uygun maliyetli ve ¢evre dostu bir sekilde ¢evresel olarak kabul
edilebilir ~ sinirlara  indirmeyi  saglar  (Volesky, 2001). Biyolojik aritimda,
mikroorganizmalar tarafindan agir metallerin adsorbe edilmesi, metallerin hiicre i¢inde
biyobirikimi, hiicre yiizeyine tutunmasi (biyosorpsiyon, adsorpsiyon) ve metallerin
mikroorganizma tarafindan salgilanan biyolojik ajanlarla giderimi veya geri
kazamlmalar1 saglanir (Gadd, 1990; Oztiirk, 2008; Srinath vd., 2002).
Mikroorganizmalarla agir metal giderimi metabolizmadan bagimsiz olarak ve/veya

metabolizmaya bagli olarak ger¢eklesmektedir (Sekil 1.3) (Yalgm, 2016).

Biyogiderim
mekanizmalari
Canli hiicre | Olii hiicre
—_— L
Metabolizmaya bagli Metabolizmadan
(biyoakiimiilasyon) _bagimsiz
= - (biyosorpsiyon)
| Hucre 161 Hiicre dis1 -
birikim birikim/¢okelme Hiicre ylizeyinde
adsorpsiyon/cokelme

Hiicre membrani /l -
boyunca taginim | | Cokelme | Iyon - I'I'
Komplekslesme degisimi I Adsorpsiyon Cokelme

Sekil 1.3. Biyogiderim mekanizmalari (Yalgin, 2016)

Biyokiitlenin bulundugu bir sulu ortamda ¢dziinebilen kimyasallar varsa, adsorbatlar
(kirleticiler) biyolojik maddelerle biyosorpsiyon adi verilen siiregte hiicresel yiizeylere
baglanir veya biyoakiimiilasyon yoluyla hiicrelerin iginde biriktirilir (Chojnacka, 2010;
Kadukova ve Virc¢ikova, 2005). Biyosorpsiyon ve biyoakiimiilasyon, dogadaki madde
dongiistine katilir. Canli organizmalar kimyasal maddeleri biyolojik olarak

biriktirebildigi i¢in Kirleticiler de toksik maddelere doniisiir. Bu siire¢ kalici olarak
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gerceklesir ve neredeyse tiim biyokiitle tiirleri tarafindan gergeklestirilir. Dogal ortamda
gerceklesen bu siire¢ insan kontrollii caligma kosullar1 altinda endiistriyel uygulamalari
da yapilabilmektedir. Biyosorpsiyon ve biyoakiimiilasyon, hemen hemen tiim biyolojik
atiksu aritma siireglerinde ve tim biyoremediasyon teknolojilerinde kendiliginden

meydana gelen bir prosestir (Rehman vd., 2006).

1.4.1.1. Biyosorpsiyon

Mikroorganizmalar tarafindan agir metallerin biyosorpsiyonu ve biyoakiimiilasyonu
sulardan agir metallerin giderimi i¢in kullanilan 6nemli proseslerdir. Biyosorpsiyon,
metabolizmadan bagimsiz olarak gerceklesen fizikokimyasal bir olay olup bir agir metal
alim siirecidir. Esas olarak hiicre membraninda bulunan polisakkaritlerin, proteinlerin ve
lipidlerin sahip oldugu fonksiyonel gruplar tarafindan gerceklesmektedir (Srinath vd.,
2002). Bu fonksiyonel gruplar amino, karboksilik, siilfat, siilfidril, fosfat ve tiyol gruplari
olup metalleri baglamada farkli affinite ve 6zgiilliige sahiptirler (Holan vd., 1993; Ting
vd., 1991). Metaller, hiicre yiizeyinde fiziksel adsorpsiyon veya iyon degisimi ile
biriktirilmektedir (Zabochnicka-Swiatek ve Krzywonos, 2014). Biyosorpsiyon, canli
hiicreler ve 6lii biyokiitleler kullanilarak agir metalin metabolizmadan bagimsiz olarak
uzaklastirilmasi islemidir ve metallerin hiicre ylizeyine pasif olarak baglanmasidir
(Srinath vd., 2002). Biyosorpsiyon ile metallerin gideriminde, mikroorganizmalarin hiicre
duvari (yiizeyi) negatif yiiklii oldugu igin pozitif yiiklii metal iyonlarm (Cu*?, Pb*?, Zn*?,
Mn*2, Cd*2, Ni*?, Hg*?, Cr*3, Cr*5, Fe*?, Fe™ vb.) baglar. Bu proses; pH, sicaklik, iyonik
gii¢, absorbent miktar1 ve boyutuna bagli olarak degismektedir (Timkova vd., 2018).
Metallerin metabolizmadan bagimsiz alimi (pasif) daha hizli olup, daha az enerjiye
ihtiyag duyulmaktadir. Biyosorpsiyon prosesinde harcanan enerji (21 kJ/mol),
biyobirikim (biyoakiimiilasyon) i¢in harcanan enerjiden (63 kJ/mol) daha diisiiktiir
(Kadukova ve Vircikova, 2005). Ayrica, biyosorpsiyonda 6li ve tutuklanmis hiicreler
kullanilabilmektedir (Oztiirk, 2008). Biyosorpsiyon prosesinin avantajlari, biyokiitlenin
tekrar kullanilabilirligi, toksisite ne olursa olsun metallerin atiksudan uzaklastiriimasi
(cok diisiik dozdaki kirleticilerde bile etkilidir), dengeye ulasilana kadar kisa ¢alisma
stireleri (90 dakika) ve toksik olabilecek ikincil Kirleticilerin iiretilmemesidir. Bu
avantajlart biyosorpsiyonun kullanimini yayginlastirmaktadir (Kadukova ve Vircikova,
2005).
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1.4.1.2.Biyoakiimiilasyon (Biyobirikim)

Biyoakiimiilasyon, agir metallerin alim1 igin hiicresel enerjiyi kullanan metabolizmaya
bagl olarak gerceklesen bir siiregtir (Fernandez vd., 2018). Biyoakiimiilasyonda,
mikroorganizma metalleri se¢erek kontrollii bir sekilde biinyesine almaktadir. Birden
fazla metale maruz kaldiklarinda mikroorganizmalar metabolize edebilecegi metalleri
tercih etmektedir. Mikrobiyal biyobirikimde ilk asamada, fiziksel adsorpsiyon yani
biyosorpsiyon gerceklesir. Daha sonra, metal iyonlari hiicre zarindan sitoplazma igerisine
tasinir  (Gadd, 1990; Han vd., 1992). Biyoakiimiilasyon, mikrobiyal i¢ yapiya,
biyokimyasal 6zelliklere, genetik ve fizyolojik yeteneklere ve gevresel kosullara bagl
oldugu i¢in agir metal alimi biyosorpsiyona gore daha uzun zaman almaktadir
(Vijayaraghavan ve Yun, 2008). Metalin hiicre peptidoglikan tabakasina baglandiginda
biyoakiimiilasyon siirecinin yiik degisiklikleri gibi hiicre yiizey o6zelliklerinin de
etkilendigi bildirilmistir. Buna ek olarak biyoakiimiilasyon prosesini sicaklik da
etkilemektedir. Yiiksek ve diisiik sicakliklar bakterilerin metabolik aktivitelerini yok
edebilir (Javanbakht vd., 2014). Bu mekanizmada, hiicre i¢i sekresyon, spesifik
organeller i¢inde lokalizasyon gibi canlilik 6zellikleri, MT baglanmasi, partikiil metal
birikimi, hiicre dis1 ¢6kelme ve kompleks olusumu meydana gelebilir (Gadd, 1990). Bu
konuda yapilmis olan birgok ¢aligmada, bakteri, mantar, yosun ve diger bitki kaynakli
biyokiitleler kullanilarak sulu ¢ozeltilerden metallerin hiicrelere aktif olarak baglandig:
tespit edilmistir (Gavrilescu, 2004; Cheung ve Gu, 2007; Wang ve Chen, 2009;
Chojnacka, 2010). Biyoakiimiilasyonda en onemli problemlerden biri yiiksek metal
konsantrasyonlarinda hiicrelerin inhibisyonudur. Bazi mikroorganizmalarin metal
birikim mekanizmalarmin anlasiimasi, kontamine ¢ozeltilerin konsantrasyonu, aritim ve
geri  kazamim  siireglerinin  gelistirilmesinde  belirleyicidir.  Biyosorpsiyon ve
biyoakiimiilasyon prosesleri birbirinden farklidir. Prosesler arasindaki farkliliklar detayli

bir sekilde Tablo 1.8”de verilmistir (Chojnacka, 2010).
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Tablo 1.8. Biyosorpsiyon ve biyoakiimiilasyon prosesleri arasindaki farklar (Chojnacka,
2010)

Biyosorpsiyon Biyoakiimiilasyon
Pasif siirec Aktif siire¢
Olii Biyokiitle Canli Biyokiitle
Metaller hiicre yiizeyine baglanir. Metaller hiicresel ylizeyine hiicre igine
baglanir.
Adsorpsiyon Absorpsiyon
Tersinir proses Kismen tersinir proses
Besin maddeleri gerekli degildir. Besin maddeleri gereklidir.
Tek asamal siirec¢ Cift asamal siire¢
Hizh gergeklesir. Yavas gerceklesir.
Metabolizma  tarafindan  kontrol Metabolizma tarafindan kontrol edilir.
edilmez.
Toksik etkisi yoktur. Kirleticiler toksik etkiye neden olabilir.
Hiicresel biiyiime yok. Hiicresel biiylime var.

Metal iyonlarnin ara denge Cok disiik denge konsantrasyonuna

konsantrasyonuna ulasir. ulasilir.

1.5. Biyosorpsiyon ve Biyoakiimiilasyon Proseslerinin Agir Metal Giderimindeki
Onemi

Biyosorpsiyon ve biyoakiimiilasyon, atiksulardan agir metal gideriminde yaygin olarak
kullanilan biyolojik proseslerdir. Bu yontemlerin diisiik isletme maliyeti, bertaraf
edilecek kimyasal ve/veya biyolojik ¢camur hacminin en aza indirilmesi ve diislik
konsantrasyonlardaki atiklarin detoksifikasyonunda yiiksek verimli olmalart gibi dnemli
avantajlar1 vardir. Giderme islemi hizlidir, sadece birka¢ dakika siirer, normal basing ve
sicaklik altinda gergeklesmektedir. Bununla birlikte, biyosorpsiyon/biyoakiimiilasyon
bazli prosesler kullanan sinirli sayida aritma tesisi bulunmaktadir (Kadukova ve
Vircikova, 2005). Bu prosesler ile dogal su kaynaklarindan veya atiksulardan metallerin
gideriminde etkili mikroorganizmalar kullanilmalidir. Ancak biyoremediasyonda
kullanilacak mikroorganizmalar, maruz kalacaklar1 metalin toksik etkilerine karsi

dayanakli olmalidir, aksi taktirde metal mikroorganizmalar1 6ldiiriir ve aritim islemi
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yapilamaz (Ergiil Ulger, 2016). Bu zararli etkiyi ortadan kaldirmak igin
mikroorganizmalar, hiicresel morfolojik degisiklikler, enzimlerin salgilanmasi gibi
kendini koruma mekanizmalar1 gelistirirler (Jacob vd., 2018). Toksik bilesiklerle
kontamine olmus ortamlarda, mikroorganizmalar sadece bu tiir bilesiklere dayanmakla
kalmaz, ayn1 zamanda bunlari kendi yararlar1 i¢in iyilestirme yollar1 da gelistirirler (Guo
vd., 2010). Bakteriler, sentezledikleri proteinler ve genetik yapilar1 sayesinde metallere
kars1 direng gosterirler (Guo vd., 2010). Bakteriler Cd, Cr, Cu, Pb, Hg ve Ni gibi toksik
metallere karsi metal direngli genler eksprese ederek hayatta kalirlar.
Mikroorganizmalarin metaller ile karsilastiklarinda kendilerini korumak igin gelistirdigi

bes ana mekanizma vardir. Bu mekanizmalar asagida siralanmistir (lanieva, 2009).

1) Metallerin hiicre i¢ine alinmasinin engellenmesi: Hiicre duvari, plazma zari
veya kapsiil metal iyonlarinin hiicreye girmesini engelleyebilir. Farkli
taksonomik gruplara ait bakteriler, metal iyonlarim1 hiicre duvarinin veya
kapstiliin iyonlastirilabilir gruplart (karboksil, amino, fosfat ve hidroksil
gruplart) ile adsorbe edebilir (EI-Helow vd., 2000). Olii bakteri hiicreleri de
metal iyonlarini baglayabilir, bu adsorpsiyon pasif bir siirectir. Termal iglemle
oldiiriilen bakteri hiicrelerinin, canli hiicrelerle ayni veya daha yiiksek
adsorpsiyon kapasitesine sahip olduklar: tespit edilmistir (Fabre vd., 2003).
Bu konuda yapilan ¢alismalarda; Pseudomonas putida (Pardo vd., 2003),
Brevibacterium sp. (Taniguchi vd., 2000) ve Bacillus sp. (Green-Ruiz, 2006)
suslarinin canli olmayan hiicreleri i¢in yiiksek diizeyde agir metal iyonlarinin
pasif emilimi gézlenmistir. Agir metal iyonlar1, agirlikli olarak karboksil ve
polisakkarit gruplar1 ile bakteriyel kapsiiller tarafindan adsorbe edilebilir.
Enterobacter chloaceae (lyer vd., 2005), Marinobacter sp. (Bhaskar ve
Bhosle, 2006), ve Acinetobacter sp.’nin metal iyonlari biriktirdigi
gosterilmistir (lanieva, 2009). Bu mekanizmaya baska bir 6rnek ise, E. coli’de
membranda bulunan porin proteininde yapilan degisiklik ile metal iyonlarinin
hiicre diginda tutulmasidir (Rouch vd., 1995). Bu sistem genelde tek bir genin
mutasyonu ile meydana gelir ve membranin metal iyonlarina Kkarsi

gegirgenligini azaltir (Ji ve Silver, 1995).

2) Metallerin mikroorganizmadan aktif olarak uzaklastirilmasi: Metaller

aktif tagima yoluyla hiicre digina pompalanirlar. Bu mekanizma plazmit veya
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kromozom tarafindan kodlanabilir (Ergiil Ulger, 2016 ; Ianieva, 2009). Baz
metal iyonlar1 hiicreye temel elementlerin alinmasindan sorumlu sistemler
aracihigiyla girebilir. Ornegin, kromat hiicrenin igine siilfat tasima sistemi
(Cervantes ve Gutierrez-Corona, 1994) araciligiyla tasinirken Cd, Zn, Co, Ni
ve mangan (Mn) metal iyonlar1 hiicrelere magnezyum (Mg) sistemi araciliyla
girer (Nies ve Silver, 1989). ATP hidrolizi ve elektrokimyasal gradyan enerjisi
metal iyonlarinin hiicre disinda tutulmasini saglar (lanieva, 2009).
Elektrokimyasal gradyan enerjisini kullanarak en iyi ¢alisan akis sistemini,
¢oklu metal direngli bakteri olan Ralstonia metallidurans CH34 susunda Cu,
Co ve Zn metal iyonlarina toleransindan sorumlu olan Czc operonu kodlar
(Nies, 2000).

Metallerin proteinlere baglanmasi ile hiicre icinde birikmesi: Bu
mekanizma ile agir metallerin hiicre iginde, hiicre metabolizmasina etki
edemeyecekleri bir yerde (6rnegin vakuollerde) birikmesi saglanarak hiicresel

organellerle etkilesmeleri 6nlenir (Ergiil Ulger, 2016).

Metallerin hiicre disinda tutulmasi: Metal iyonlarinin periplazmada veya
dis zardaki hiicresel bilesenler tarafindan birikmesi veya ¢oziinmeyen
bilesikler olarak metal iyonlarinin komplekslestirilmesi ile metal iyonlar:
hiicre disinda tutulur. Bu mekanizmaya oOrnek olarak, Cu direncli
Pseudomonas syringae suslari, Cu iyonlarini ve bakteri kolonilerini baglayan
CopA, CopB ve CopC (dis membran proteini) proteinlerini sentezler ve metal
birikimi sonucunda mavi renge dontsiir (Cha ve Cooksey, 1991). Baska bir
calismada ise, Saccharomyces cerevisiae’nin biiyilk miktarda glutatyon
salgilayarak Ni adsorbsiyonunu azaltabildigi tespit edilmistir. Mayanin
tasidig1r metilglioksal geni metallerin yogun oldugu bdélgelerde ekstraselliiler
glutatyon maddesi olusturur. Bu komplekslere toksik metaller baglanir ve

hiicreye girmesi engellenir (Ergiil Ulger, 2016).

Enzimlerle metallerin daha az toksik forma doniistiiriilmesi: Bu
mekanizma, hiicre i¢inde ve enzimatik yollarla ger¢eklesmektedir. Bazi
bakteriler, enerji iiretimi i¢in elektron vericileri veya alicilar olarak, metalleri

ve metalloidleri kullanabilirler. Oksitlenmis formdaki metaller, bakterilerin
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anaerobik solunumu sirasinda elektronlarin terminal alicilar1 olarak islev
gorebilir. Metal iyonlarinin enzimatik olarak indirgenmesi, daha az toksik Hg
(Barkay vd., 2003) ve Cr formlarinin olusmasina da neden olmaktadir (Viti
vd., 2003). Enzimatik indirgeme ile en iyi calisilan metal detoksifikasyon
sistemi, mer-operonu tarafindan gergeklestirilir. Iki degerlikli Hg metal
iyonlari, MerT transport proteini ile hiicreye aktarilir ve MerA hiicre igi

rediiktaz ile elementer Hg®’a indirgenir (Brown vd., 2002).

Mikrobiyal izolatlar boylesine olaganiistii dogal 6zellikleri sayesinde, zararl kirletici
maddelerin azaltilmas1 ve/veya bozunmasi ve kontamine atmosferin temizlenmesi i¢in
basariyla kullanilmaktadir (Jacob vd., 2018). Son yillarda, agir metallerin giderilmesinde
genetik olarak tasarlanmig bakterilerin giiglii adaptasyon ve yiiksek aritma verimliligi
ozelliklerine sahip olmalar1 nedeniyle bir¢ok arastirmada bu konuya odaklanilmistir. Cu,
Co, Cr, Ni, Mo, Fe, Zn ve Mn gibi agir metaller, belirli bir konsantrasyonu astiklarinda
metabolik fonksiyonlari, transkripsiyon siirecini veya genetik materyallere zarar vererek
her tiirli mikroorganizma iizerinde ¢esitli biyokimyasal, fizyolojik veya genotoksik
etkilere neden olabilir (Emamverdian vd., 2015; Rasheed vd., 2019). Bununla birlikte,
baz1 mikroorganizmalar biyolojik detoksifikasyon yoluyla agir metal toksisitesine karsi
direng gelistirebilir. Diren¢ mekanizmasi temel olarak iki sekildedir: MT gibi metal
iyonlari i¢in yiiksek baglama kapasitesine sahip bir kompleks ya da baz1 spesifik metal
iyonu tagima sistemleri, agir metallerin alimini azaltmak i¢in agir metal iyonlarini hiicre
digina tasir (Rasheed vd., 2019). Bir¢ok c¢alismada, MT geni eksprese edilmis E. coli
hiicrelerinin, Cd (Deng vd., 2007; Kim vd., 2005), As (Singh vd., 2008) ve Cu (Sekhar
vd., 2011) gibi metal biyoakiimiilasyonunu arttirdig tespit edilmistir.

1.6. Rekombinant DNA teknolojisi

Rekombinant DNA’nin iiretilmesi ve hiicre i¢inde replikasyonunu gosteren ilk yayn,
1972 ve 1973 yillarinda Kethleen Danna ve Daniel Nathans tarafindan yapilmistir
(Jackson vd., 1972; Katartas, 2011). 1972 yilinda Paul Berg yapmis oldugu calismada,
rekombinant DNA teknolojisi ile genetigi degistirilmis (GD) ilk DNA molekiiliinti
olusturmustur. 1973 yilinda E. coli bakterisine Salmonella genleri aktarilarak daha once
bakteride olmayan yeni Ozelikler gelistirmesi saglanmistir. Bu bakteri, genetigi
degistirilmis ilk organizma (GDO) olarak kabul edilmektedir (Yasar vd., 2017).
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Rekombinant DNA teknolojisi (genetik miihendisligi), bir organizmadan herhangi bir
yollaizole edilen bir genin (DNA pargasinin) uygun bir konagin igerisine sokularak orada
cogalmasini ve bazen de ifade edilmesini amaglayan caligmalara ait tekniklerin tiimiine
denir. Bu teknoloji, en genis anlamda belli bir amaca yonelik olarak dogrudan genetik

materyal lizerinde yapilan galismalar1 kapsar (Elgin, 2021).
Gen Klonlamasi,

. Bir organizmadan elde edilen ve i¢inde istenilen geni tastyan DNA parcalarinin,
tastyict  Ozellikte bir DNA molekiiline (vektor) baglanarak rekombinant DNA

olusturulur.

. Rekombinant DNA molekiillerinin uygun bir konak hiicreye sokularak orada

cogaltilmasi ve hepsi birbirinin ayni olan bir DNA popiilasyonunun elde edilir.

. Konak hiicreler ¢cogaldikca rekombinant DNA molekiilleri nesillere aktarilarak

yenti hiicrelerdeki kopya sayilariin arttirilir.

. Cok sayida hiicre boliinmesiyle olusan bir klonda (rekombinant DNA teknolojisi
ile sentezlenen belirli DNA/gen kopyalari) hiicrelerin her birinde istenilen geni tasiyan
rekombinant DNA molekiillerinin bir ya da daha fazla sayida kopyast bulunur (Elgin,
2021).

Rekombinant DNA teknolojisi as1 iretimi, gida endiistrisinde, endiistriyel enzim
tiretiminde ve biyoremediasyon uygulamalarinda kullanilmaktadir. Alt bagslikta genetigi

degistirilmis bakterilerin biyoremediasyonda kullanimu ile ilgili detayli bilgi verilmistir.

1.7. Genetigi Degistirilmis Bakterilerin Biyoremediasyondaki Onemi

Cevresel sorunlara yol acan kirleticilerin artisi, kiiresel anlamda 6nemli bir cevre
sorunudur. Cevreyi ve insanlart agir metal kirliliginden korumak i¢in konvansiyonel
aritma yontemlerinden farkli olarak, yeni aritma teknolojilerinin tasarlanmasi gerekliligi
ve onemi giin gegtikge artmaktadir. Toksik atiklarin giderilmesi veya azaltilmasi igin
mikrobiyal sistemlerden yararlanan diisiik maliyetli ve ¢evre dostu biyoremediasyon
prosesi bu yontemlerden biridir (Kalita ve Joshi, 2017; Verma ve Kuila, 2019). Bu

teknoloji, mikroorganizmalarin dogasina bagli olarak gerceklesen multidisipliner bir
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yaklagim gerektirmektedir (Singh vd., 2011). Agir metaller gibi kirleticilerin birgogu,
dogal yollarla yeterli bir sekilde parcalanamadigi icin ¢evrede yliksek kaliciliga sahiptir
(Das vd., 2016). Bir¢ok organik kirletici biyolojik yollarla ayristirilirken, inorganik toksik
metaller ¢esitli enzimler tarafindan dondstiiriiliir. Bakteriler, savunma mekanizmalarinin
bir parcasi olarak toksik metallere kars1 direng gelistirmektedir. Cevrede toksik metallerin
varligina yanit olarak direngli bakteriler tarafindan metallerin toksik formunu yok etmek
veya azaltmak i¢in bir¢ok hiicre i¢i ve hiicre dis1 enzim sentezlenmektedir. Sekil 1.4°te
bakterilerin toksik metallere karsi genetik direng mekanizmalar1 gosterilmistir (Das vd.,
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Sekil 1.4. Bakteriler tarafindan toksik metallere kars1 genetik direng mekanizmasinin

genellestirilmis bir gosterimi (Das vd., 2016)

Metallerin hiicreye alinmasinda, birgok mikroorganizmanin metal baglayici proteinler
sentezledikleri rapor edilmistir (Verma ve Kuila, 2019). Bu sentezin, agir metallerin
detoksifikasyon mekanizmas1 geregi yapildigr saptanmistir. Metallerin her iki tip
aliminda (hiicre i¢i ve hiicre dis1 birikim) bu 6zgiil diisiik molekiiler agirlikli proteinlerin
onemi biytktir (Gadd, 1990; Han vd., 1992). Yapilan ¢alismalarda ¢esitli bakterilerin
(Ralstonia eutropha, Pseudomonas putida, Mycobacterium marinum, E. coli,
Sphingomonas desiccabilis, Bacillus idriensis vb.) kontamine ortamda toksik metal
bilesiklerinin biyolojik olarak giderilmesini saglayan 6nemli genlere sahip oldugu

bildirilmistir (Ackerley vd., 2004; Valls vd., 2000). Biyoremediasyonda, bu direngli
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genler sayesinde mikroorganizmalar ¢ok toksik ortamlarda dahi hayatta kalirlar (Ianieva,
2009). Ancak bakterilerin metallere karsi olan dogal diren¢ mekanizmalar1 kontamine
ortamlardaki kirliligin giderimi i¢in tek basina yeterli degildir. Bu nedenle bakterilerin
metal alim kapasitelerinin artirilmasi gereklidir. Biyoremediasyon prosesi, molekiiler
biyoteknoloji kullanilarak belirli metaller i¢in daha yiiksek biyosorpsiyon kapasiteleri ve
seciciligi olan tasarlanmis organizmalar olusturmak i¢in imkéan saglamaktadir (Wang ve
Chen, 2009). Genetigi degistirilmis mikroorganizmalarin (GDM) agir metallerin
biyoremediasyonunda kullanimi, fiziko-kimyasal yontemlere kiyasla ¢evre dostu olmasi,
yan lriin olusturmamasi, yiikksek metal baglama kapasiteleri vb. 6zellikleri nedeniyle 6n
plana ¢ikmaktadir (Singh vd., 2011). Bununla birlikte, GDM dayanan biyolojik giderim,
yeni bir teknolojidir ve toksik metal kontaminasyonlarin1 gidermenin ¢evre dostu ve etkili
bir yolu olarak dikkat ¢ekmektedir (Liu vd., 2011; Mejare ve Biilow, 2001). Genetik
modifikasyon (doniisiim) bakterilerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bakteriler arasinda
genetik doniisiim; transdiiksiyon ve konjugasyon yoluyla dogal olarak gerceklesmektedir.
Bu dogal araglarin yani sira, modern genetik miihendisligi ve rekombinant DNA
teknolojisi kullanilarak, metaller gibi dogada kirlilik olusturan maddelerin giderilmesi
icin dogada bulunmayan genlerin yapay bir kombinasyonunu olusturma firsati
sunmaktadir. Bu genler sayesinde metallere karsi yiiksek affinite ve segicilige sahip

mikroorganizmalar tasarlanabilmektedir (Das vd., 2016; Gupta ve Singh, 2017).

Son zamanlarda, genetik miihendisligi stratejilerini kullanarak Kirleticilerin giderim
oranlarini arttirmak icin bir dizi imkan ortaya ¢ikmustir. Ornegin, bilinen metabolik
yolaklardaki hiz sinirlayict basamaklarin bozunma oranlarini artirmak igin bu yolaklar
genetik olarak manipiile edilebilir veya inat¢1 bilesiklerin degradasyonunda etkili olan
tamamen yeni metabolik yollar bakteri suslarina dahil edilebilmektedir. Genetigi
degistirilmis mikroorganizmalarda (GDM), gergeklestirilecek dort strateji vardir.
Bunlardan ilki, enzim 6zgiilliigiiniin ve afinitesinin degistirilmesidir. Metabolik yolagin
her asamasina spesifik genlerin transkripsiyonu ve translasyonu ile iiretilen enzimler
aracilik etmektedir. GDM’ler, enzimatik aktivitelerini ve enzim substrat 6zelliklerini
degistiren hibrit gen kiimeleri tarafindan gelistirilmistir. Bu gen kiimeleri, gelismis
doniistiirme kabiliyetine sahip enzimi kodlamaktadir. Bir c¢alismada E. coli susu,
trikloretilenin (TCE) degradasyonu i¢in bir hibrid gen kiimesini ifade etmek iizere genetik

olarak modifiye edilmesi bu yaklasima 6rnek verilebilir. Ikinci yaklagimda ise yolaklarin
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olusturulmasi ve diizenlenmesidir. GDM’ler, mevcut katabolik yolaklart gelistirilerek
veya bu yolaklar1 yabanil sus kullanilarak indirgenmesi miimkiin olmayan biraz daha
fazla bilesigi bozacak sekilde gelistirilmistir. Ugiincii yaklasimda, biyoproses gelistirme,
izleme ve kontrol, dordiincii yaklasimda ise biyoduyarlilik ve biyosensor
uygulamalarinda kimyasal algilama, toksisite azaltma ve son nokta analizleri yer
almaktadir. Ayrica, GDM’ler sadece kirletici varhigindan ziyade kirletici
biyoyararlanimimnin izlenmesine izin veren kimyasal sensorlere sahiptir. Ustelik
biyoliiminesans iireten GDM’ler mikroorganizmalarin kirlenmis alanda ve

biyoremediasyonun son noktasina kadar yayiliminin anlagilmasina yardimci olmaktadir.

GDM’ler, yabanil tip mikroorganizmalarin sinirli kullanim alanlarini artirmaktadir.
Mikroorganizmalar aerobik katabolik ve kometabolik yollarla siirhidir. Bu nedenle
anaerobik ortama uygulanamazlar. Oksijenazlar i¢in genler eklenerek gelistirilen
GDM’lerin  anaerobik ortam kosullarinda kullanilmasini miimkiin kilmaktadir.
Biyoremediasyon i¢in mikroorganizmalar: uygulamadan 6nce ¢oklu kontamine alanlarda
bulunan tiim ksenobiyotikler dikkate alinmalidir. GDM’ler, genlerin tek bir
mikroorganizmaya eklenmesi nedeniyle bir¢ok mikroorganizmanin 6zelliklerine sahip
olurlar. Bu nedenle, GDM’ler biyoremediasyon amaciyla basariyla kullanilabilmektedir
(Kulshreshtha, 2013). Temel bakteri genleri tek bir kromozom {izerinde tasinir, ancak
siradist substratlarin bazilarinin katabolizmasi i¢in gerekli enzimleri belirleyen genler
plazmitler {izerinde tasinabilir. Katabolizmada plazmitlerin rolii vardir. Bu nedenle,
genetigi degistirilmis bakteriler (GDB) kirleticilerin biyolojik bozunmasinda etkin bir
sekilde kullanilabilir ve gelecekte daha genis kullanim alanlarinin olusmasina yol agabilir
(Abatenh vd., 2017). GDB’lerdeki hassas proteinlerin, agir metallerin yani sira diger
inat¢1 bilesiklerin detoksifikasyonuna katkida bulundugu bilinmektedir (Arshad vd.,
2007). Molekiiler biyolojinin bakterileri remediasyon islemlerinde kullanmak igin
tasarlamada potansiyel bir uygulamaya sahip oldugu yaygin olarak kabul edilmektedir.
GDB, daha yiiksek aritim kapasitesine sahiptir ve belirli kosullar altinda cesitli
kirleticilerin etkili bir sekilde giderildigi yapilmis olan c¢alismalarda tespit edilmistir
(Barac vd., 2004).

Bakterilerin agir metal biyosorpsiyon kapasitelerinin arttirilmasi1 igin, genetigi
degistirilmis suslarin iiretilmesinde rekombinant DNA teknolojisi kullanilmaktadir. Bu

stratejilerin ¢ogu, bakteri hiicre duvarinin metal iyonunu baglayicit polipeptitlerle
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donatilmasi ile kirleticilerin rekombinant suslara baglanmasi esasina dayanmaktadir
(Gupta ve Singh, 2017). Bakterilerin metal iyonlarini baglama kapasitelerini artirmak i¢in
yaygin olarak kullanilan proteinler; metal baglayict peptitler, metallotiyoninler (MT)
veya poli-histidinlerdir (Ike vd., 2007). Bu peptitler genellikle hayvanlarda, bitkilerde,
okaryotik mikroorganizmalarda veya bazi prokaryotlarda bulunmaktadir (Vijver vd.,
2004). Sisteince zengin, diisiik molekiiler agirlikta ve metal baglama 6zelligine sahip olan
proteinlere metallotiyonin denir ve agir metallerin detoksifikasyonunu saglar. Boyle
proteinler, ¢esitli okaryotik ve prokaryotik canlilardan izole edilebilmektedir (Gadd,
1990; Han vd., 1992). Spesifik bir metal baglayici protein olan MT; Cd, Cu, Hg, Co, Zn
gibi agir metal iyonlar1 dahil olmak iizere bircok element tarafindan indiiklenebilmektedir
(Vijver vd., 2004). Ornegin, bir calismada agir metallerin biyosorpsiyonun arttiriimasinda
genetigi  degistirilmis  suslarin  dretiminde rekombinant DNA teknolojisinden
faydalanilmistir (Gupta ve Singh, 2017). Bir diger c¢alismada ise, biyosorpsiyon
kapasitesini artirmak icin bir fiizyon proteini (IgA proteazinin p-alani) igeren plazmidin
yabanil susa transfer edilmesi sonucu rekombinant sus iiretilmis ve daha iyi sonuglar elde
edildigi belirlenmistir (Valls vd., 2000). Brim ve arkadaslar1 (2000) yapmis olduklari
calismada, E. coli BL308’den klonladiklar1 Hg(IT) diren¢ genini (merA) eksprese eden
Deinococcus radiodurans susunu elde etmislerdir. Calismada iretilen yeni suslarin,
radyoaktif atik sahalarinda bulunanlardan ¢ok daha yiiksek konsantrasyonlarda hem
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radyasyon hem de iyonik Hg varliginda biiyiidigii ve Hg™*’yi daha az toksik ugucu
elementer formu olan Hg®’ye etkili bir sekilde indirgedigini belirtmislerdir. Kang ve ark
(2007) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Schizosaccharomyces pombe (SpPCS)’den PC
sentaz geninin E. coli’de asir1 ekspresyonundan sonra PC sentezinin ve Cd birikiminin
7,5 kat arttig1 tespit edilmistir. Calismada, geri besleme inhibisyon (Gshl) sentetazi ile
birlikte ekspresyonu yapildiginda, PC iiretiminde 10 kat ve Cd birikiminde ise sirasiyla,
yaklasitk 10 kat ve 2 kat artis oldugu ileri siiriilmiistiir. Bir baska ¢alismada,
transkonjugant sus Cupriavidus metallidurans MSR33, agir metal direngli pMOL28 ve
pMOL30 olmak iizere iki biiyiik plazmide sahip olan Cupriavidus metallidurans CH34
kullanilarak gelistirilmistir. Her plazmid, Hg direncine sahip bir merRTPADE operonu
ihtiva etmektedir. Transkonjiigasyondan sonra Kirli sudan Hg giderme kabiliyetine sahip
giiclii spektrumlu Hg direncinin gelismesine neden oldugu belirlenmistir (Mergeay vd.,
2003). Bir diger galismada, Rhodopseudomonas palustris susundan izole edilen S-

adenosil metiyonin metiltransferaz geni (arsM) E. coli susuna klonlandiktan sonra,
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inorganik As’den ugucu trimetilsin metilat elde edilmistir. Sphingomonas desiccabilis ve
Bacillus idriensis ArsM geninin klonlanmasi ile yabanil suslara kiyasla metillenmis As
gazinin salinmasinda 10 kat artisa yol agtig1 tespit edilmistir. Bunun yani sira, Thermus
thermophilus HBS’in, toksik As formlarini toksik olmayan forma oksitleyebilen arsenit
oksidaz tiretimi ile iligkili TTHB128 ve TTHB127 genlerine sahip oldugu bildirilmistir
(Yang 2010). Arastirmacilar, Anabaena sp.’ye LinA genini (P. paucimobilus’tan) ve
Nostoc Ellipsosporum’a fcbABC (Arthrobacter globiformis’ten) genlerini aktararak
GDB’ler gelistirmislerdir. linA geni lindanin (y-hexachlorocyclohexane), fcbABC geni
ise halobenzoatlarin biyolojik olarak pargalanmasini saglamaktadir. Sonu¢ olarak bu
rekombinant suslarm, bu Kirleticilerin sudan biyoremediasyonunda kullanilabilecegi

saptanmustir (Kulshreshtha, 2013).

1.8. Escherichia coli (E. coli)

Koli basili olarak da bilinen E. coli, 1885 yilinda Theodor Escherich tarafindan
kesfedilmistir. Enterobacteiaceae ailesine iliye olan bu mikroorganizma memeli
hayvanlarin kalin bagirsaginda yasamaktadir. Cubuk seklinde olup, boyutlart 1-2 pm
uzunlugunda ve 0,1-0,5 um capindadir. E. coli, gram negatif bir bakteri oldugundan
endospor olusturmaz, pastorizasyon veya kaynatma ile Oliir. Memeli hayvanlarin
bagirsaklarinda biliylimeye adapte olmus oldugu icin en iyi viicut sicakliginda
cogalmaktadir (Vikipedi, 2022). Her ne kadar E. coli komensal bir bakteri olsa da baz1 E.
coli suslart oldukga ciddi enfeksiyonlara yol agabilmektedir (Alteri ve Mobley, 2012;
Chaudhuri ve Henderson, 2012). Normalde bagirsakta yasadigi igin E. coli’nin ¢evresel
sularda varlig1 diski kirlenmesinin bir belirtisidir. E. coli’nin bagirsak dis1 ve bagirsak ici
olmak iizere iki patojenik susu bulunmaktadir. Bagirsak disi patojenler genis ¢apta
enfeksiyonlara neden olmaktadir. E. coli, ishalli hastaliklara, idrar yolu enfeksiyonlarina,
menenjit, peritonit, mastit, septisemi ve gram-negatif pnémoni enfeksiyonlarina da neden
olabilmektedir. E. coli’nin, tavuk, dana ve baska hayvanlarda da hastalik yapabildigi
goriilmistiir. E. coli, lipopolisakkaritler, peptidoglikan ve fosfolipitleri igeren bir hiicre
duvarina sahiptir. Lipopolisakkaritler dogada anyoniktir ve bu da hiicre duvarinda negatif
yiik olusturur. Metal iyonlar1 dogada katyoniktir. Boylece elektrostatik etkilesimlerle
E.coli’nin anyonik hiicre duvarma katyonik metal iyonlar1 adsorbe edilir (Khan vd.,
2015). E. coli, genel olarak bakteri biyolojisinin anlagilmasi amaciyla {izerinde sikca

calisilmis bir model organizmadir. Canlilar arasinda hakkinda en fazla sey bilinen
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organizma oldugu da soylenebilir (Vikipedi, 2022). E. coli, basit yapili olmasi,
kiltiivasyonunun kolayligi, basit besiyeri gereksinimleri, hizli ve kolay firetilmesi,
ekstrem kosullara yliksek adaptasyon yetenegi, dayanikliligi, morfolojik, genetik ve
fizyolojik agidan iyi bilinmesi ve bircok teknigin ona gore gelistirilmis olmasi gibi
avantajlara sahiptir. Bu 0Ozellikleri nedeniyle E. coli, mikrobiyolojide cok fazla
calisilmaktadir ve molekiiler biyolojide dnemli bir yeri vardir (Oztiirk, 2019). Bakteriyel
konjiigasyon, genetik rekombinasyon kavramlari ilk E. coli’de kesfedilmistir. DNA’nin
¢ogalmasi, RNA transkripsiyonu, protein sentezi gibi molekiiler biyolojinin pek ¢ok
onemli mekanizmasi, metabolizmanin ¢ogu ayrintist bu organizmada yapilan
arastirmalarla anlasilmistir. En az on Nobel Odiilii E. coli ile yapilan arastirmalara
dayanmaktadir. Ayrica modern genetik miihendisliginde, E. coli’nin 6nemli bir yeri
vardir. Arastirmacilar bu bakteriyi biiyiik miktarda DNA veya protein iiretmek amaciyla
bir fabrika gibi kullanirlar. Rekombinant DNA teknolojisinin ilk faydal
uygulamalarindan biri E. coli’nin manipiile edilerek onun diyabetli hastalar igin insiilin
liretmesini saglamak olmustur (Oztiirk, 2019). Ayrica E. coli, birgok proteini yiiksek
verimde eksprese edilebilecek kapasiteye sahiptir. Klonlama ve ekspresyonun farkli
hiicrelerde yapilabilmesi, elde edilmek istenen proteine ve secilen ekspresyon sistemine
gore sus secimi gibi olanaklar1 en genis kapsamda sunan organizmadir (Molla, 2013). Tez
caligmasinda E. coli’nin tercih edilmesinin nedeni, kullanim alaninin genis olmasi,
maliyetinin diisiik olmasi, tiim gen yapisinin bilinmesi ve genetik olarak kolayca
manipiile edilebilmesidir. Tez kapsaminda kullanilan E. coli susu ve 6zellikleri ile ilgili
bilgi asagida verilmistir. E. coli Jm109 susu, M13 ya da faJmid vektorlerden elde edilecek
tek zincirli DNA’nin ¢ogaltilmasinin yaninda genellikle transformasyon basarisinin
artmas1 ve boylece daha verimli transformasyon saglanmasi i¢in kullanilan bir sustur. Bu
basarisi, igerisine transforme edilmis olan klonlanmis DNA’y1 istenmeyen bir sekilde
kesen E. coli enzimlerinden (endoniikleazlardan) kismen yoksun olmasindan ve kendi
kromozomal DNA’s1 ile klonlanmig DNA arasinda herhangi bir rekombinasyon yapma
yeteneginin bulunmamasindan kaynaklanmaktadir. Bu ozellikler, genetik haritasinda
sirayla endA — ve recA — olarak gosterilmektedir. Bu ozellikleri sayesinde istenen
rekombinant DNA’nin yiiksek verimde ve kalitede elde edilmesini de saglamaktadir.
Ayn1 zamanda beta-galaktosidaz aktivitesine bagli olan klonlamalarda, kontroliin kolay
olmasini saglayacak mavi-beyaz koloni se¢imine de olanak saglamaktadir. Basit

besiyerlerinde rahatlikla iireyebilmesi de bir diger avantajidir (Molla, 2013).
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1.9. Metallotiyoninler

Metallotiyonin (MT), ilk defa at bobreginde Cd baglayici protein olarak kesfedilmistir,
ancak daha sonra baska birgok organizmada bulundugu rapor edilmistir (Khan vd., 2015).
Sisteince zengin (%20-30), tiyol i¢eren, metal baglayici dzellige sahip diisiik molekiiler
agirlikli (6-7 kDa) proteinlere metallotiyoninler (Mfs) denir ve agir metallerin
detoksifikasyonunda yer almaktadir (Vasak, 2005; Verma ve Kuila, 2019). MT’ler, hem
esansiyel (Zn, Cu, Ni, vb.) hem de toksik (Cd, Hg, Pb, vb.) agir metalleri baglamaktadir.
MT’ler prokaryotlardan omurgalilara kadar ¢ok c¢esitli taksonomik gruplarda
bulunmaktadir (Sauge-Merle vd., 2012). MT’ler; esansiyel metallerin homeostazisini
sagladigi (Bremner, 1987), I-II grup agir metallerin detoksifikasyonunda rol alarak
hiicreleri ve organlart metallerin toksik etkilerine karst korudugu (Vallee, 1995), yiiksek
oranda tiyol icermesi nedeniyle, serbest radikal siipiiriiclisii olarak gorev aldigi
bilinmektedir (Hussain vd., 1996; Sato ve Bremner, 1993). Memeli MT’leri 20’si sistein
kalintis1 olmak tizere toplam 61-68 amino asit uzunlugunda tek zincirli polipeptidlerdir.
Metal kompleksinin 3D yapisi, alfa ve beta olmak tizere iki ayr1 alan1 igermektedir (Sekil
1.5). N-terminalinde asetilmetiyonin ve karboksil terminalinde alanin bulunan iki alan
arasinda dagitilan 7 adet 2 degerlikli metal iyonunu baglayabilmektedir (Sauge-Merle vd.,
2012; Vasak ve Meloni, 2011).

Sekil 1.5. Metallotiyoninin yapis1 (Petrlova ve Mikelova 2006; Rosen vd., 2017)

MT’lere metal bagladiktan sonra polipeptid zincir yapilar1 degismektedir. Canli ve
dokularda MT-metal bilesenleri arasinda farklilik gozlenmektedir. Bu durum, maruz

kalinan metal c¢esidine ve maruziyet yoluna gore degisiklik gostermektedir. MT lerin,
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farkli metallere olan affinitesi, Zn™?<Pb*™<Cd*?<Cu*?<Ag*?=Hg*"?=Bi*® seklinde
siralanabilir (Vasak, 2005).

1.9.1. Metallotiyonin Geninin Izoformlar

Memelilerde dort farkli metallotiyonin izoformu (MT-1 ila MT-4) bulunmaktadir (Adam
vd., 2014). MT izoformlarinin ekspresyonu ve lokalizasyonu, hiicre i¢i diizeyde (sitozol,
mitokondri, ¢ekirdekler, lizozomlar) ve dokularda degiskenlik gostermektedir. MT-1 ve
MT-2 izoformlar1; bobrek, karaciger ve bagirsak dokularinda lokalizedir. Onceden
MT3’iin sadece beyinde sentezlendigi diisiiniilmiistir ancak daha sonra yapilan
calismalarda; tireme dokularinda, dilde, midede, kalpte ve bobrekte de sentezlendigi
tespit edilmistir (Garrett vd., 1999). MT-4, sadece epitel deri hiicrelerinde
sentezlenmektedir (Adam vd., 2014). Boyle proteinlerin gesitli 6karyotik ve prokaryotik
canlilardan izole edilmesi miimkiindiir (Gadd, 1990; Han vd., 1992).

1.9.2. Metallotiyonin 2A (MT2A)

MT2A, 16. kromozomun, 16q13 boélgesinde bulunan, diisitk molekiil agirlhiginda (6042
Da) proteinlerdir. MT2A proteini, 20’si sistein olmak {izere toplam 61 amino asitten
olusmaktadir (Kayaalt, 2007). MT2A’nin kromozom yapist Sekil 1.6’da gosterilmistir
(Kayaalti, 2007).

16. Kromozom
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Sekil 1.6. MT2A’nin 16. kromozom iizerindeki lokalizasyonunun sematik gosterimi

(Kayaalt1, 2007)

Metallotiyonin proteinlerinin 10 fonksiyonel izoformu bulunmaktadir. Farkli metallere
kars1 bu izoformlar arasinda MT2A’nin daha fazla sentezlendigi gorilmiistiir (Liu vd.,
2007; Vasak, 2005). Metaller, MT lerin sisteince zengin oldugu bolgelerine baglanirlar.
MT2A, toplamda 7 adet metal iyonunu (N terminalinde {i¢ adet ve C terminalinde dort
adet) baglayabilmektedir (Kayaalti, 2007).
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1.9.3. Metallotiyonin 3 (MT3)

MT3 biiyiime engelleyici faktor (GIF) olarak da bilinmektedir. 66-68 aminoasit kalintisi
icermektedir ve biri N terminalinde (B-alani) ve digeri C terminalinde (a-alani) olmak
tizere iki metal-tiyolat alan1 bulunmaktadir (Zheng vd., 2004). MT3, Zn, Cu veya Cd gibi
metalleri neredeyse diger metallotiyonin ailesiyle ayni sekilde baglayabilmektedir
(Toriumi vd., 2005). Bir ¢alismada, MT3’iin Cu*?’ye MT-1 ve MT-2"den daha yiiksek
affinite gosterdigi tespit edilmistir (Toriumi vd., 2005). Baska bir ¢alismada, MT-1 ve
MT3’i{in Zn*? ve Cd*?'nin metal baglanma kapasitesi karsilastirilmistir. MT3’iin MT-1 ile
karsilastirildiginda daha yiiksek metal baglama kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir
(Palumaa vd., 2003).

1.9.4. Metallotiyoninler ve Metal Detoksifikasyonu

Bircok mikroorganizma metallere maruz kaldiginda, metal baglayic1 proteinler
sentezlemektedir. Bu sentezin, agir metallerin detoksifikasyon mekanizmasi geregi
yapildig1 saptanmistir. Geleneksel biyosorbentlerle karsilastirildiginda, MT’ler bircok
agir metale kars1 yliksek baglanma affinitesine sahiptir. Yapilan caligmalar metal
derigimlerinin artigina paralel olarak, metal baglayici proteinlerin sentezinin arttigini
gostermektedir (Adam vd., 2014). MT’ler, hiicre icerisinde serbest dolagarak, metalleri
baglar ve hiicreye zarar vermelerini engellemektedir (Dziegiel, 2004). Ayrica MT’ler,
hiicreleri oksidatif hasardan korumaktadir (Aktay ve Soylemezoglu, 2001). MT’lerin
metal detoksifikasyonlari; maruz kalan hiicreye, metalin 6zelligine ve konsantrasyonuna
gore degisiklik gostermektedir. Bir c¢alismada, diisiik konsantrasyonlarda Cd
maruziyetinde bile MT miktarimin arttigi ileri siiriilmistiir. Kisa siireli maruz kalma
durumunda metal detoksifiye edilirken, uzun siireli maruziyetin sonunda ise Cd
baglanmis MT (Cd-MT) formunun karacigerden bdobreklere tasinmasi nedeniyle,
nefrotoksik etki olusturdugu saptanmistir (Sauer vd., 1997). Yapilan ¢alismalarda, MT
izoformlarmin bir metale maruz kalmasi sonucunda hepsinde ayni anda bir artis
goriilmemistir. Bu konuda yapilmis olan ¢aligmalarda, metalleri detoksifiye etmek igin
MT-1 ve MT-2’nin ekspresyonlarinda hemen artis gozlenirken, MT-1A’nin, metaller
ancak hiicreye toksik etki yapmaya basladiklarinda ekspresyonlarini artirdiklari
gbzlenmistir (Boogaard vd., 1991). Ayrica, yapilan bir ¢alismada, insanda MT2A geninin
bazal diizeydeki ekspresyonunun, MT-1 geninden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu

durum MT izoformlarinin farkli miktarlarda sentezlendigini gostermektedir (West vd.,
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1990). Metallotiyoninlerin, Pb’ye maruz kaldiginda ekspresyonlarini artirarak, Pb-MT
kompleksi olusturarak Pb toksisitesini azalttigi yapilan ¢alismalarda gézlemlenmistir.
Hiicre kiiltiirii ile yapilan ¢alismalarda, MT’nin hiicrelerde Pb konsantrasyonu diisiik
oldugunda, kisa siireli maruziyette ve timor olusumu fazla ilerlememis ise metalin toksik
etkilerini azaltmaya ¢alistig1 ifade edilmistir ancak uzun siireli maruziyette ve dliimciil

diizeydeki Pb konsantrasyonlari i¢in bir koruma saglamadigi ileri stirilmiistiir (Park vd.,
2001).

1.9.5. Metallotiyoninlerin Indiiksiyonu

MT ekspresyonu iizerine, en ¢ok metallerin ve glukokortikoidlerin etkileri arastirilmistir.
MT izoformlarinin ekspresyonlarinin hepsini metallerin indiikledigi tespit edilmistir.
Ancak, glukokortikoidlerin sadece MT2A ve MT-1E genlerinin ekspresyonunu
indiikledigi rapor edilmistir (Kayaalti, 2007). Yapilmis olan ¢alismalar sonucunda MT
sentezini artiran bir¢ok etmen oldugu belirlenmistir. Bu etmenler asagida siralanmigtir

(Aktay ve Soylemezoglu, 2001).

. Metaller (Zn*?, Cu*?, Cd*?, Hg*? vb.),
. UV Radyasyon,

. Kimyasal maddeler (Parakuai, CCla3),

. Alkilleyici maddeler,

. Kanser tedavisinde kullanilan ilaglar (doksorubisin, cisplatin, bleomisin),
. Inflamasyon,

. Sitokinler (interleukin-1, interleukin-6, TNF-a:tiimor nekroz faktor),

. Glukokortikoidler (deksametazon),

. Katekolaminler (epinefrin, norepinefrin),

. Forbol Esterleri,

. Adenozin,

. Bakteriyel Enfeksiyonlar,
. Fiziksel ve Kimyasal stresler (sicak, soguk, ekzersiz),

. Polipeptid Hormonlar (Anjiolensin-I1, Glukagon).

Bazi bakteriler agir metallerin homestazinda etkili olan bakteriyel MT’leri icermektedir.
E. coli dahil olmak tizere birgok gram negatif bakteride Cd, Zn ve Co’ya kars1 direng

saglayan en iyi karakterize edilmis metal akis sistemlerinden biri Czc dir. Metallere karsi
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MT sentezleyen bazi bakteriler sunlardir: Synechococcus PCC 7942 (SmtA), Anabaena
PCC7120 (SmtA), Oscillatoriabrevis (BmtA), P. aeruginosa (BmtA) ve Pseudomonas
putida (BmtA) (Turner vd., 1996).

1.10.Adsorpsiyon izotermleri

Adsorpsiyon; herhangi bir kati, sivi veya gaz tiirliniin, bir malzemenin yiizeyinde
kiitlesine gore daha yiiksek konsantrasyonda bulunmasina denir. Adsorban, yiizeyinde
adsorpsiyonun gergeklestigi maddedir. Adsorban yiizeyinde, adsorbe edilen madde ise
adsorbat olarak adlandirilir (Pengfei, 2016). Adsorpsiyon prosesinde, sulu fazda ¢6ziinen
metal iyonlarmin konsantrasyonu ile biyosorbana baglanan metal iyonlarinin
konsantrasyonu arasinda bir denge kurulur. izoterm, adsorbat ile adsorban arasindaki
etkilesimi karakterize etmek i¢in kullanilir. Boylece, adsorpsiyon ortamindaki adsorbat
konsantrasyonu ile her iki faz dengedeyken kat1 fazda adsorbe edilen adsorbat arasindaki
iliskiyi agiklar (Oztiirk vd., 2011). Adsorpsiyon izotermi, sabit sicaklikta adsorpsiyon
islemi bir denge durumuna ulastiginda adsorpsiyon molekiillerinin siv1 faz ile kati faz
arasinda nasil dagildigini gosterir (Ertugay ve Malkog, 2014). Adsorpsiyon, bir kati
yiizeyinde kirleticilerin tutulmasi iken biyosorpsiyon ise biyolojik bir madde yiizeyine
kirleticilerin baglanmasidir. Kirleticiler adsorbana aktif ve pasif olmak tizere iki farkl
sekilde tutulmaktadir. Aktif tutulmada, Kirleticilerin hiicre i¢inde biriktirilmesi
gerceklesirken, pasif tutulmada ise kirleticilerin biyosorbent yiizeyinde bulunan aktif
bolgelere baglanir (Vergili, 2006; Hatay, 2006). Adsorpsiyonun bir aritma yontemi olarak
kullanilabilirliginin belirlenmesinde adsorpsiyon izotermleri dnemli rol oynamaktadir.
Metallerin  biyosorbentlere baglanmasi, adsorpsiyon izotermlerine uymaktadir.
Izotermlerden en yaygin olarak kullanilan Langmuir ve Freundlich izotermleridir (Kilig,

2004). Alt basliklarda bu izotermler hakkinda detayl1 bilgi verilmistir.

1.10.1.Langmuir izotermi

Langmuir izoterminde yiizeyde adsorplanan molekiiller tek tabaka halinde adsorplanir.
Adsorpsiyon, adsorbatin baslangigtaki konsantrasyonuna ile dogru orantili olarak
artmaktadir. Langmuir izoterminin dayandigi varsayimlar, adsorbat yiizeyinin her
tarafinda adsorpsiyon enerjisinin ayni oldugu, yer yer yiizeyde bosluklar oldugu, yiizeyde

tutunan molekiiller arasinda etkilesme olmadig1 ve desorpsiyon hizi adsorbat yiizeyine
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baglanan madde konsantrasyonu bagli olarak degismesidir (Sencan, 2006). Langmuir

izotermi asagidaki denklem ile ifade edilmektedir.

Ce/Ge= (/KL gm) + (Ce/dm) 1)

ge= Denge aninda adsorplanan madde miktari (mg/g adsorban),

gm = Adsorbentin maksimum adsorplama kapasitesi (mg/g),

KL = Langmuir adsorpsiyon sabiti,

Ce: Denge durumunda adsorplanmadan kalan madde konsantrasyonunu (mg/L).

Bu esitlige gore Ce degerlerine karsilik Ce/ge grafigi cizilerek dogrunun egiminden gm,
kayma degerinden ise K. sabiti hesaplanabilir (Maleki vd., 2015). Ayrica uygun alanin
ve adsorbanin gozenekliligi, Kp sabiti ile iligkilendirilebilir, bu da daha yiiksek
adsorpsiyon kapasitesinin genis yiizey alanina ve gdzenek hacmine bagli oldugu anlamina
gelir (Al-Ghouti ve Daana, 2020). Heterojen sistemlerde ise langmuir izoterminin
dengeye ulastigini tespit etmek i¢in RL degerinin hesaplanmasi gereklidir. Genellikle
ayrisma faktorii veya denge parametresi olarak adlandirilan boyutsuz bir katsay1 olan Ry,

Langmuir sabitine dayali olarak tiiretilebilir ve asagidaki denklem ile belirlenebilir.
RL=1/1+K.Co 2

Kv: Langmuir sabiti (L/mg)

Co: Baslangigtaki madde konsantrasyonu (mg/L)

Ri degeri, adsorpsiyonun uygun olup olmadiginin belirlenmesini saglar. Eger R >1 ise
uygun olmayan, R =1 ise lineer, 0O<R_<1 arasinda ise uygun, R =0 ise tersinmez anlamina
gelir (Al-Ghouti ve Daana, 2020).
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1.10.2. Freundlich izotermi

Freundlich adsorpsiyon izoterm modeli, tersinir ve ideal olmayan adsorpsiyon siirecini
tanimlar. Freundlich modelinde, Langmuir izoterminden farkli olarak tek tabaka olusumu
ile sinirli olmayip, ¢ok tabakali adsorpsiyon uygulanmasi miimkiindiir. Bu izoterm
modelinde, adsorpsiyon 1s1s1 ve afinitelerinin heterojen yiizey tizerinde diizgiin bir sekilde
dagilmasina gerek yoktur. Freundlich izoterm modeli, aktif bolgelerin ve aktif bolgelerin
enerjilerinin listel dagiliminin yani sira yiizeyin heterojenligini tanimlar. Genel olarak,
ideal adsorpsiyon gosteren sistemler Langmuir modeline uyan sistemlerdir. Adsorbanin
yiizeyinin homojen olmamasi ve adsorplanmis molekiiller arasinda meydana gelen
etkilesimler sonucu Langmuir denkleminden sapmalar olur. ideal olmayan sistemler,
Freundlich izotermi gibi baz1 ampirik izotermlere uyabilirler (Al-Ghouti ve Daana, 2020).

Asagida Freundlich izoterminin tanimlandigi denklem verilmistir.
log ge=log Kr + 1/n log Ce (3)

ge: Denge aninda adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g)

Kr: Adsorpsiyon kapasitesini veren bir sabit.

n: Adsorpsiyon yogunlugunu veren bir sabit.

Ce: Denge durumunda ¢ozeltide kalan madde miktar1 (mg/L)

Cizilen izoterm grafigi yardimiyla, Kr ve n sabitleri hesaplanabilmektedir. Kr degeri
dogrunun ekseni kesme noktasi, n ise egimidir, 1 <n <10 ise etkili bir adsorpsiyon oldugu

anlamina gelir (Aytan, 2010).

1.11. Adsorpsiyon Kinetigi

Adsorpsiyon kinetiginde, adsorbatin derisiminin zamana gére nasil degistigi bulunur.

Boylece etkin adsorbat-adsorbanin temas siiresi tespit edilir (Savci, 2010).
Adsorpsiyon prosesi 4 temel basamakta gergeklesmektedir:

1.  Gaz ya da sivi fazda bulunan adsorbat (kirletici), adsorbani (biyosorbent) kapsayan

bir film tabakas1 sinirina dogru difiize olur (bulk solution transport). Bu basamak,



37

adsorpsiyon diizeneginde belirli bir hareketlilik (karistirma) oldugu i¢in gogunlukla

ihmal edilir.

2.  Film tabakasma gelen adsorbat buradaki durgun kisimdan gecerek adsorbanin

gozeneklerine dogru ilerler (film kiitle transferi/sinir tabaka difiizyonu).

3. Sonra adsorbanin gbézenek bosluklarinda hareket ederek adsorbsiyonun meydana

gelecegi ylizeye dogru ilerler (parcacik ici difiizyon).

4.  En son olarak, adsorbatin adsorbanin gézenek yiizeyine tutunmasi meydana gelir

(sorpsiyon).

Ik ve son basamak genelikle ihmal edilebilir. Hiz sinirlayici basamaklar 2. ve 3.

basamaklardir (Savci, 2010).

Birinci derece Lagergren esitligi:

IN(ge — qt) = Inge — kat (4)

Yalanci ikinci dereceden kinetik esitligi:

t/qt = (1/k2.0%q)+ (1/0eq)t

ki: Lagergren adsorpsiyon hiz sabiti (dakika™)

kz: Yalanci ikinci dereceden adsorpsiyon hiz sabiti (g/mg.dakika)

ge: Denge aninda adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g)

Jeq: Hesaplanan, adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g)

gt: Herhangi bir t zamandaki adsorbe edilen madde miktar1 (mg/g)’dir.

Birinci derece Lagergren kinetigi igin In(ge-qt)’ye karsilik t grafigi, yalanci ikinci
dereceden kinetik i¢in ise t/qt degerlerine karsilik t grafigi ¢izilerek ki, ko ve ge degerleri
hesaplanabilir (Savci, 2010).
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1.12. Adsorpsiyon Termodinamigi

Termodinamik parametreler, adsorpsiyon prosesinin kendiliginden veya disardan enerji
alarak gergeklesme durumunun tespit edilmesini saglar. Termodinamiksel yonden
adorpsiyon prosesinin incelenmesi, bu prosesin uygulanabilirligini belirlemek agisindan
oldukc¢a 6nemlidir. Gibbs serbest enerjisi (AG), Entalpi degisimi (AH) ve entropi degisimi
(AS) degerleri asagidaki formiiller kullanilarak hesaplanir.

AH=AG+TAS ()

Burada,

AG: Gibbs serbest enerjisi (kJ/mol)

AH: Entalpi degisimi (kJ/mol)

AS: Entropi degisimi (kJ/molK)

T: Mutlak sicaklik (Kelvin)

Ayrica Gibss serbest enerjisi asagidaki formiil kullanilarak hesaplanabilir.
AG=-RT*InKc (6)

Burada;

R: Gaz sabiti (8,314 J/molK)

T: Sicaklik (Kelvin)

Kc: Dagilma Katsayisidir.

Kc= Ca/Ce (7)

Ca: Adsorban tarafindan tutulan madde konsantrasyonu (mg/L)

Ce: Artim sonrasinda ¢ozeltide kalan madde konsantrasyonu (mg/L)
Entropi (AS) ve entalpi (AH) hesabinda kullanilan formiil

InKc=(AS/R) — (AH/RT) ©)
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AS ve AH ise 1/T’ye karst InKc grafigi ¢izilerek egimden AH ve kesim noktas1 kayma
degerinden AS degerleri hesaplanabilir (Nollet vd., 2003).

1.13. Literatiir Arastirmasi

1.13.1.Sulardan Krom ve Kursun Giderimine Yonelik Calismalar

Cr ve Pb biyoremediasyonunda yabanil bakteri tiirleri kullanilarak yapilmis olan

calismalar agagida verilmistir.

Guo ve ark (2010) tarafindan Cd hiperakiimiilatorii Solanum nigrum L. (Kopek {iziimii)
bitkisinden ¢oklu metal direngli bir endofitik bakteri Bacillus sp. L14 (EB L14) izole
edilmistir. Calismada susun, Cd(II), Pb(Il), Cu(Ill) ve Cr(VI) agir metal iyonlarinin
sentetik ¢ozeltilerinin biyoremediasyonu arastirilmistir. LB ortaminda susun MIK
degerlerini; Cu(ll) 10 mM; Cd(ll) 2 mM; Cr(VI) 12 mM; Pb(ll) 4 mM; Zn(1l1) 5 mM
olarak belirlenmistir. EB L14 susuna, bu metaller 10 mg/L konsantrasyonunda ayr1 ayri
(24 saat boyunca) uygulandiktan sonra, susun metal iyonlarini alma kapasitelerini; Cd(I1)
% 75,8; Pb(11) % 80,5; Cu(ll) % 21,3 olarak tespit edilmistir. Ancak neredeyse hi¢ Cr
alim goézlemlenmemistir. Hiicre alt1 fraksiyonlama calismalarinda, hiicreler tarafindan
alinan Cd(II) ve Pb(II)’nin sirasiyla % 80,8’i ve % 76,5’i membran fraksiyonunda
bulunurken, sitoplazmik fraksiyonda ise Cd(II) ve Pb(Il) varlig1 sirasiyla %5,5 ve %7,4
olarak bulunmustur. Hiicre duvarinda ise toplam alimin sirastyla %13,7 ve %16,1 oldugu

bildirilmistir.

Naik ve ark (2012) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, Mandovi Halicinden
(Hindistan) izole edilen Pseudomonas aeruginosa WI-1 susunun SDS Page analizi
sounucunda Pb’ye direncinin metallotiyonin bmtA (11 kDa) geninin varligindan
kaynaklandig tespit edilmistir. Susun Pb, Cd ve Hg i¢in MiK degerleri sirasiyla 0,8 mM,
0,5 mM ve 0,03 mM olarak bulunmustur. Atomik absorpsiyon analizi (AAS) sonucunda,
bakteri hiicresinin 26,5 mg Pb/g kuru agirliginin hiicre i¢i biyoakiimiilasyonu oldugu
saptanmigtir. Yeni kesfedilen bu susun gelecekte Pb ile kirlenmis ortamlarin

temizlenmesi i¢in 6nemli model bir mikroorganizma olabilecegi ileri siiriilmistiir.

Dadrasnia ve ark (2015), Bacillus salmalaya 139SI (B. salmalaya) izole ettikleri susun
sulu ¢ozeltilerden Cr(VI) biyosorpsiyon potansiyelini arastirmislardir. Calismada, yiizey

sorpsiyonunun artan metal konsantrasyonu ile birlikte arttigini belirtmislerdir. Bu
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durumun nedeni olarak, hiicre yilizey modifikasyonu ve koruma stratejisi olabilecegini
ifade etmislerdir. Bununla birlikte, Cr birikiminin B. Salmalaya 139SI izolatinin
detoksifikasyon mekanizmasinin hiicre i¢i birikimden ziyade, hiicre duvarinda meydana

geldigini rapor etmislerdir.

Kumari ve ark (2016), tabakhane atiksulari ile kontamine olmus topraktan izole ettikleri
Bacillus cereus Crl susunun serbest ve immobilize (hareketsizlestirilmis) hiicrelerini
kullanarak tabakhane g¢ikis suyundan Cr(VI)’'nin aritimi (indirgenmesi) tzerindeki
etkinligini arastirmiglardir. Cr(VI) rediiksiyonunun nerede oldugunu bulmak i¢in kiiltiir
stipernataninda, hiicre duvar1 ve hiicresiz fraksiyonlar olmak iizere ii¢ fraksiyonun
hepsinde toplam Cr ve Cr(VI) miktarlarin1 belirlemislerdir. Susa, 80 mg/L Cr(VI)
uyguladiktan sonra kiiltiir siipernataninda 4 mg/L Cr(VI) ve 75,8 + 0,2 mg/L toplam Cr
bulmuslardir. Ancak, hiicre duvarinda Cr(VI) ve toplam Cr tespit edilemez iken, hiicresiz
fraksiyonda ise Cr(VI) bulunmazken, toplam Cr’u 0,2 £0,1 mg/L olarak belirlemislerdir.
Calismada, 48 saat sonunda serbest ve hareketsizlestirilmis hiicreler tarafindan tabakhane
atiksuyundan Cr gideriminin verimlerinin sirasiyla %73 ve %92 oldugu tespit edilmistir.
Sonug olarak, Cr igeren atiksuyun aritiminda hareketsizlestirilmis hiicrelerin daha etkili

oldugu saptanmistir.

Sathishkumar ve arkadaslart (2017), Pseudomonas stutzeri L1 ve Acinetobacter
baumannii L2 bakterileri ile Cr(VI)’nin daha az toksik Cr(IIl)’e indirgenmesindeKi
etkinliklerini arastirmiglardir. Cr(VI)’nin indirgenmesi tizerine pH (5-6-7-8-9-10),
sicaklik (27, 37 ve 60 °C) ve Cr konsantrasyonu (100-200-300-400-500-1000 mg/L)
parametrelerinin etkisinin arastirildig1 ¢alismada, her bir parametre ig¢in 24 saat inkiibe
edilmistir. Calismada L1 ve L2 suslarinin varliginda, Cr(VI)’nin biyolojik indirgeme
oraninin sirastyla % 40-97 ve % 84-99 arasinda oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, L2
susunun Cr(VI)’nin 1000 mg/L konsantrasyonuna maruz kalsa bile hayatta kalabildigini
ve Cr(VI)’nin bu toleransinin ¢odziiniir enzim fraksiyonlariin aktivitesi ile baglantili

oldugunu rapor etmislerdir.

Karthik ve ark (2017) tarafindan, tabakhane atiksuyu ile kontamine olan toprak
orneginden izole edilen yeni bir haloalkalifilik Cr(VI) toleransli Cellulosimicrobium
funkei ARS8 susunun Kkesikli deneylerde, farkli pH (5-9), sicaklik (25-45°C), NaCl (% 0-
3) ve Cr(VI) konsantrasyonlari (100-250 pg/mL) gibi parametrik kosullarin Cr(VI)
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indirgemesi  lizerine etkisini  aragtirmigladir.  Susun 1100 ug/mL  Cr(VI)
konsantrasyonunun oldugu ortamda biiyliyebildigini belirtmislerdir. Calismada, susun
250 pg/ml Cr(VI) 120 saatin sonunda % 78,2 oraninda indirgeyebildigi gézlemlenmistir.
Cr(VI)’nin tam olarak (%100) indirgenmesi, 100, 150 ve 200 upg/mL Cr(VI)
konsantrasyonlar1 i¢in sirasiyla 40, 80 ve 120 saatte gerceklesmistir. Sonuglar, Cr(VI)
indirgenmesi i¢in gereken siirenin, artan Cr(VI) konsantrasyonlar ile giderek arttigini
gostermektedir. Bunun nedeni olarak yiiksek Cr(VI) konsantrasyonunun, sus tizerinde
toksik bask1 olusturmasi ve biiylime fazini uzatarak ve tam indirgeme siiresinin de 6nemli

Olciide uzamasina yol agmis olabilecegini bildirmislerdir.

Pugazhendhi ve ark (2018), Ralstonia solanacearum KTSMBNL 13 susunu agir metalle
kirlenmis elektrokaplama sanayi topragindan izole etmislerdir. Pb konsantrasyonu, pH,
sicaklik ve temas siiresi gibi Pb giderimini etkileyen faktorlerin etkisini aragtirmiglardir.
Sonug olarak, 100 mg/L Pb baslangi¢c metal konsantrasyonu ile pH 6, 35 °C sicaklikta ve

26 saatlik temas siiresinde maksimum Pb giderimine (%90) ulasildigini belirtmiglerdir.

Wu ve ark (2019) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada, Cr(VI) direngli bakteriler
Chengdu’da (Cin) bulunan tabakhane atik bertaraf sahasindan toplanan Cr(VI) kontamine
topraktan izole edilmistir. Bacillus sp. CRB-7 susunun Cr(VI) MIK degeri 450 mg/L
olarak belirlenmistir. Kiiltiir optimizasyon deneyleri sonunda, 120 mg/L Cr(V1), pH 7 ve

37 °C sicaklikta 48 saat sonunda tamamen indirgedigi gozlemlenmistir.

Zeng ve arkadaglar1 (2019) tarafindan, Oceanobacillus oncorhynchi bakterisi Cr ile
kirlenmis topraktan izole edilmistir. 72 saatlik inkiibasyonun sonunda baslangi¢c 200

mg/L’lik Cr(VI) konsantrasyonunun % 74,2’sinin giderildigi tespit edilmistir.

Gogenoglu Sarikaya (2019), P. ostreatus (mantar) biyokiitlesini kullanilarak sulu
¢ozeltilerden Cr(VI)’nin biyosorpsiyonunda biyosorbent olarak kullanim potansiyelini
aragtirmistir. Biyosorpsiyon prosesinin, Freundlich izotermine uydugunu ve AG
degerinin negatif olmas1 nedeniyle biyosorpsiyonun kendiliginden gerceklestigini ileri

strmiistiir.

Su ve ark (2020) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, Hg, Pb ve Cd stresi altinda
Rhodobacter sphaeroides SCO1 susunun metalleri giderme yetenegini tahmin etmek igin

oksidatif hasar ve antioksidan savunma sistemi ile birlestirilerek metal iyonlarini1 giderme
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mekanizmalari incelenmistir. Calismada, en yiiksek oranda (%98) Pb’nin giderildigini ve
Pb’nin SCO1’in hiicre yilizeyindeki hidroksil, amino ve fosfat gruplarina baglanabildigini
ileri siirmiislerdir. Bu sonuglara dayanarak, SCO1’in muhtemelen stresli kosullar altinda
antioksidan sistemi diizenleyerek ve Pb fosfat hidroksit ¢okeltilerinin olusumuyla Pb’ye
kars1 yiiksek dirence ve yiikksek Pb giderme verimliligine sahip oldugunu rapor

etmislerdir.

Tan ve ark (2020), atiksu aritma tesisi gamurundan yiiksek Cr(VT) toleransina sahip olan
Bacillus sp. susunu izole etmislerdir. Susun farkli konsantrasyonlardaki Cr(VI) giderim
oranlar1 sirasiyla; 150 mg/L’yi %89, 200 mg/L’yi %85 ve 300 mg/L’yi %43 oraninda
giderdigini tespit etmislerdir. Susun 300 mg/L tizerindeki Cr konsantrasyonlarinda metal

gideriminin azaldig1 belirtilmistir.

1.13.2.Rekombinant Bakteriler ile Metallerin Giderimine Yonelik Calismalar

Literatiirde rekombinant bakteriler ile yapilmis olan ¢esitli  biyogiderim
(biyoremediasyon ve biyosorpsiyon) ¢alismalart mevcuttur. Bu ¢calismalar ile ilgili detayli

bilgi asagida verilmistir.

Chen ve Wilson (1997), E. coli Jm109 susuna Hg tasiyici sistem ve MT genini es zamanl
olarak eksprese etmislerdir. Sonug olarak rekombinant susunun, kontrol susuna gore Hg*?

biriktirme kapasitesinin dort kat daha fazla oldugu tespit edilmistir.

Valls ve ark (2000) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, agir metal toleransli Ralstonia
eutropha susuna fare metallotiyonini eksprese edilmistir. Cd*? ile kirlenmis topragin
Ralstonia ile asilanmasinin, agir metalin tiitiin bitkilerinin biiylimesi tizerindeki toksik

etkilerini 6nemli 6l¢iide azalttig1 gosterilmistir.

Mauro ve Pazirandeh (2000) tarafindan E. coli susuna Neurospora crassa (kirmizi ekmek
mantar1) MT (Mttl) proteini 1’den 12’ye kadar tekrarli olarak eksprese edilerek E.
coli’nin Cd’yi baglama kapasitesinin arttirilmasi: amaglanmistir. Tekrarli olarak eksprese
edilen MT genleri arasinda tek bir metal baglama alanina sahip hiicreye kiyasla 9 mer
ifade eden hiicrenin 6,5 kat daha fazla Cd’yi baglarken, gen igermeyen kontrol E. coli

susuna gore Cd baglama kapasitesinin 65 kat arttig1 belirlenmistir.
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Deng ve Wilson (2001) tarafindan yapilan ¢alismada, es zamanli olarak Hg tasima sistemi
(MerP-MerT) ve GST ile fiizyonlanmis bezelye metallotiyonini (GST-MT) eksprese eden
genetik olarak tasarlanmis bir E. coli, farkli metal iyonlarini igeren gergek elektrolit
atiksuyundan Hg*? giderimi i¢in kullanilmistir. Rekombinant hiicrelerin atiksudaki
Hg’nin %99’undan fazlasin1 giderdigi tespit edilmis ve biriken Hg miktarinin 26,8 mg/g
hiicre kuru agirligi iken diger metal iyonlarmm (Na*, Mg*?, Ca*2, K*) hicbirinin sudan
uzaklastirilmadigr tespit edilmistir. Bu sonuglar, rekombinant E. coli’nin Hg i¢in yiiksek

bir afiniteye ve spesifik olarak giderme 6zelligine sahip oldugunu gostermistir.

Zhao ve ark (2005), Hg tasima proteini (merT-merP) ve metallotiyonin ekspresyonu ile
rekombinant E. coli Jm109 susunun Hg metal iyonunu biyoakiimiilasyon kapasitesini
artirmistir. Kontrol susuna kiyasla LB ortaminda, Hg*? konsantrasyonu 7,4 mg/L’ye

kadar olan yliksek konsantrasyonda rekombinant susun bliylidiigii goriilmiistiir.

Kim ve ark (2005), sulu ¢6zeltiden Cd’yi gidermek i¢in bir manganez tasima geni (mntA)
(pZH3-5) ve GST ile fizyonlanmis maya MT (pMT) genlerini E. coli Jm109 susuna
klonlamiglardir. Ayrica membran biyoreaktérde biyoakiimiilasyon c¢alismalarini
yapmuslardir. Optimum sartlar altinda (pH: 7, 37 °C ve OD 600: 0.5, 1,5 mM IPTG
indiiksiyonu), Cd birikimini 21,5 mol Cd/g kuru hiicre olarak tespit etmislerdir. Cd, ii¢
farkli metalin (Cu*?, Zn*? ve Pb*?) esit konsantrasyonunu ihtiva eden bir ¢dzelti icinde
se¢ici olarak biriktirilmistir, bu da toplam biriken metallerin %90’indan fazlasinin Cd
oldugu anlamina gelmektedir. Membran reaktér deneyinde ise, giris ¢ozeltisindeki 1
mg/L Cd’nin, ¢ikista 0,2 mg/L’ye diiserek Cd’nin %80’inin siirekli olarak giderildigini

tespit etmislerdir.

Deng ve ark (2007) tarafindan, Cd tasima sistemi ve GST ile fiizyonlanmis bezelye
metallotiyonini (MT) E. coli Jm109 susuna ayr1 ayr1 eksprese edilmistir. Calismada sulu
¢ozeltiden spesifik olarak Cd*? biriktirebilen suslarin elde edilmesi amaglanmistir. MT
geni igeren E. coli susunun (M4) Cd toksisitesine direng gosterdigi ve kontrol susuna gore
Cd*2aliminin bir kattan daha fazla oldugu tespit edilmistir. Cu*?, Pb*2 ve Zn*2 varlig1, M4
tarafindan Cd*? alimimni 6nemli derecede inhibe ettigi, Ni*2 ve Mn*? metallerinin ise Cd*?
biyoakiimiilasyonunu yavasca azalttig1 bulunmustur. Ayrica ¢alismada, EDTA’nin, Cd*?

baglamasini olumsuz yonde etkiledigi ileri siirtilmiistir.
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Raghu ve ark (2008) calismalarinda, Rhodopseudomonas palustris CGAO009 (RP) ve
Novosphingobium aromaticivorans F-199 (NA) 21 suslarina ait NiCoT genlerini E. coli
susuna klonlayarak Ni ve Co metallerinin giderilmesini amaglamiglardir. Calismada, %85

oraninda Co gidermislerdir.

Singh ve ark (2008) tarafindan, Fucus Vesiculosus (kahverengi deniz yosunu)’dan As
baglayan metallotiyonin (fMT) geni E. coli susuna eksprese edilmistir. Geni tasiyan
rekombinant E. coli susunun kontrol susuna gore, As(IIl) ve As(V)’1 sirasiyla 30 ve 26

kat daha yiiksek oranda bagladigi tespit edilmistir.

Su ve ark (2009), insan hepatik MT (hMT_IA) genini E. coli’ye eksprese ederek
rekombinant susun As(I1l) biyoakiimiilasyon kapasitesi arastirilmiglardir. Calismada,
As(111) giderimine Hg, Cd ve Zn metal iyonlarmnin etkisi de arastirilmigtir. Bu metal
iyonlarinin, As(III) metal iyonlarinin biyoakiimiilasyonunu inhibe ettigi sonucuna
vartlmistir. Rekombinant E. coli’nin (pGHM) biyoakiimiilasyon kapasitesinin (319,6
pg/g kuru hiicre), kontrol susundan (76,3 pg/g kuru hiicreden) 4 kat daha fazla oldugunu

tespit etmislerdir.

Patel ve ark (2010) tarafindan yapilan caligmada, Caulobacter crescentus susuna
hekzahistidin (6his) peptidi hiicre yilizeyine eksprese edilerek sulu ¢ozeltilerden Cd
biyoremediasyonu arastirilmistir. Calismada 15 mg/L Cd’nin rekombinant susta 16 mg/g
kuru hiicre iken kontrol susunda 11,6 mg/g kuru hiicre oldugu bulunmustur. Sonug olarak,
Cd’nin remediasyonunda etkili oldugu ve Pb, Cu, Ni gibi iki degerlikli metal

iyonlarininda gideriminde bir ajan olarak kullanilabilecegi ifade edilmistir.

Deng ve Jia (2011), atiksudan Hg*™?’nin biyoakiimiilasyonunda fotosentetik bir bakteri
olan Rhodopseudomonas palustris susunun potansiyelini belirlemeyi amaglamistir. Es
zamanli olarak Hg tagima sistemini (MerP- MerT) ve atiksudan Hg giderimi i¢in GST ile
flizyonlanmis bezelye metallotiyonini (GST-MT) susa eksprese etmislerdir. Sonug
olarak; rekombinant R. Palustris susunun yabanil sustan ii¢ kattan (22 mg/g kuru
hiicreden 75 mg/g kuru hiicreye ¢ikardigl) daha fazla Hg*™ biriktirebildigi tespit

+25

edilmistir. Ayrica, Hg*? yiiklii hiicrelere EDTA muamelesi ile hiicre yiizeyinde Hg**’yi
absorbe eden yabanil tip R. Palustris’ten farkli olarak, rekombinant R. palustris

+2>5

tarafindan baglanan Hg™“’nin %80’den fazlasinin hiicrelere tasindigi kanitlanmstir.

Hiicre duvarlarinda en ¢cok Hg*?’yi biriktiren yabanil tip R. Palustris’ten farkli olarak,
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rekombinant R. palustris/pSUTP + pGPMT, hiicre zar1 yakininda Hg tasima sistemini
ifade ettikten sonra, %87 oraninda Hg*?’yi hiicrelere basariyla tasiyabildigi sonucuna

varilabilecegi ifade edilmistir.

Ruiz ve ark (2011) tarafindan yapilan ¢alismada, E. coli Jm109 susuna fare mtl geni ve
polifosfat kinaz (ppk) geni ayr1 ayr1 eksprese edilmistir. Mtl geni igeren rekombinant
bakteriye 120 uM Hg uygulandiktan sonra %83,3 oranda (100 uM Hg) Hg’yi biriktirdigi

rapor edilmistir.

Ma ve ark (2011) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, E. coli BL21 (DE3) susunun
As(IIT) ve Cd(Il) biyoakiimiilasyon kapasitesini arttirmak i¢cin GST ile flizyonlanmis
insana ait MT (hMT-1A) geni st iiste eksprese edilmistir. Biyoakiimiilasyon
deneylerinde, E. coli (pGEX-MT), E. coli (pGEX-2MT), E. coli (pGEX-3MT), E. coli
(pGEX-4MT) ve E. coli (pGEX-4T-1 kontrol) suslari kullanilmistir. En yiiksek
biyoakiimiilasyon kapasitesinin E. coli (pGEX-3MT) susunda oldugunu ve E. coli
(PGEX-MT) susundan As(IIl) i¢in 1,4 ve Cd i¢in 1,8 kat daha fazla biyoakiimiilasyon
kapasitesi oldugu tespit edilmistir. Ayrica, MT igerigi arttikca metal baglama
kapasitesinin artmadig1 ve MT geninin belli bir limit degerden sonra metalleri daha fazla

baglayamadigi sonucuna varilmistir.

Sauge-Merle ve ark (2012) tarafindan yapilan ¢aligmada, E. coli’nin metal baglama
kapasitesini artirmak i¢in koyun MTII geni maltoz baglayici protein (MBP) ile E. coli’nin
sitoplazmasina ve periplazmasina fiizyonlanmistir. Sitoplazmada MBP-MT agir1 eksprese
edilen susta 6nemli miktarda Cd, As, Hg ve Zn biyoakiimiilasyonu go6zlenirken, MBP-
MT periplazmada asir1 eksprese edildiginde sadece Cu’nun daha yiiksek seviyelere
toplandig1 goriilmiistiir. Sitoplazmada biriken Zn(II), Cd(II) ve As(l1l) seviyeleri, kontrol
susundan sirasiyla 5,5; 8,4 ve 55 kat daha yiiksek iken, periplazmada bu seviyeler kontrol
susunun seviyelerinden sirasiyla 1; 3,1 ve 7,5 kat daha yiiksek bulunmustur. Sonug olarak,

sitoplazmada yapilan giderimin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Biondo ve ark (2012) tarafindan yapilan calismada, Cupriavidus metallidurans
bakterisinin Pb*2, Zn*2, Cu*?, Cd*?, Mn*2 ve Ni*? metal iyonlarina kars1 olan direncini
arttirmak ve biyoremediasyon kapasitesini gelistirmek i¢in susa sentetik EC20 ((Glu-
Cys)20Gly) fitoselatin  geni klonlanmustir. Calismada, yabanil tip hiicrelerin

adsorpsiyonunun 110,8 nmol Cd**/mg hiicre kuru agirhig oldugu bulunmustur.
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Rekombinant susun Zn*2, Pb*?, Cu*2, Cd*?, Ni*? ve Mn*2 metal iyonlarmin adsorpsiyon
kapasitesi kontrol susuna gore sirasiyla yaklasik olarak %219, %210, % 6, %59, %45 ve
% 31 fazla oldugu tespit edilmistir. C. metallidurans (EC20) rekombinant bakterisinin
metal birikimindeki en yiiksek artis Pb icin 547,5 nmol Pb*?/mg kuru hiicre ve Zn igin
510,7 + 15,3 nmol Zn*?/mg kuru hiicre oldugu, metal iyonlarinin her ikisinin de yabanil

tip susa gore 3 kat daha fazla biriktigi belirlenmistir.

Nguyen ve ark (2013) tarafindan yapilan calismada, yiiksek Pb baglama kapasitesine
sahip olan ThrAsnThrLeuSerAsnAsn (TNTLSNN) peptidi E. coli susuna transforme
edilmistir. Calismada, rekombinant susun Pb, Co, Ni ve Cu metalleri arasindan segici
olarak Pb adsorbsiyonu arastirilmistir. Rekombinant hiicrenin, Pb ve Cu’yi hiicre
yiizeyinde baglama kapasitesinin, yabanil E. coli hiicresine (kontrol grubu) gore 4,5 kat
daha fazla oldugunu ve 0,2 mM Pb’nin %80’den fazlasin1 30 dakikada bagladig1 rapor
edilmistir. Rekombinant hiicrenin Pb adsorpsiyonunun, Langmuir izoterm modeline
uygun oldugunu ve maksimum Pb adsorpsiyon kapasitesinin (qmax) 526 pmol/g kuru

hiicre oldugu belirtilmistir.

He ve ark (2014), S. henanense tatli su yengecinin MT genini SUMO flizyon proteini ile
stabil hale getirmislerdir. Calismada mutant suslarin Zn, Cu ve Cd’ye olan toleranslarini
ve birikim kapasitelerini arttirmak i¢in SUMO-MT’den, SUMO-MTt1 ve SUMO-MTt2
olmak tizere iki mutant suslar1 olusturulmustur. Calismada, bu metallere olan tolerans ve
biyoakiimiilasyon kapasiteleri sirastyla, SUMO-MTt1>SUMO-MTt2>SUMO-MT olarak

belirlenmistir.

Adam ve ark (2014) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, E. coli’ye insan MT3 genini
klonlandiktan sonra kontrol susu ile Cd ve Pb direng kapasitesine olan etkisi
aragtirtlmistir. Calismada, Cd igin kontrol ve MT3 geni klonlanmig E. coli suslarinin
LC50 degerleri sirasiyla; 39,2 uM ve 95,5 uM iken Pb i¢in sirasiyla; 352,5 uM ve 207
uM olarak bulunmustur. Sonug olarak, artan Cd konsantrasyonlarinin rekombinant E. coli
susunun toleransint artirirken, artan Pb konsantrasyonlarinin rekombinant susun
tolerasinin azaldig: ileri stiriilmistiir. Bu durum, Cd ve Pb’nin MT3 geni ile etkilesim

mekanizmalarinin farkli olmasina baglanmustir.

Chaturvedi ve Archana (2014) tarafindan yapilan bir c¢alismada, Deinococcus

radiodurans R1’in metal toleransini gelistirmek i¢in bir fitogelatin analogu (EC20) ve
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siyanobakteriyel Synechococcus metallotiyonin (MT) geni (smtA kodlayan sentetik bir
gen) olmak tizere iki metal baglayici peptidin ekspresyonu yapilmistir. Calismada 2,5 uM
Cd uygulandiginda, EC20 igeren rekombinant susun, kontrol susundan yaklasik olarak
1,5 kat daha fazla, 5 pM Cd uygulandiginda ise, SMtA iceren rekombinant sugun 2,5 Kat
fazla Cd biriktirdigi tespit edilmistir. Ayrica, SmtA rekombinantinin, EC20

rekombinantina gore Cd’ye karsi 2,5 kat daha fazla direngli oldugu ileri siiriilmiistiir.

Liang ve ark (2015) tarafindan yapilan ¢alismada, atiksuda Hg’yi gidermek igin E. coli
BL21 susuna P16S-g10-merT-merP-merB1l-merB2-ppk-rpsT  sentetik  operonu

transforme edilmesi ile atiksudaki Hg’nin %43,7 oraninda giderildigi gézlemlenmistir.

Gogada ve ark (2015) tarafindan Co’nun radyoaktif sulardan giderimi igin
Rhodopseudomonas palustris CGA009 (RP) ve Novosphingobium aromaticivorans F-
199 (NA)’un bakteriyel Ni/Co tasiyici1 (NiCoT) genleri Deinococcus radiodurans susuna

eksprese edilmistir. Bu rekombinant susun %60 oraninda giderim yaptigi rapor edilmistir.

Drewniak ve ark (2015), bakteri tiirlerinin arseniti (As(l11)) oksitleyebilme ve direng
kapasitesini arttirmak i¢in iki rekombinant plazmiti (pAIO1 ve pARS1) genetik olarak
tasarlamiglardir. Sinorhizobium sp. M14, E. coli Topl0, Agrobacterium tumefaciens
LBA288, Pseudomonas sp. OS20R, Brevundimonas sp. GZS11R ve Stenotrophomonas
sp. LM24 suslarina rekombinant plazmitler transfome edilmistir. Calismada, pAIO1
plazmidini barindiran tiim suslarin As(IIT) oksitleyebildigi ve As(IlII)’t As(V)’e tam
oksidasyonunun 60-120 saatlik kiiltivasyondan sonra sabit bilyiime fazinda oldugu tespit
edilmistir. Sonug olarak, rekombinant suslarin plazmit pARS1 varliginda As(III)’e kars1
(20 mM’a kadar) direngli oldugu ileri siiriilmiistiir.

Maruthamuthu ve ark (2015) ¢alismalarinda, ZraS/ZraR iki bilesenli hiicre dis1 Pb ve Zn
algilama ve giderim sistemini E. coli hiicresine transforme etmislerdir. 1 mM Pb
rekombinant bakteriye uygulandiginda, hiicre yiizeyinde 487 pumol Pb/g kuru hiicre
adsorbe edildigini ve ortamdaki Pb’nin %48,6 oraninda giderildigini tespit etmislerdir.
Ayrica rekombinant bakteriye Cu, Zn, Co ve Ni dahil olmak iizere ¢esitli metalleri iceren
yapay atiksuyu uygulamislardir. Sonug olarak, atiksuda en yiiksek oranda adsorbe edilen
metalin %8&5,3’liik oranla Pb oldugunu ve 1 gr kuru hiicre basina 427 pmol Pb’yi
bagladigini belirtmislerdir.
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He ve ark (2018) tarafindan yapilan ¢alismada, Serratia sp. S2 susundaki ChrA, ChrB ve
ChrAB olmak tizere ti¢ farkli Cr(VI) direng geni, E.coli BL21susuna transforme edilerek
Cr(VI) absorpsiyonu ve Cr(VI) alim mekanizmalar1 arastirilmistir. Suslara uygulanan 25-
50-75-100 mg/L Cr(VI) konsantrasyonlarina en direngli sus Serratia sp. S2 olarak
bulunmustur. Rekombinant tiirler arasinda ise en etkili ChrAB, ikinci sirada ChrA ve son
sirada ChrB oldugu rapor edilmistir. Toplam Cr’nin hiicre i¢i giderimi i¢in elde edilen
veriler ¢ok diisiik bulunmustur. Cr giderim kapasiteleri sirasiyla; Serratia sp. S2 >
ChrAB~ ChrA > ChrB > kontrol seklinde tespit edilmistir. Sonug olarak, E. coli BL21’e
gore ChrA ve ChrAB genleri klonlanan bakterilerin, Cr(VI)’ya kars1 yiiksek direng
gosterdigi ancak ChrB proteininin boyle bir kapasiteye sahip olmadig: tespit edilmistir.

Shehata ve Yamazaki (2018) ¢alismalarinda Cupriavidus metallidurans CH34 susundan
Pb baglayan PbrR genini ve Synechoccocus susundan SmtB MT genini, E. coli’ye ekprese
etmislerdir. Is1 uygulayarak inaktif hale getirdikleri rekombinant E. coli (PbrR/SmtB-AT)
biyosorbentini, 100 mg/L Pb iceren ¢ozeltiye uygulandiktan 12 saat sonra %77 oraninda
Pb giderimi oldugunu ve 1 gr kuru hiicre basina 31,8 mg Pb’nin giderildigini tespit
etmislerdir. Istya maruz birakilan ve kontrol biyosorbentlerinin Pb biyosorpsiyon oranlari

arasinda onemli bir fark olmadigini belirtmislerdir.

Shahpiri ve Mohammadzadeh (2018), dort farkli piring MT (OsMT) izoformunu GST ile
fiizyonlayarak, As(III) biriktirme kapasiteleri lizerindeki etkisini arastirmiglardir. Sonug
olarak, GST-OsMT1 (6 sistein), GST-OsMT2 (8 sistein), GST-OsMT3 (4 sistein) ve
GST-OsMT4 (3 sistein) rekombinant suslarinin, As(II1) biriktirme kapasiteleri kontrol
susuna gore sirastyla; 8; 5,6; 3 ve 1,1 kat daha fazla oldugu belirtmislerdir.

Ma ve ark (2019) tarafindan Sinopotamon henanense tatli su yengecine ait olan MT geni
E. coli bakterisine eksprese edilmistir. Bu MT geni SUMO (diger proteinleri
degistirebilen ve boylece stabilitelerini arttirabilen ubikuitin benzeri bir protein) fiizyon
proteini ile stabil hale getirilmis ve MT geni birkag kez st iiste (SUMO-MT, SUMO-
2MT, SUMO-3MT) eksprese edilmistir. Rekombinant E. coli susunun Cu, Cd ve Zn
metallerinin  biyoakiimiilasyonu arastirilmistir. Rekombinant E. coli suslariin
biyoakiimiilasyon kapasiteleri sirasiyla; SUMO-3MT > SUMO-2MT > SUMO-MT >
kontrol seklinde bulunmustur. Ust iiste iic kez MT geni fiizyonlanmis susun diger suslara

gore daha etkili oldugu sonucuna varilmistir.
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Keshav ve ark (2019), Cupriavidus metallidurans CH34 susunun pbrD genini E. coli
BL21 (DE3) bakterisine cksprese etmislerdir. Gen eksprese edilmis E. coli’nin
Pb(NO3)2’yi % 99,7 oraninda giderdigini saptamislardir.

Yang ve ark (2019) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada, S. henanense’nin (tatli su
yengeci) MT geni E. coli susuna eksprese edilmistir ve Zn, Cd, Cu ve Pb metallerine kars1
direnci arastirilmistir. Cd-MT izoformunun monovalent metal iyonlarina karsi daha
yiiksek affiniteye sahip oldugu tespit edilmistir. Sonug olarak, Sinopotamon henanense
yengecinin - MT geninin Cd’nin detoksifikasyonunda ve Zn homeostazinin

diizenlenmesinde 6nemli fizyolojik 6zelliklere sahip oldugu saptanmuistir.

Shahpiri ve Rahimi (2019) yapmis olduklari ¢alismada, dort farkli piring MT (OsMT)
izoformunu heterolog olarak eksprese eden E. coli hiicreleri ile Cr(IIl) ve Cr(VI)’nin
biyoakiimiilasyonunu arastirmiglardir. Rekombinant OsMT1, OsMT2, OsMT3 ve
OsMT4 hiicrelerinin kontrol susundan sirasiyla 6,5; 2,7; 5,5; ve 2,1 kat daha fazla
Cr(III)’1 biriktirebildigini saptamiglardir. Ayrica, Cr(VI) nin biyobirikiminin ise kontrol
susuna kiyasla bu dort farkli piring MT (OsMT) izoformunun sirasiyla 9, 3, 5 ve 3 kat
daha fazla oldugunu belirlemislerdir. Sonug olarak, diger rekombinant tiirlere kiyasla
OsMT1 susunun daha etkili oldugunu ve bu geni i¢eren rekombinant bakterinin Cr(I11)i

kuru hiicre bagina 34 mg ve Cr(VI)’y1 21,4 mg biriktirdigini bildirmislerdir.

Li ve ark (2021) yaptiklari ¢aligmada, S. henanense tatli su yengecinin MT genini
eksprese eden E. coli hiicresi elde etmislerdir. SUMO-ShMTS3 eksprese eden E. coli’nin
maksimum Cd, Cu ve Zn biyobirikim sergiledigini ve ortalama seviyeleri 2,05 +0,12,
1,81+0,15 veya 1,44+0,11 pumol/g kuru hiicre olarak bulmuslardir. SUMO-ShMT3
eksprese eden E. coli hiicresinin, SUMO-ShMT eksprese eden E. coli'ye gore Cd, Cu ve
Zn biyobirikiminde 1,86+0.02; 1,71+0.03 ve 2,13+0.02 kat artis oldugunu rapor

etmislerdir.



2. BOLUM
YONTEM VE MATERYAL

2. Materyal
2.1.1. Cahismada Kullanilan Bakteriler

Tez galismasinda, yabanil E. coli Jm109 susu (kontrol) ve E. coli Jm109 susuna insan
MT2A ve MT3 genlerinin klonlanmasi ile elde edilen rekombinant suglar Cr ve Pb
metallerinin biyolojik aritiminda kullanilmistir. Alt basliklarda deneylerde kullanilan

kimyasallar ve cihazlar hakkinda detayli bilgiye yer verilmistir.

Sekil 2.1. E. coli JIm109 ve rekombinantlari

2.1.2. Calismada Kullamlan Besiyerleri

Deneysel galismalarda, kat1 besiyeri olarak Luira bertani (LB) agar ve sivi besiyeri olarak
LB broth kullanilmistir. Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de besiyeri bilesimleri ve oranlari
verilmistir. Gerekli tartimlar yapildiktan sonra besiyeri igerikleri saf suda ¢oziilmiistiir ve

otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra kullanilmistir.
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Tablo 2.1. Calismada kullanilan LB agar besiyeri bilesimi

LB Broth icerik g/L Kimyasal Marka
Beef ekstrakt 10 LabM
Pepton ekstrakt 10 Lab M
NacCl 3 Sigma
Agar 15 Sigma

Tablo 2.2. Calismada kullanilan LB siv1 besiyeri bilesimi

LB Agar Icerik g/L Kimyasal Marka
Beef ekstrakt 10 Lab M
Pepton ekstrakt 10 Lab M
NaCl 3 Sigma

Rekombinat suslar icin yabanil sustan farkli olarak, kullanilan LB kati ve sivi

besiyerlerine amfisilin antibiyotigi (100 pg/mL) ilave edilmistir.

2.1.3. Cahismada Kullanilan Metaller

Calismada, Kursun nitrat (PbNOz3)2 ve Potasyum dikromat (K2Cr207) agir metal tuzlari
kullanilmigtir. Kullanilan metal iyonlarinin tuz formlart ve molekiil agirliklar1 Tablo

2.3’te gosterilmistir.

Tablo 2.3. Metal tuzlarinin kimyasal formiilii ve molekiil agirliklar

Metal isimleri Metal molekiiler Tuz formunun Tuz formunun Marka

agirh@ (g/mol) kimyasal formiili molekiiler agirhg:

(g/mol)
Kursun nitrat ~ 207,2 Pb(NO3)2 331,2 Merc
Potasyum 51,9 K2Cr,07 294,2 Isolab

dikromat

2.1.4. Kullanilan Cihazlar ve Kimyasallar
Laboratuvar ¢alismalarinda kullanilan cihazlarin ve kimyasallarin listesi Tablo 2. 4 ve

Tablo 2.5’te verilmistir.
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Cihaz Marka/Model
Cok amagli mikroplaka okuyucu THERMO, VARIO SKAN FLASH
Hassas terazi (0,0001 G) RADWAG

Inkiibator JSR/JSGI 150T
Orbital ¢alkalayici Major Science
Otoklav ALP-CLG-40M
Sogutmali Santrifiij cihazi Hermle- Z326K
Otomatik Pipetler BRAND

(50-200-1000-5000 pL)

Saf ve ultra saf su cihazi

SMP Minipure SUR M-UP-1013996

Isitmali manyetik karistirict

WiseStir MSH-20A

Vorteks BENCMARK BV1005
Steril diiz tabanli mikroplaklar TPP 92096
0,45 pum c¢apl fitre Isolab

0,22 pm g¢apli steril filtre Isolab

15 mL steril falkon tiipler Isolab

50 mL non-steril falkon tiipler Isolab
Kapakli cam erlenler (50 mL) Isolab

Tek kullanimlik petri Isolab
Steril siringa (5-10 ml)

Parafilm [solab

Bek alevi

Yuvarlak uglu metal 6ze
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Tablo 2.5. Deneylerde kullanilan kimyasallar

Kimyasal isimleri Kimyasal formiilii Marka

Nitrik asit HNO3 Merck

Siilfirik asit H2SO4 Merck

Aseton CsHsO Merck

1,5 Difenil karbazit CeHsNHNHCONHNHCgHs Acros

Hidrojen peroksit H202 Merck

Etilen diamin tetra asetik asit CioH16N20s Sigma

(EDTA)

Kalsiyum Kloriir CaCl; Merck

Amfisilin antibiyotigi C16H18N3NaO4S Sigma Aldrich

Glutaraldehit CsHgO2 Alfa Aesar

Osmium tetraoksit soliisyon 0sO4 Roth

EcoRl Restriksiiyon endoniikleaz Thermo Scientific
enzimi

Notl Restriksiiyon endoniikleaz Thermo Scientific
enzimi

T4 DNA ligaz1

Qiagen QlAprep Spin Miniprep Qiagen

kiti

2,35 Trifeniltetrazoryum Sigma

kloriir (TTC)

Gliserol Merck

2.1.5. Cahismada Kullamlan Cozeltiler

Krom stok ¢ozeltisi: 5000 mg/L’lik Cr stok ¢ozeltisi hazirlamak igin 1,414 gr K2Cr.0O7
tartilip, 100 mL saf suda ¢oziilmiistiir.

Kursun stok ¢ozeltisi: 5000 mg/L’lik Pb stok ¢6zeltisi hazirlamak i¢in 0,8 gr Pb(NO3):2
tartilip 100 mL saf suda ¢oziilmiistiir.
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Hazirlanan Cr ve Pb metal ¢ozeltileri otoklavda steril edildikten sonra kullanilmaistir.
Metal c¢ozeltileri her deney Oncesinde taze olarak hazirlanmistir ve +4 °C’de 1 hafta

boyunca muhafaza edilmistir.

Amfisilin antibiyotik ¢ozeltisi: 15 mL steril falkon tiipiine, amfisilinden 1 gr tartilip 10
mL steril saf suda ¢oziilerek steril ortamda hazirlanmistir. Antibiyotik stok ¢ozeltisinden
LB agar ve LB broth besiyerleri otoklavda steril edikten ve yaklasik olarak 50 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra steril kosullarda besiyerinde 100 pg/mL amfisilin olacak sekilde

hazirlanmustir.

1,5 Difenilkarbazit ¢ozeltisi: 0,25 gr difenilkarbazit, 100 mL asetonda ¢oziilerek
hazirlanmistir. Cozelti 151k gecirmez, amber sisede saklanmustir. Cozelti kisa siirede

bozuldugu i¢in her kullanimdan 6nce taze hazirlanarak +4 °C’de muhafaza edilmistir.

0,2 N (0,1 M) Siilfiirik asit (H2SO4) ¢ozeltisi: Balon jojeye ilk olarak bir miktar saf su
eklenmistir. %95°lik H2SO4’ten 0,283 mL alinarak son hacim saf su ile 50 mL’ye

tamamlanmistir.

50 mM Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) cozeltisi: 9,306 gram EDTA, 500 mL

balon jojede ¢oziilerek son hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanmustir.
HNO3/H202 (viv %50 HNOs3- w/v %30 H20>) asit ¢ozeltisi:

%50 HNOs: Iginde bir miktar saf su igeren balon jojeye 192,3 mL %65’lik HNOs’ten

eklenmis ve son hacim 250 mL’ye saf su ile tamamlanmustir.

%30 H20.: Iginde bir miktar saf su iceren balon jojeye %35’lik H.O2’ten 214,3 mL

eklenmis ve saf su ile son hacim 250 mL’ye tamamlanmistir.

Son olarak bu iki asit ¢ozeltisi 500 mL erlende karigtirilarak hiicre i¢inde biriken metal
miktarin1 belirlemek i¢in yaptigimiz kalinti analizinin iclincii ekstraksiyonunda

kullanilmistir. Cozelti 151k gecirmez, amber sisede saklanmistir.

2,3,5 Trifeniltetrazolyum Kloriir ¢ozeltisi: %0,1 2,3,5 Trifeniltetrazolyum kloriir (TTC)
saf suda ciiziildiikten sonra steril milipore siringa (0,2 pum) filtreden siiziildiikten sonra
amber sisede karanlikta ve + 4 °C’de muhafa edilmistir. Bu ¢ozelti her kullanimdan 6nce

taze olarak hazirlanmistir.
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2.2. Metot

2.2.1. Gen Klonlama ve Bakteri Transformasyonu

MT2A (Gen bankas1 veri tabani: NM_005953.5) ve MT3 (Gen bankasi veri tabani:
NM_005954.4) CDS gen fragmanlar ticari olarak Twist Bioscience sirketinden temin
edilmistir. DNA fragmanlari ve pET21 plazmidi, EcoRI ve Notl restriksiyon enzimleri ile
iki kez kesilmis ve ligaz enzimi ile birbirine baglanmistir. Transformasyondan dnce, E.
coli Jm109 bakteri hiicreleri CaCl, yontemi kullanilarak komponent (kompetan) hiicre
elde edilmistir. Yani bakteri geni almaya hazir (gegirgen) hale getirilmistir. Rekombinant
pET21 plazmidi E. coli Jm109 hiicrelerine transforme edilmistir. Daha sonra genleri
hiicre icine alan rekombinant hiicreleri se¢gmek igin amfisilin, X-gal ve biiylimeyi
destekleyici IPTG iceren LB agara yayma ekim yapilmis ve 37 °C’de yaklagik olarak 18
saat boyunca inkiibe edilmistir. Agara ilave edilen X-gal sayesinde, mavi/beyaz renk
koloni olusumuna gore geni tasiyan plazmidlerin se¢ilimi saglanmistir. Beyaz koloniler
geni tasiyan plazmidleri igeren bakteriler olarak belirlenmistir. Daha sonra plazmidler, kit
protokolii Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kiti (Kat no: 27104) kullanilarak beyaz ve
biiyiik kolonilerden izole edilmistir. Genleri dogrulamak i¢in, izole edilmis plazmidlerin
sekanslama kiitiiphaneleri hazirlanmigs ve Miseq platformu tarafindan sekanslanmustir.
Sekil 2.2°de transformasyon isleminde kullanilan enzimler ve insan MT2A ve MT3
genleri gosterilmistir. Sekil 2.3°te ise, pET-21 plazmidinin fiziki haritas1 gosterilmistir
(Addgene, 2022).

Sekil 2.2. Klonlamada kullanilan enzim ve genler: Restriksiiyon endoniikleaz enzimleri

(@), Ligaz enzimi (b), MT2A ve MT3 insan genleri (c)
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5443 bp

Sekil 2.3. pET-21 plazmidinin fiziki haritas1
2.2.1.1. Genlerin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi ve Ligasyon

pET21 plazmidlerine sentetik gen fragmanlarini klonlamak i¢in, ilk olarak EcoRI ve Notl
restriksiyon enzimleri ile plazmid iki yerinden kesilmistir. EcoRI ve Notl (NEB)
restriksiyon enzimleri (10 U), 1X NEB2 tamponu ve saflastirilmig pET21 plazmid
(Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) tiriinii 3 pug ve 3 pg eksize edilmis) bilesenleri kesim
icin ependorf tiiplerine alinmistir. Karigim 37 °C’de 2 saat inkiibe edilmistir. pET21
plazmidine istenilen genlerin ligasyonu ile geni iceren plazmid elde edilmistir. Ligasyon
iriinii, devam eden prosediire gore komponent E. coli Jm109 susuna transforme

edilmistir. Rekombinant koloniler secilmis ve geni i¢eren plazmidler izole edilmistir.
2.2.1.2. Transformasyon

Geni tastyan plazmid, E. coli Jm109 susuna transforme edilmeden 6nce E. coli Jm109
hiicreleri komponent hale getirilmistir. E. coli Jm109 susundan tek koloni alinarak
antibiyotik icermeyen 2 mL LB besiyerine asilanmistir. Hiicreler bir gece 37 °C’de (200-
250 rpm) ¢alkalamali olarak biiyiitiilmiistiir. Gece kiiltiiriinden 1 mL hiicre alinarak steril

100 mL LB igeren erlene inokiile edilmis ve 37 °C’de, ¢alkalamali olarak (250 rpm),
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A590 nm 0,375e ulagana kadar biiyiitiilmiistiir. Kiiltiir, iki adet 50 mL’lik erlene alinmis
ve 10 dakika boyunca buz iizerinde bekletilmistir. Daha sonra, hiicreler 10 dakika siireyle
4000 rpm’de santrifiij edilmistir. Slipernatant atilmis ve her pelet, buz iizerinde 5 mL
sterilize edilmis CaCl, (4mM) ¢ozeltisi igerisinde yeniden siispanse edilmistir. Hiicreler,
5 dakika boyunca 2500 rpm’de santrifiijlenmis ve siipernatant atilmigtir. Her pelet tekrar
2 mL buz izerinde CaCl, (4mM) c¢ozeltisi iginde yeniden siispanse edilmistir.
Santrifiijleme bir kez daha tekrarlanmistir. Her pelet, 2 mL buz iizerinde, CaCl> (4mM)
cozeltisi ile yeniden siispanse edilmistir. Etkili bir transformasyon saglamak i¢in hiicreler
iki hafta boyunca +4 °C’de bekletilmistir. Komponent E. coli Jm109 hiicresine, gen
tasiyan plazmid (ligasyon reaksiyon irtinleri) transforme edilmistir. Steril 2 mL tiipe; 5
pL geni tagtyan plazmid ve 50 uL komponent E. coli JIm109 hiicresi pipetlenmis ve 30
dakika buz tizerinde bekletilmistir. Daha sonra hiicreler, 42 °C’de 45 saniye soklanmugtir.
200 pL LB sivi besiyerine bu karsim alinmistir. Hiicreler 37 °C’de 45 dakika inkiibe
edildikten sonra hiicreler, hizli bir sekilde buz iceren erlene alinmis ve tiiplere, ampisilin
(50 pg/mL), X-gal (mavi/beyaz koloni olusumu igin) (80 pg/mL) ve IPTG (hiicre
biiytimesi i¢in 100 pg/mL) igeren LB s1v1 besiyerinden eklenmistir. Plakalar bir gece 37
°C’de inkiibe edilmistir. inkiibasyondan sonra, beyaz ve biiyiik koloniler (gen tasiyan
rekombinant hiicreler) secilmis ve 200 ul LB igeren steril tiiplere alinmistir. Bu kiiltiir,
%50 gliserol igeren steril tiiplere alimmistir. Bu hiicreler gliserol stok ve plazmid
izolasyonu yapmak igin kullanilmistir. Segilen koloniler, klonlamanin dogrulanmasi igin
spesifik primerler kullanilarak PCR ile ¢ogaltilmistir. Sekil 2.4’te 1s1 soku metodu ile E.

coli Jml109’a yapilan gen transformasyonuna ait gorseller  verilmistir.

Sekil 2.4. Rekombinant plazmid (a), Is1 soku ile gen aktarimi igin sicakligin 42 °C’ye

ayarlanmasi (b-C)
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2.2.1.3. Secilen Kolonilerden Plazmid izolasyonu

Plazmidler, Qiagen QlAprep Spin Miniprep Kiti (Kat no: 27104) protokoliine gore izole
edilmistir. Asagida plazmid DNA izolasyonunda kullanilan protokole yer verilmistir
(Ozsait Selguk, 2010).

1. 2 mL’lik bakteri kiiltiirti, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

2. Siipernatant atildi. Tiip ters ¢evrildi ve fazla ortami uzaklagtirmak igin bir kagit havlu

ile kurutulmustur.

3. Toplanan pellete, kit igeriginde bulunan 250 uL. Tampon Pl (RNAz eklendi) eklenmis

ve goriiniir hiicre kiimeleri kaybolana kadar vortekslenmistir.

4. Tipe, 250 uL Tampon P2 eklenmistir. Daha sonra tiip igerigi yavascga dort kez ters-diiz
edilerek karistirilmis, oda sicakliginda yaklasik 5 dakika inkiibe edilmistir.

5. 350 uLL N3 tamponu ilave edilmis ve tiip 4 kez ters gevrilerek karistirilmistir.
6. Numune tiipleri, 10 dakika boyunca 14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.
7. Temizlenen lizat dikkatlice spin kolonlara yiiklenmistir.

8. Kolon, kullanimdan dnce alkol eklenen PE tamponu (750 pL) ile yikanmis ve 1 dakika
14.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

9. Alta siiziilen sivi bolim atilmig ve 1 dakika 14.000 rpm’de ek bir santrifiij ile

uzaklastirilmustir.

10. Kolon yeni bir 1,5 mL’lik steril tiipe alinmistir. Kolona baglanan DNA’y1 elde etmek

amaci ile eliisyon tamponu (50uL) membranin tam ortasina gelecek sekilde yiiklenmistir.

11. Yikama tamponunu tamamen uzaklastirmak icin 1 dakika 14.000 rpm’de santrifiij

edilmistir.

12. Kolon diizenegi ¢ikarilmis ve plazmid DNA, -20 °C’de saklanmistir. Tiim santrifiijler

oda sicakliginda uygulanmistir.
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13. Eklenen genleri dogrulamak igin, izole edilmis plazmidler igin sekanslama
kiitiiphaneleri hazirlanmis ve 2x150 PE okumalar1 olarak Illumina Miseq platformu

kullanilarak sekanslanmistir. Sekil 2.5°te rekombinant hiicrelerin kati besiyerinde kiiltiire

edildikten sonraki goriintiileri verilmistir.

Sekil 2.5. MT2A ve MT3 genleri klonlanan hiicrelerin petrideki koloni goriiniimii

2.3. Gece Kiiltiirlerinin (Overnight) Hazirlanmasi

+4 °C’de muhafaza edilen yabanil E. coli Jm109 susu steril sartlar altinda 6ze ile alinarak
Bolim 2.1.2°de anlatildigi gibi hazirlanan LB broth (30 mL/100mL) iceren erlenlere
inokiile edilmistir. Rekombinant suslar (MT2A ve MT3), yabanil sustan farkli olarak
amfisilin antibiyotigi (100 pg/mL) ilave edilmis LB broth (30 mL/100mL) igeren
erlenlere inokiile edilmistir. Yabanil ve rekombinant suslar 37 °C’de ve 120 rpm’de
calkalamali olarak bir gece inkiibe edilmistir. inkiibasyonun sonunda bakterilerin
yogunlugu OD:0,5’e ayarlanmigtir. MIK deneylerinde ve kalinti analizlerinde bu
kiiltiirler kullanilmistir. Sekil 2.6’da overnight kiiltiir ve gliserol stoklarin hazirlanmasi

ile ilgili goriintiiler gosterilmistir.
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Sekil 2.6. Overnight kiiltiirlerin (a) ve gliserol stoklarin (b) hazirlanmasi

2.3.1. Bakteri Stoklarimin Hazirlanmasi

Bu ¢alismada kullanilan bakterilerin uzun siireli stoklar1 steril %50 gliserol (v/v) (500
uL) igeren eppendorf tiiplerine, B6lim 2.3.1°’de anlatildigi gibi hazirlanan overnight
yabanil ve rekombinant kiiltiirlerden 500 pL alinarak tiipe transfer edilmesi ile
hazirlanmistir ve -80 °C’de muhafaza edilmistir. Gliserol stoklar alt1 ayda bir
yenilenmistir. Ancak ¢alismalarimizda kullanilan E. coli Jm109 ve rekombinant MT2A
ve MT3 bakterileri, Boliim 2.1.2° de anlatildig1 gibi hazirlanan LB agar iceren petrilerde
taze olarak tiretilmistir ve +4 °C’de muhafaza edilmistir. Kiiltiirleri korumak amaciyla 20
giinde bir pasajlamalar1 yapilarak kiiltiirlerin taze kalmasi saglanmaistir. Deneyler boyunca

taze stok kiltiirler kullanilmastir.

2. 4. Metal Giderim Tayini

2. 4. 1. Metallerin Sulu Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Cr ve Pb metallerinin 5000 mg/L derisimlerinde ana stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Bu
cozeltiler, agir metal bilesiklerinin tuz formlarinin kimyasal formiilleri dikkate alinarak
hesaplamalar yapilmig, Bolim 2.1.5°te anlatildigi sekilde hazirlanmistir. Deneyde
kullanilan ara metal konsantrasyonlari, bu ana stok ¢o6zeltilerinin seyreltilerek

kullanilmastir.

2.4.2. Minimum Inhibisyon Konsantrasyonu (MiK)

MIK; bir mikroorganizmanin iiremesini durduran, en az diizeyde engelleyen metal

konsantrasyonu olarak tanimlanmaktadir. Mikroorganizmalarin %90’1n1 inhibe eden
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konsantrasyon da denir (Schwarz vd., 2010). Bolim 2.3.1 bashiginda anlatildigi gibi

overnight kiiltiirler her ii¢ bakteri tiirii icin hazirlanmistir.

Yapilan 6n denemeler sonucunda, Cr metal iyonu i¢in belirlenen konsantrasyon araligi,
22,5-34-51-76-114-125-138-152-167-183-202 mg/L iken, Pb metal iyonu i¢gin belirlenen
konsantrasyon araligi; 50-100-200-400-600-800-1000-1250-1500-1750-2000 mg/L’dir.

Yabanil E. coli Jn109 ve rekombinant (MT2A ve MT3) suslarinin MK lerini belirlemek
icin, belirlenen konsantrasyonlara gore hazirlanan metal ¢ozeltileri, steril 15 mL’lik
falkonlarda steril sartlarda hazirlanmistir. Sekil 2.7°de ana stok metal ¢ozeltilerinden ara

stoklarin hazirlanig1 gosterilmistir.

Sekil 2.7. Agir metal konsantrasyonlarimin hazirlanmasi: Stok ¢ozeltilerinden seyreltme

yapilmasi (), Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan metal ara stoklari (b)

MIK tayininde, ii¢ farkl1 kontrol grubu kullanilmistir. Bunlar;

e Blank ¢ozeltisi: LB (sadece besiyeri igeren)
e Negatif kontrol: LB+metal ¢6zelisi olarak hazirlanmistir.

e Hiicre kontrol: LB+ OD: 0,5’e ulasmig bakteri hiicresidir.

Mikroplaka okuyucu ile MIK tayininde, farkli konsantrasyonlardaki Cr ve Pb
¢ozeltilerinden, mikro pipetle 250 uL gekilerek 96 kuyucuklu mikroplaka (steril kapakli
flat-bottom 96 well plate) kuyucuklarina pipetlenmistir. Daha sonra Cr ve Pb igeren
kuyucuklara, 20 puLL ODeoo: 0,5’¢ ulasmis bakteri hiicreleri pipetlenmistir. Daha sonra
plakalar, 37 °C’de 120 rpm’de 24 saatlik inkiibasyona birakilmistir (Sekil 2.8 (a)).

Inkiibasyondan sonra, orneklerin biyokiitle yogunluklari 600 nm’de mikroplaka
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okuyucuda (Thermo Scientific Varioskan Flash (Sekil 2.8 (b)) olgiilmiistiir (Adam vd.,
2014).
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Sekil 2.8. MIK tayini: Calkalamal inkiibatér (a), Mikroplaka okuyucu (b)

Metale maruz birakilan hiicrelerin biyokiitle yogunluklar1 o6l¢ciildiikten hemen sonra,
filtreyle steril edilmis %0,1’lik canlilik indikatorii olan steril TTC mikroplaka
kuyucuklarma 20’er pL eklenmistir ve 24 saat 120 rpm’de 37 °C’de inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyonun sonunda mikrobiyal aktivite sonucu olusan trifenil formazan
kuyucuklara kirmizi renk verdiginden, rengin olmadig: en diisiik konsantrasyon MIK
olarak kaydedilmistir (Ersoy Omeroglu, 2011). Deneyler, ii¢ tekrarli olarak yapilmistir.

MIK degerinin belirlenmesi i¢in uygulanan islem adimlar1 asagida verilmistir.

a8 Y

250 uL LB+Metal Cozeltisi+20 uL OD:0,5’e
ulagmis bakteri hiicresi

A4

37 °C’de 120 rpm’de 24 saatlik inkiibasyon

20 uL steril TTC’nin kuyucuklara pipetlenmesi

I \

37 °C’de 120 rpm’de 24 saatlik inkiibasyon

ve renk degisiminin degerlendirilmesi
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Sekil 2. 9°da 96 kuyucuklu mikroplaka dizayni1 gosterilmistir. Plakada, A satir1t A2-Al12
aras1 Cr ve Pb i¢in kontrol grubudur. Bu kuyucuklarda sadece LB+ metal (Cr/Pb) ¢6zeltisi
bulunmaktadir. Her bir konsantrasyon igin, tigerli tekrarli olacak sekilde kuyucuklara

pipetleme yapilmistir.

1 2 3 | 4 5 6 | 7 8 9 | 10 11 12

Al:LE A2-Al2 arasindaki kuyucuklarda Cr(VI)'In besiyeriveri kontrol, kiigik
konsantrasyondan biiyiik konsantrasyona dogru birer knyucuk

cl OO0 OO0

Metal kontrol

20mgL Cr 140 mg/L Cr

5000 | 000 e
30 mg/T Cr 150 mg/L. Cr

] 000 | 000 T
50 mg/L Cr 160 mg/L. Cr

7000 | 000 T
T5mgL Cr 180 mg/L Cr

5T 000|000 Vel Eoio
100 mg/L Cr 200 mg/L Cr

. O Metal k 1
120 mg/L. Cr LB+Hiicre kontrol ontro LB+Hiicre kontrol

Sekil 2.9. Cr MIK degerinin saptanmast igin kullanilan mikroplaka kuyucuk dizayni

1 2 3 | 4 5 6 | 78 9 | 10 11 12
A
Al:LE A2-Al12 arasindaki kuyucoklarda Pb iceren besiyeriveri kontrol, diisiik
konsantrasvondan yiksek konsantrasyvona degru birer kunyucuk
000 [ 000 Nl Kol
50 mg/L Pb 1000 mg/L. Pb
000 | 000 N o
100 mg/T Pb 1250 mg/L Pb
COO | OO0 Nl o
200 mg/L. Pb 1500 mg/L. Pb
000 | 000 Nl o
400 mg/L Pb 1750 mg/L Pb
000 | 000 Nl o
600 mg/L Pb 2000 mg/L Pb
800 mgT Pb LB+Hiicre kontrol Metal kontrol LB+Hiicre kontrol

Sekil 2.10. Pb MIK degerinin saptanmast i¢in kullanilan mikroplaka kuyucuk dizayni
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2.5. Biyobirikim Deneyleri

Literatiir arastirmalar1 sonucunda elde edilen bilgiler, SKKY’de belirtilen endistrilerin
Cr ve Pb desarj limit degerleri ve bakterilerin Cr ve Pb icin belirlenen MIK degerleri
dikkate alinarak biyogiderim deneylerinde uygulanacak metal konsantrasyonlari tespit
edilmistir. Bakterilere biyogiderim deneylerinde uygulanan Cr konsantrsayonlari; 0,05-
0,1-0,3-0,5-10-25-50 mg/L iken, Pb konsantrasyonlari, 0,01-0,5-1-5-50-100 mg/L’dir.
Kalint1 analizinde yabanil E. coli JIm109, MT2A ve MT3 gece kiiltiirleri Boliim 2.2.1°de
anlatildig: sekilde hazirlandi. Overnight kiiltiirler, ODgoo: 0,5 yogunluga geldikten sonra,
50 mL LB siv1 besiyeri igeren 100 mL’lik erlenlere 170’er uL kiiltiirler agilanmigtir. Daha
sonra her bir erlenin Cr konsantrasyonlar1 0,05-0,1-0,3-0,5-10-25-50 mg/L olacak sekilde
hazirlanmistir. Pb konsantrasyonlar1 ise 0,01-0,5-1-5-50-100 mg/L olarak ayarlanmistir.
Erlenler, 37 °C’de 150 rpm calkalanarak 24 saat boyunca inkiibe edilmistir. Bakterilerin
Cr ve Pb alma kapasitelerini belirlemek i¢in 24 saatlik inkiibasyondan sonra erlenlerden
ornek alinarak ICP-MS cihazinda Olgiilmistiir. Deneyler {i¢ paralelli olarak
gerceklestirilmistir. Besiyerinde kalan metal miktari, hiicre yiizeyinde tutulan metal
miktar1 ve hiicre i¢ine alinan metal miktar1 olmak tizere her bir numune igin 3 farkli ICP-
MS kalint1 analizi yapilarak hem Cr hem de Pb konsantrasyonlari ayri ayri tespit

edilmistir (Shamim vd., 2014).
2.5.1. Besiyerinde Birikim

Besiyeri ortaminda kalan metal miktarinin tespiti i¢in, metal uygulanan hiicrelerden 24
saat sonunda ornekler alinmistir. Vortekslenerek homojen hale getirilen 6rnekler, steril bir
tiipe aktarilarak +4 °C’de 10000 rpm devirde 10 dakika santrifiij edilmistir. Coken pellet
bir sonraki deney icin +4 °C’de muhafaza edilmistir. Ustte kalan siipernatant, 0,45
mikrometre (Lm) por ¢apina sahip filtreden siiziilerek filtrattaki agir metal miktar1 (Cr ve

Pb) 1/100 oraninda diliisyon sonrasinda ICP-MS ile tespit edilmistir.
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Sekil 2.11. Santrifiij sonrasinda 6rneklerin siringa filtreden siiziilmesi
2.5.2. Hiicre Yiuzeyinde Birikim

Hiicre disindaki metal birikiminin belirlenmesinde; bir 6nceki asamada santrifiij islemi
sonrasinda ¢okelen pelletlerin iizerine, 10 mL 50 mM EDTA ¢ozeltisi eklenerek 2500
devirde 3 dakika vortekslenmistir. Bu sekilde hiicre yiizeyine baglanan metallerin
desorbsiyonu saglanmustir. Pellet, bir saat EDTA ile oda sicakliginda muamele edilerek
metallere baglanmasi saglanmigtir. Daha sonra +4 °C’de 10000 rpm devirde 10 dakika
santrifiij edilmistir. Pellet, hiicre iginde metal birikimini tayin etmek i¢in +4 °C’de
saklanmigtir. Ustte kalan sivi kistm, 0,45 um por capma sahip filtreden siiziilerek
filtrattaki agir metal iyonu miktart 1/100 oraninda diliisyon sonrasinda ICP-MS’de tespit

edilmistir.

Sekil 2.12. Hiicre yiizeyinde metal birikimi ¢alismalari



66

2.5.3. Hiicre Icinde Birikim

Hiicre i¢ine aliman metal birikiminin belirlenmesinde bir onceki asamada santrifiij
sonrasinda dibe ¢oken pelletin {izerine 5 mL HNO3/H202 (v/v %50 HNO3- w/v %30
H20,) asit ¢ozeltisi ilave edilmistir. Asit ilave edilen pellet, 2500 devirde 3 dakika
vortekslenmistir ve oda sicakliginda bir gece muamele edilerek hiicre igine giren metal
iyonu miktarinin tespit edilmesi saglanmistir. Daha sonra 10000 rpm devirde 10 dakika
santrifiij edilmistir. Stipernatant, 0,45 pm por ¢apina sahip filtreden siiziilerek filtrattaki
metal miktar1 1/100 oraninda diliisyon sonrasinda ICP-MS cihazinda tespit edilmistir.

Agir metal giderimi yiizde olarak asagidaki denkleme gore hesaplanmistir (Anusha vd.,
2020).

% Metal giderimi: ((Co-Cs) / Co) * 100 9)
Co: Baslangi¢ metal konsantrasyonu (mg/L)

Cs: Aritma sonrasindaki metal konsantrasyonu (mg/L)

2.6. Difenilkarbazit Yontemi ile Cr(VI) Tayini

Cr(VI)’nin Cr(I1I)’e indirgenmesi spektrofotometrik olarak 1,5 difenilkarbazit metodu ile
tayin edilmistir (Thacker vd., 2006). Biyogiderim deneylerinde Cr giderimi igin
hazirlanan numunelerin siipernatant Ornekleri +4 °C’de muhafaza edilmistir. Bu
numuneler Cr(VI)’nin indirgenmesini yani giderimini tespit etmek i¢in de bu deneyde
kullanilmistir. 200 pL siipernatant falkon tiipiine pipetlendikten sonra iizerine 330 uL. 6M
H2SOs ilave edilmistir. Bu karisima, 400 pL difenilkarbazit eklenmistir. Son hacim, 10
mL’ye saf su ile tamamlanmistir. Hazirlanan numuneler, menekse moru rengi olusana
kadar oda sicakliginda 5-10 dakika bekletildikten sonra 6l¢iim yapilmistir (Sekil 2.13).
Bilinen konsantrasyondaki standart Cr(VI) ¢ozeltileri (0-50 mg/L) hazirlanmistir. Bu
numunelerden 6rnekler alinarak 540 nm dalga boyunda mikroplaka cihazinda okuma
yapilmistir. Elde edilen absorbans degerleri kaydedilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir ve

bu grafige gore numunelerdeki Cr(VI) miktar1 hesaplanmistir (Sekil 2.14).
Cr(VI) indirgenmesi yiizde olarak asagidaki formiile gore hesaplanmistir.

% Cr(VI1) indirgenmesi: ((Co-Cs) / Co) * 100 (10)
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Co: Baslangi¢ Cr(VI) konsantrasyonu mg/L

Cs: Aritma sonrasi (indirgeme sonrasi) Cr(V1) konsantrasyonu mg/L
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Sekil 2.13. Difenilkarbazit metodu: Cr(VI) standart g¢6zeltilerinin hazirlanmasi (a),

Standart ¢ozeltileri difenilkarbazit eklendikten sonraki menekse moru renk olusumu (b)
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Sekil 2.14. Cr(VI) kalibrasyon egrisi

2.7. Krom Kaplama Tesisi Atiksuyundan Cr ve Pb Biyogiderimi

Tez ¢alismasi kapsaminda, E. coli Jm109, MT2A ve MT3 suslarinin, gergek atiksudan Cr
ve Pb giderim kapasitelerini tayin etmek amaciyla, Kayseri Organize Sanayi Bolgesinde
(KOSB) faaliyet gosteren dort farkli krom kaplama tesisinden atiksu drnekleri alinmistir.
KOSB’de ¢ok sayida krom kaplama endiistrisi bulunurken, sadece Pb endiistrisi olan bir
tesis olmamasi nedeniyle, hem Cr hem de Pb igeren krom kaplama endistrilerinin
atiksulari ¢alismada tercih edilmistir. Sekil 2.15’te dort farkli krom kaplama tesisinden

alinan atiksu numuneleri gosterilmistir.
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Sekil 2.15. KOSB Krom kaplama tesisi atiksu numuneleri

Oncelikle bu atiksularin karakterizasyonlar1 (pH, iletkenlik, AKM, KOI, metal
konsantrasyonlar1 vb.) gerekli analizler yapilarak belirlenmistir (Tablo 2.6). 4 tesisten
alinan atiksular bakterilere uygulanmadan o6nce, membran manifold diizenegi
kullanilarak stiziilmiistiir (Sekil 2.16). Atiksularin asidik pH’ya sahip olmasi nedeniyle
(vaklasik olarak 2), pH degerleri bakterilere uygulanmadan once NaOH ile 7’ye
ayarlanmistir. Daha sonra atiksular steril sartlar altinda 0,22 pm por gozenekli steril
siringa filtreden gegirilerek steril edilmistir ve deneyler tamamlanana kadar +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 2.16. Manifold diizenigi
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Tablo 2.6. KOSB Krom kaplama tesislerinin atiksu karakterizasyonu

Tesisler
Elementler 1 2 3 4
pH 2,3 2,5 2,4 2,1
EC (nS/cm) 2780 1314 5990 3380
KOI (mg/L) 608 223 1094 309
AKM (mg/L) 30 122 78,5 322
Al (mg/L) 0,41 0,45 1,72 1,8
Toplam Cr (mg/L) 2224 22 146 2,31
Cr(VI) (mg/L) 0,12 0,4 0,10 0,08
Fe (mg/L) 3,3 59 59,1 80,4
Ni (mg/L) 93 0,31 0,10 8,14
Cu (mg/L) 23 0,13 0,57 1
Zn (mg/L) 208,3 20,34 1134 163
As (mg/L) 0,12 0,05 0,05 0,01
Cd (mg/L) - - 0,04 -
Hg (mg/L) - - - -
Pb (mg/L) 0,06 0,41 0 0,02

Steril edilen dort farkli atiksu, 3 bakteri tiirline ayr1 ayr1 uygulanmistir. Atiksular
bakterilere uygulandiktan 24 saat sonra, hiicreler LB agara ekilerek canli koloniler tespit
edilmistir. Sekil 2.17’de bakterilere ikinci krom kaplama tesisi atiksuyu uygulandiktan 24

saat sonra koloni goriiniimii gosterilmistir.

Sekil 2.17. ikinci krom kaplama tesisi atiksuyunun hiicrelere uygulandiktan 24 saat
sonraki koloni goriiniimii: E. coli Jm109 (a), MT2A (b), MT3 (c)
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Sekil 2.17’ye bakildiginda, {i¢ bakteri kiiltiiriiniin ikinci krom kaplama tesisi atiksuyunda
blytidiigli goriliirken diger tesislerin atiksularinda istenilen sekilde koloni olusumlari
gbzlemlenmemistir. Calismada bu tesisin atiksu karakterizasyonunun genel olarak krom
kaplama tesisi atiksularini yansitmasi ve diger krom kaplama tesislerinin atiksularina

kiyasla, daha yiiksek konsantrasyonda Pb i¢cermesi nedeniyle kullanilmistir.

2.7.1. Krom Kaplama Tesisi Atiksuyunun Biyolojik Aritim

Overnight E. coli Jm109, MT2A ve MT3 Kkiiltiirleri, OD 600:0, 5 yogunluga ulastiktan
sonra, 50 mL krom kaplama tesisi atiksuyunu igeren 100 mL’lik erlenlere 200’er pl
inokiile edilmis ve 37 °C’de, 120 rpm calkalamali olarak 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra kiiltiirlerden 6rnekler alnarak 6000 rpm’de 30 dakika santrifiij
edilmistir. Santriflij sonrasi elde edilen siipernatant, 0,45 um gozenekli siringa filtreden
gecirildikten sonra numunelerdeki metal kalintis1 ICP-MS cihazi ile tayin edilmistir.
Hiicrelerin Cr ve Pb giderim kapasitesini tespit etmek i¢in santrifiij sonrasinda ¢oken
pellet iizerine EDTA (5 ml) eklenerek 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Ornekler,
0,45 um gozenek capindaki filtreden gegirildikten sonra 6rneklerdeki Cr ve Pb kalintisi
ICP-MS ile 6lglilmistiir. Bu deneyler ti¢ tekrarli olarak gergeklestirilmistir.

2.8. Biyosorpsiyon Deneyleri

Biyosorpsiyon deneyleri, toplam Cr gideriminde ve Cr(VI) indirgenmesinde en etkili tiir
olan MT2A ve Pb gideriminde en etkili tiir olan MT3 igin yapilmgtir. Olii MT2A ve MT3
bakteri biyokiitlelerini hazirlamak igin hiicreler 500 mL’lik erlenlerde 100 pg/mL
amfisilin igeren LB besiyerinde (24 saat, 37 °C ve 150 rpm) kiiltiirlenmistir. Ardindan,
tistel bliylime fazina kadar biiyiitiilen hiicreler 6000 rpm’de 4 °C’de santrifiij edilmistir.
Dipte kalan pellet birkag defa saf su ile yitkanmig, daha sonra pelletlere 0,1 M HCI 1 saat
boyunca uygulanmigtir. Pellet, 80 °C’de 24 saat etiivde kurutularak 6lii biyokiitle elde
edilmistir (Srinath vd., 2002). Kurutulan biyokiitle, havanda toz haline getirilerek elekten
gecirilmistir. Hazirlanan biyosorbentler, farkli konsantrasyonlarda Cr (50-100-150-200-
225-250 mg/L) ve Pb (50-100-150-200 mg/L) igeren 100 mL’lik ¢ozeltilere ilave
edilmistir. Bu karigimlar, 25 °C’de 2 saat boyunca 150 rpm’de ¢alkalanmistir. Deneyler
3 paralelli olarak yapilmistir. Ortamdan belirli zaman araliklarinda numuneler alinarak
6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra siringa filtreden siizlilmiistiir.
Orneklerdeki Cr ve Pb miktarlar1 ICP-MS ile 6lgiilmiistiir. Yiizde Cr ve Pb giderim
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oranlari, baslik 2.5.3’te verilen formiil kullanilarak hesaplanmistir. Kuru hiicre basina

tutulan Cr ve Pb miktarlar1 asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.
ge = ((Co— Co)*V)/m (11)

ge: Denge aninda adsorbe edilen metal miktar1 (mg metal/g kuru biyokiitle)
Co: Baslangi¢ metal konsantrasyonu (mg/L)

Cs: Aritma sonras1 metal konsantrasyonu (mg/L)

V: Cozelti hacmi (L)

M: Kuru hiicre agirhigi (g).

2.9. Desorpsiyon ve Yeniden Kullanim Prosediirii

Biyosorpsiyondan sonra, biyokiitlelerdeki Cr ve Pb’yi uzaklastirmak ve biyokiitlenin
tekrar kullanimin1 saglamak igin desorpsiyon islemi yapilmistir. Her biyosorpsiyon
deneyinden sonra biyokiitleler santrifiij edilerek alinmis ve saf su ile 3 kere yikanmustir.
Desorpsiyon igin biyokiitlelere 1 saat boyunca 0,1 M HCI ¢ozeltisi uygulanarak rejenere
edilmistir. Inkiibasyondan sonra reaksiyon karigimi santrifiij edilmis ve siipernatanttaki
metal miktar1 ICP-MS ile tayin edilmistir. Ayrica desorbe edilmis bakteri kiitlesini iceren
pelet, saf su ile yikanarak 60 °C’de 24 saat boyunca kurutulmustur. Elde edilen
biyokiitlenin, metal giderim verimliligini degerlendirmek i¢in adsorpsiyon-desorpsiyon
dongiisii 5 defa tekrarlanmistir. Asagidaki formiil kullanilarak desorpsiyon orani

hesaplanmistir (Kahraman, 2012).

Desorpsiyon oran1 = A /B * 100 (12)
A: Desorbe olan metal miktari

B: Biyosorbent iizerinde tutulan metal miktar1

2.10. Taramah Elektron Mikroskop (SEM) ve Taramah Gecirimli Elektron
Mikroskobu (STEM) Analizleri

OD 600: 0,5 yogunluga ulasan E. coli Jm109, MT2A ve MT3 hiicreleri, metal igermeyen
ve metal igeren 50 mL LB s1v1 besiyerine %1 oranda ekilerek 120 rpm, 37 °C’de 24 saat
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inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, besiyerlerinden alinan &rnekler 4500 rpm’de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiij sonrasinda iist faz atilarak elde edilen pellet, fosfat
tamponu ile (PBS) ile ii¢ kez yikanmistir. Daha sonra pellet, 4 °C’de 4 saat boyunca %2,5
Glutaraldehit ile fikse edilmistir. Bu siire sonunda santrifiij yapilmistir. Dibe ¢oken pellet
tekrar PBS ile iki kere yikandiktan sonra, osmium tetraoksit ile 2 saat boyunca fikse
edilmistir. Fiksasyondan sonra pellet santrifiij edilmistir ve pellet artan alkol
konsantrasyonlarinda %15, 30, 60, 90 ve100 (v/v) dehidre edilmistir (Kumari vd., 2016;
Sharma ve Shukla, 2021). Sabitlenen hiicreler lam tizerine periferik yayilarak 2-3 dakika
oda sicakliginda bekletildikten sonra, altin paladyum kaplama cihazi ile kaplanmistir.
Bakterilerin, Cr ve Pb’ye maruz kalmasi sonucunda hiicre tizerindeki etkilerini ve hiicre
etkilesimleri Adiyaman Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvari biinyesinde
bulunan ZEISS & EVO marka LS 10 taramali elektron mikroskobu ile gériintiilenmistir.
Ayrica calismada, enerji dagitimli X-is1mm1  analizorii (Enerji  dagilimli  X-151n1
spektroskopisi, EDS) ile hiicrelerin goriintiisii ¢ekilerek o bdlgelerdeki elementlerin
dagilimlar1 belirlenmistir. STEM analizinde ise numuneler, SEM analizinde uygulanan
prosediire gore hazirlanmistir. STEM goriintiileri sadece toplam Cr gideriminde ve
Cr(V]) indirgenmesinde en etkili tiir olan MT2 A’ nin kontrolii ve Cr uygulanan 6rnekleri
icin ¢ekilmistir. Pb gideriminde en yiiksek kapasitede giderim yapan tiiriin MT3 olmasi
nedeniyle; bu tiirlin kontrolii ve Pb uygulanan 6rneklerinin STEM gériintiileri alinmustir.
Numunelerin STEM goriintiileri, LEO 440 Computer Controlled Digital marka taramali
elektron mikroskobu ile Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve Uygulama

Merkezinden hizmet alimi1 yapilarak ¢ekilmistir.

2.11. Doniisiimlii Kizilotesi Spektrometre (FTIR) analizi

Bakteriler; proteinler, lipitler ve polisakkaritler gibi bilesenlerden olusur ve agir metallere
maruz kaldiklarinda, metalleri baglamak i¢in baglanma bdlgelerini gelistirirler (Anusha
vd., 2020; Sharma ve Shukla, 2021). FTIR spektroskopisi, bakteri hiicre duvarinin
kimyasal ve molekiiler yapisindaki degisiklikleri gosteren bir analiz yontemidir
(Chatterjee vd., 2011). SEM ve STEM analizlerinde oldugu gibi Cr igin MT2A ve Pb i¢in
MT3 tiirlerinin FTIR spektrum analizi yapilmistir. Kontrol 6rneklerinde hiicreler, LB siv1
besiyeri igeren 100 mL’lik erlenlere % 1 oraninda inokiile edilmistir. 25 mg/L Cr igeren
LB siv1 besiyerine MT2A hiicresi ekilerek hazirlanmistir. Pb uygulanan 6rnek i¢in ise,

100 mg/L Pb iceren LB siv1 besiyerine MT3 susu inokiile edilmistir. Kontrol ve metal
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uygulanan 6rneklerin hepsi 150 rpm’de ¢alkalanarak 37 °C’de 24 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra &rnekler, 5000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir. Dibe ¢oken
pelletler, PBS tamponu (0,1 M, pH: 7,2) ile iki kez yikandiktan sonra liyofilize edilmistir
(Karthik vd., 2017). FTIR analizleri Erciyes Universitesi Teknoloji Arastirma ve
Uygulama Merkezi biinyesinde bulunan FT-IR spektrometresinde (Perkin EImer, 400 FT-
IR/FT-FIR spektrofotometre spotlight 400) 400 cm™ ile 4000 cm™ dalga boylar1 arasinda

analiz edilmistir.

2.12. Verilerin Istatistiksel Analizi

Deneysel sonuglarin istatistiksel analizi SPSS 22 kullanilarak yapilmistir. Gruplar
arasindaki farklar, tek yonlii bir varyans analizi (ANOVA) ile test edilmistir. Suslar
arasindaki farkliliklarin 6nemi Student t testi ile belirlenmistir. p < 0.05’teki farkliliklar

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.



3. BOLUM

BULGULAR

Calismada toplam Cr, Cr(VI) ve Pb’nin sulu ¢6zeltilerden ve krom kaplama tesisi
atiksuyundan yabanil E. coli Jm109 ve rekombinant MT2A ve MT3 suslar1 kullanilarak
biyogiderimleri arastirilmistir. Alt bagliklarda yapilan calismalarin sonuglari detayli

olarak verilmistir.

3.1. Hiicrelerin Biiyiimesine Cr ve Pb’nin Etkisi

3.1.1. Hiicrelerin Biiyiimesine Cr’nin Etkisi

Cr’nin hiicrelerin biiylimesi tizerindeki etkilerini tespit etmek icin farkli Cr
konsantrasyonlar1 (0-25-50-75-100-200-400 mg/L) hiicrelere 24 saat boyunca
uygulanmigstir. Erlenlerden belirli araliklarda ornekler alinarak 600 nm dalga boyunda
hiicre yogunluklar1 dlgiilmiistiir. Cr uygulanan tiim hiicrelerin kontrol gruplarma (Cr
uygulanmayan) kiyasla, hiicre yogunluklarinda azalmalar oldugu gozlemlenmistir (Sekil
3.1- 3.3). E. coli Jm109, MT2A ve MTS3 tiirlerinde 24. saate kadar biiylimenin devam
ettigi, 36. saatten sonra biiyiime oranlarinin azaldigi ve hiicrelerin doyuma ulastig tespit
edilmistir. Artan Cr konsantrasyonlart ile birlikte hiicreler tizerindeki toksik etkinin arttig1
ve buna bagli olarak hiicrelerin biiylimesinde azalmalar oldugu goriilmiistiir. Cr’ye maruz
birakilan tiirler arasinda hiicre biiyiimesi biiyiikten kii¢iige dogru su sekilde siralanabilir:
MT2A, MT3, E. coli JIm109. Sonug olarak, Cr’ye kars1 en yiiksek toleransli sus MT2A
iken, en hassas sus E. coli Jm109 olarak belirlenmistir. Hiicre biiylimesindeki azalma

miktarlari, hiicrelerin Cr MIK degerlerinin tespit edilmesinde dikkate alinmistir.
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Sekil 3.1. Farkli konsantrasyonlarda Cr uygulanan E. coli Jm109’un biiyiime egrisi
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Sekil 3.3. Farkli konsantrasyonlarda Cr uygulanan MT3’iin biiyiime egrisi

3.1.2. Hiicrelerin Biiyiimesine Pb’nin Etkisi

Pb’nin hiicrelerin biiylimesi tizerindeki etkilerini tespit etmek ic¢in farkli Pb
konsantrasyonlar1  (0-50-100-200-400-800 mg/L) hiicrelere 24 saat boyunca
uygulanmistir. Belirli zaman araliklarinda erlenlerden ornekler alinarak 600 nm dalga
boyundaki hiicre yogunluklar1 6l¢iilmiistiir. Pb uygulanan tiim hiicrelerin, kontrol
gruplarina (Pb uygulanmayan) gore hiicre yogunluklarinda azalmalar oldugu tespit
edilmistir (Sekil 3.4-3.6). Tiim bakteri tiirlerinde 24. saate kadar hiicre yogunluklarinda
artig oldugu E. coli Jm109’un 24. saatten itibaren neredeyse hi¢ biiyiimenin olmadigi,
duragan faza girdigi gézlemlenmistir. MT2A ve MT3 kontrol gruplarinda maksimum
hiicre sayisina, 36. saatte ulasilmistir. Artan Pb konsantrasyonlarinda tiim hiicrelerin
biiyiime oranlarmin azaldig1 saptanmistir. Ozellikle 24 saat sonunda tiim hiicrelerde
biiyiime oraninda énemli bir artig olmadigi belirlenmistir. Sonug olarak Pb’nin, hiicreleri
strese sokarak biiyiimenin duragan faza ulagsmasini geciktirerek hiicre biiyiimesini
yavaslattigi gozlemlenmistir. Pb’ye karsi en hassas olan tiir E. coli Jm109 iken, en
dayanikli olan tiir MT3 olarak belirlenmistir. Biliylime oranlarindaki azalma miktari

hiicrelerin Pb MIK degerlerinin tespit edilmesinde dikkate almmustir.
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Sekil 3.6. Farkli konsantrasyonlarda Pb uygulanan MT3’iin biiyiime egrisi

3.1.3. Bakterilerin Cr ve Pb MIK Degerlerinin Belirlenmesi

E. coli Jm109, MT2A ve MT3 suslarina, farkli konsantrasyonlarda (0-20-30-50-75-100-
120-140-150-160-180-200 mg/L) Cr igeren LB s1v1 besiyeri 24 saat boyunca uygulanarak
MIK degerleri saptanmistir. Ayrica hiicrelere, farkli Pb konsantrasyonlarini (0-50-100-
200-400-600-800-1000-1250-1500-1750-2000 mg/L) iceren LB siv1 besiyeri 24 saat
boyunca uygulanmustir. MIK degerleri, metal uygulamasi sonrasinda hiicre
yogunlugundaki degisim ve metal uygulamasi sonrasinda canli hiicrelerin varliginda renk
degisimine dayanan TTC analizi sonuglarina gore belirlenmistir. TTC analizi sonunda
canlt hiicre bulunan mikroplaka kuyucuklarinda renk kirmiziya donerken, canli hiicrelerin
olmadig1 kuyucuklarda renk degisimi goriilmemistir. Rengin kayboldugu ilk
konsantrasyon MIK olarak belirlenmistir. TTC analizi sonunda hiicrelerin mikroplaka
gortintiileri Sekil 3.7— 3.12°de gosterilmistir. Yapilan deneyler sonunda, hiicrelerin Cr
MIK degerleri 50 mg/L ve iizerinde bulunurken, Pb MiK’leri 1000 mg/L ve iizerinde

bulunmustur. Tablo 3. 1°de hiicrelerin MIK degerleri verilmistir.

Tablo 3.1. Bakterilerin Cr ve Pb MIK degerleri

Bakteriler Cr (mg/L) Pb (mg/L)
E. coliJm109 50 1000
MT2A 140 1750

MT3 75 2000
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50 mg/L
K>Cr,07

,l}, 4 b, v ’ il v 1 - : : *‘ 7 5 )
140 mg/L
| KCr,07 | : .

Sekil 3.8. Cr uygulanan MT2A susunun mikroplaka goriintiisii



75 mg/L
KzCF207

| 1000 mg/L

| Pb(NOa),

l
i

Sekil 3.10. Pb uygulanan E. coli Jm109 susunun mikroplaka goriintiisii
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1750 mg/L Pb

— X

Sekil 3.12. Pb uygulanan MT3 susunun mikroplaka goriintiisii
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3.2. Biyogiderim Sonuc¢lar1

3.2.1. Hiicrelerin Cr Biyogiderim ve Cr(VI) indirgeme Oranlan

Hiicrelerin, sulu ¢ozeltilerden toplam Cr giderim oranlar1 Sekil 3.13’te gosterilmistir.
0,05-0,1-0,3-0,5-10-25-50 mg/L konsantrasyonlarinda Cr i¢eren LB s1v1 besiyerinden E.
coli Jm109’un toplam Cr giderim oranlar1 sirastyla %90, %90, %85, %80, %70, %68 ve
%35’tir. Bu oranlar MT2A tiirii i¢in; %97, %95, %94, %92, %90, %89 ve %75 iken, MT3
icin %95, %91, %89, %83, %80, %76 ve %62 olarak bulunmustur (Sekil 3. 13).
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Sekil 3.13. Hiicrelerin sulu ¢ozeltilerden Cr giderim oranlari

MT2A’nmm 0,5 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L ve 50 mg/L konsantrasyonlari i¢in toplam Cr
giderimleri oranlar1 E. coli Jm109 susu ile kiyaslandiginda yaklasik olarak 1,2; 1,3; 1,3
ve 2,2 kat daha fazla bulunmustur. Bu Cr konsantrasyonlari i¢in MT3’iin E. coli Jm109
susuna kiyasla 1; 1,2; 1 ve 1,7 kat daha fazla oldugu bulunmustur. Numunelerdeki Cr(\VI)
miktarini tespit etmek amaciyla, numunelere difenilkarbazit metoduyla tayin edilmistir
(Baslik 2.6’da anlatilan metot kullanilmistir). Difenilkarbazit metodu uygulanan
orneklerde, Cr(VI) varliginda menekse moru renk olusmaktadir. Numunelere bu analiz
uygulandiktan sonra renk degisimi incelenmistir (Sekil 3.14). Sekilde goriildiigii tizere
ozellikle diisiik Cr(VI) konsantrasyonlarinda, ortamda Cr(VI) varliginin gostergesi olan
menekse moru rengin olusmadigr goriilmistiir. Ancak daha yiiksek Cr(VI)

konsantrasyonundaki 6rneklerde ¢ok agik pembe rengin olustugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.14. Numunelere difenilkarbazit ¢ozeltisi eklendikten sonraki renk olusumu

Sekil 3.15’te hiicrelerin Cr(VI) indirgeme oranlar1 verilmistir. Hiicrelerin Cr(VI)
indirgeme oranlar1 ile Cr giderim oranlarinin birbirine yakin oldugu tespit edilmistir.
Artan konsantrasyonlarinda Cr(VI) (0,05-0,1-0,3-0,5-10-25-50 mg/L) iceren LB sivi
besiyerinden E. coli Jm109’un Cr(VI) indirgeme oranlar1 sirasiyla %98, %97, %92, %88,
%60, %50 ve %23’dir. Bu oranlar MT2A tiirii icin %99, %99, %99, %99, %82, %76 ve
%69 iken, MT3 i¢in %99, %99, %99, %98, %73, %62 ve %45’ dir (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Hiicrelerin Sulu Cézeltilerden Cr(VI) indirgeme Oranlar

0,5 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L ve 50 mg/L Cr(V1) konsantrasyonlari i¢cin MT2A’nin E. coli
Jm109’a kiyasla, Cr(VI) indirgeme oranlar1 1,1; 1,4; 1,5 ve 3 kat daha yiiksek iken, MT3
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tirtintin 1,1; 1,2; 1,2 ve 1,9 kat daha yiiksek oldugu bulunmustur. Diisiik Cr(VI)
konsantrasyonlarinda (0,05-0,1-0,5 mg/L) tiim tiirlerin, Cr(VI) indirgeme oranlarinin
birbirine ¢ok yakin oldugu tespit edilmistir. MT2A ve MT3 suslarinin 0,05-0,1-0,5 mg/L
Cr(VI) konsantrasyonlarinin neredeyse %100’iinii Cr(III)’e indirgedigi gézlemlenmistir.
Ayrica, MT2A ve MT3 rekombinantlarinin, E. coli Jm109’a gore tim Cr(VI)
konsantrasyonlari i¢in Cr(VI) indirgeme oranlar1 daha yiiksek bulunmustur. Cr
konsantrasyonuna bagli olarak tiim hiicrelerde, toplam Cr giderim ve Cr(VI) indirgeme
oranlarinda azalmalar oldugu gozlemlenmistir. Sonuglardan anlagildigi {izere, hem
toplam Cr gideriminde hem de Cr(VI) indirgenmesinde MT2A nin diger tiirlere kiyasla
daha etkili oldugu saptanmistir. Ozellikle 10 mg/L Cr konsantrasyonundan itibaren,
toplam Cr giderimi ve Cr(VI)’nin indirgenmesinde belirgin bir sekilde rekombinant
MT2A ve MT3 suslarinin E. coli Jm109’a kiyasla daha yiiksek kapasiteye sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.13-3.15). Ancak, Cr konsantrasyonunun artisina bagli olarak
hiicrelerin toplam Cr giderim ve Cr(VI) indirgeme oranlarinda azalmalar oldugu
goriilmiistiir. Bu durum, artan Cr konsantrasyonlari ile birlikte Cr’nin hiicreler iizerinde

toksik etkisinin artmasindan kaynaklanmaktadir.

3.2.2. Hiicrelerin Krom Kaplama Atiksuyundan Cr Biyogiderim Oranlari

Hiicrelerin krom kaplama tesisi atiksuyundan Cr giderim oranlar1 Sekil 3.16°da

verilmistir.
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Sekil 3.16. Hiicrelerin krom kaplama tesisi atiksuyundan Cr giderim oranlari
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Hiicrelerin krom kaplama tesisi atiksuyundan Cr giderim oranlar ile sulu ¢ozeltilerden
Cr giderim ve indirgenme oranlarinin birbirine benzedigi tespit edilmistir. Krom kaplama
tesisi atiksuyunu giderim oranlart MT2A, MT3 ve E. coli Jm109 suslar igin sirasiyla
%65, %55 ve %45 olarak bulunmustur.

3.2.3. Pb Biyogiderim Oranlari

Hiicrelerin, sulu ¢ozeltilerden Pb giderim oranlart Sekil 3.17°de gosterilmistir. 0,01-0,5-
1-5-50-100 mg/L konsantrasyonlarinda Pb igeren LB s1vi besiyerinden E. coli Jm109’un
Pb giderim oranlarinin sirasiyla %42, %37, %28, %22, %15 ve %8 oldugu tespit
edilmistir. Bu oranlar MT2A tiirii i¢in %75, %68, %62, %55, %42 ve %35 iken, MT3
i¢in %89, %80, %76, %69, %54 ve %48 olarak bulunmustur (Sekil 3.17). Hiicrelerin,
Pb’nin diisiik konsantrasonlarinda (0,01-0,5-1 mg/L) giderim oranlarinin yiiksek Pb
konsantrasyonlarina gore daha yiiksek oldugu gozlemlenmistir. Pb’nin yiiksek
konsantrasyonlarinda hiicreler tizerindeki toksik etkisinin artmasi nedeniyle giderim
oranlarinin her {i¢ bakteri tiiri i¢in de azaldig1 tespit edilmistir. Sulu ¢ozeltilerden Pb
giderim orant en yiliksek olan sus MT3 olarak belirlenmistir. Pb’nin tiim
konsantrasyonlari i¢in giderim oranlar1 biiyiikten kiiclige dogru su sekilde siralanabilir:
MT3, MT2A, E. coli Im109.
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Sekil 3.17. Hiicrelerin sulu ¢6zeltilerden Pb giderim oranlari
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Hiicrelerin en yiiksek Pb konsantrasyonundaki (100 mg/L) Pb giderim oranlari; MT3 >
MT2A > E. coli JIm109 olarak siralanabilir.

3.2.4. Hiicrelerin Krom Kaplama Atiksuyundan Pb Biyogiderim Oranlari

Hiicrelerin, sulu ¢ozeltilerden Pb giderim oranlarina benzer sonuglar krom kaplama tesisi
atiksuyundan Pb giderimi i¢in de tespit edilmistir. Sekil 3.18’de hiicrelerin krom kaplama

tesisi atiksuyundan Pb giderim oranlar1 verilmistir.
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Sekil 3.18. Hiicrelerin krom kaplama tesisi atiksuyundan Pb giderim oranlari

Hiicrelerin krom kaplama tesisi atiksuyundan Pb giderim oranlar1 MT3 tiiriinde %70,

MT2A tiiriinde %50 ve E. coli Jm109°da %25 bulunmustur.

3.3. Biyosorpsiyon Sonuclar:

MT2A biyosorbentinin Cr biyosorpsiyon kapasitesi lizerine pH, sicaklik, temas siiresi,
biyosorbent konsantrasyonu ve Cr konsantrasyonlar1 gibi degiskenlerin etkisi
arastirilmistir. Deneyler 3 paralelli olarak yapilmistir. Bu deneyler, literatiir arastirmalari
dikkate alinarak 100 ml hacimde, 100 mg/L Cr konsantrasyonunda ve 0,1 g biyosorbent
kullanilarak ger¢eklestirilmistir.
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3.3.1. Cr Biyosorpsiyon Verimine pH’nin Etkisi

Cr biyosorpsiyonu iizerine pH’nin etkisini incelemek i¢in farkli pH degerleri (1, 2, 3, 4,
5, 6, 7) derisik H2SO4 ve NaOH c¢ozeltileri kullanilarak ayarlanmistir. Deney 100 ml
hacimde, 100 mg/L Cr baslangi¢c konsantrasyonunda, 25 °C’de ve 0,1 g biyosorbent
kullanilarak 1 saat boyunca, 120 rpm karistirma hizinda gergeklestirilmistir. Cr’nin

MT2A tarafindan giderim verimine pH’nin etkisi Sekil 3.19°da verilmistir.
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Sekil 3.19. MT2A biyosorbentinin pH’ya bagli Cr biyosorpsiyonu

Sekil 3.19 incelendiginde en yiiksek Cr biyosorpsiyon kapasitesinin pH 2’de %80
oraninda oldugu goriilmiistiir. Ancak artan pH ile bu oran yaklagik olarak 8 kat azalmistir.
Ozellikle pH 3’ten itibaren biyosorpsiyon oranlarinin azalmaya basladigi, pH 5’ten
itibaren ise biyosorpsiyonun sabit kaldigi gozlemlenmistir. Metal iyonlar1 ve fenolik
hidroksil fonksiyonel gruplar1 arasindaki koordinasyon baglar1 ve biyokiitle ylizeyindeki
diger iyon degisebilen kisimlar hafif asidik ¢ozeltide (pH 3-5) oldukga zayif oldugundan,

sorpsiyon kapasitesinin artan pH ile azalmasina neden olur (Argun vd., 2007).

3.3.2. Cr Biyosorpsiyon Verimine Sicakhgin Etkisi

Cr biyosorpsiyonu iizerine sicakligin etkisini incelemek icin deney farkl sicakliklar (20,
25, 30, 35, 40 °C) altinda, 100 ml hacimde, 100 mg/L Cr baslangi¢ konsantrasyonunda,
pH 2’de ve 0,1 g biyosorbent kullanilarak 1 saat boyunca, 120 rpm karistirma hizinda
gerceklestirilmistir. Cr’nin MT2A tarafindan giderim verimine sicakligin etkisinin

sonuglart Sekil 3.20°de verilmistir.
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Sekil 3.20. MT2A biyosorbentinin sicakliga bagli Cr biyosorpsiyonu

Sekil 3.20 incelendiginde, biyosorpsiyon verimliliginin 25 °C’de maksimum oldugu
sicaklik artig1 ile birlikte azaldigr goriilmistiir. Sicakligin 20 °C’den 25 °C’ye
c¢ikarilmasiyla, biyosorpsiyon veriminin arttig1 tespit edilmistir. Cr biyosorpsiyon oranlari
20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C ig¢in sirasiyla, %65, %77, %67, %53 ve %51
bulunmustur. 25 °C’de Cr biyosorpsiyonu en yiiksek seviyeye ulasmistir ve sicaklik artist

ile birlikte giderim oran1 giderek azalmistir.

3.3.3. Cr Biyosorpsiyon Verimine Temas Siiresinin Etkisi

Cr biyosorpsiyonu iizerine temas siiresinin etkisini incelemek igin deney farkli temas
stirelerinde (20, 40, 60, 80, 100, 120 dakika), 100 ml hacimde, 100 mg/L Cr baslangi¢
konsantrasyonunda, pH 2’de, 25 °C’de ve 0,1 g biyosorbent kullanilarak 120 rpm
karistirma hizinda gerceklestirilmistir. MT2A’nin Cr biyosorpsiyon verimine temas

stiresinin etkisinin sonuglart Sekil 3.21° de verilmistir.
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Sekil 3.21. MT2A biyosorbentinin zamana bagli Cr biyosorpsiyonu

Cr biyosorpsiyonunun 40. dakikaya kadar lineer olarak arttigi gozlemlenmistir (Sekil
3.21). 60. dakikada maksimum biyosorpsiyon kapasitesine ulasildigi tespit edilmistir.
Zamanla MT2A’nin hiicre ylizeyindeki fonksiyonel gruplarin Cr’yi baglayarak doyuma
ulastigi ve 60. dakikadan sonra sabitlenerek dengeye ulastigi gozlemlenmistir (Sekil
3.21). Daha uzun temas siirelerinde (80-100-120 dakika), Cr biyosorpsiyonun da kayda

deger degisiklikler olmamistir. Bu nedenle Cr biyosorpsiyonun da optimum temas siiresi
60 dakika (%70) olarak belirlenmistir.

3.3.4. Cr Biyosorpsiyon Verimine Biyosorbent Konsantrasyonunun Etkisi

Cr biyosorpsiyonu lizerine biyosorbent konsantrasyonunun etkisini incelemek i¢in deney
farkli biyosorbent konsantrasyonlarinda (0,05, 0,1, 0,15, 0,2 g), 100 ml hacimde, 100
mg/L Cr baslangi¢ konsantrasyonunda, pH 2’de, 25 °C’de ve 120 rpm karistirma hizinda

gerceklestirilmistir. Biyosorbent konsantrasyonunun Cr biyosorpsiyonu tizerindeki etkisi
Sekil 3.22°de verilmistir.
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Sekil 3.22. MT2A biyosorbent konsantrasyonuna bagli Cr biyosorpsiyonu
Cr biyosorpsiyon verimi, biyosorbent konsantrasyonunun 0,05 g’dan 0,1 g’a
cikarildiginda %42’den %068’e artmistir. Biyosorbent konsantrasyonundaki bu artis,
biyosorbentin  yiizey alanim1 ve aktif bolgelerinin sayisin1 artirarak  Cr’nin
biyosorpsiyonunun artmasina neden olmustur. Ancak 0,1 g’dan daha yiiksek biyosorbent
konsantrasyonlarinda biyosorpsiyonun neredeyse hi¢ degismedigi goriilmiistiir (Sekil
3.22). Bu durum adsorpsiyonun denge egiliminde oldugunu gostermektedir. Bu nedenle,

optimum MT2A biyosorbent konsantrasyonu 0,1 g olarak belirlenmistir.

3.3.5. Cr Biyosorpsiyon Verimine Baslangi¢c Cr Konsantrasyonunun Etkisi

Cr biyosorpsiyonu iizerine baslangic Cr konsantrasyonunun etkisini incelemek igin
deney, belirlenen 6 farkli Cr konsantrasyonunda (50, 100, 150, 200, 225, 250 mg/L), 0,1
g biyosorbent kullanilarak, pH 2’de, 25 °C’de ve 1 saat boyunca 120 rpm karistirma
hizinda gergeklestirilmistir. Baslangi¢ Cr konsantrasyonunun, Cr biyosorpsiyonu ve

adsorpsiyonu lizerindeki etkisi Sekil 3.23te gosterilmistir.
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Sekil 3.23. MT2A biyosorbentinin Cr konsantrasyonuna bagli Cr biyosorpsiyonu

Sekil 3.23 incelendiginde, baslangic Cr konsantrasyonlarinin artmasiyla birlikte Cr
biyosorpsiyon oraninin kademeli olarak azaldigi ancak adsorpsiyon kapasitesinin arttigi
tespit edilmistir. MT2A biyokiitlesinin 50, 100, 150, 200 ve 250 mg/L Cr igin
biyosorpsiyon oranlar1 sirasiyla; %92, %85, %%81, %62, %56 ve %50 bulunmustur.
Baslangi¢c Cr konsantrasyonunun artmasiyla birlikte Cr biyosorpsiyon oraninin azaldigi
tespit edilmistir. Adsorpsiyon kapasitesinin ise 50, 100, 150, 200 ve 250 mg/L Cr igin
sirasiyla; , 461 mg Cr/g biyokiitle, 84,643 mg Cr/g biyokiitle, 121,53 mg Cr/g
biyokiitle, 124+2 mg Cr/g biyokiitle, 124,942 mg Cr/g biyokiitle ve 125,1+3 mg Cr/g
biyokiitle olarak bulunmustur (Sekil 3.23).

3.4. Pb Biyosorpsiyonu

MT3 biyosorbentinin Pb biyosorpsiyon kapasitesi lizerine pH, sicaklik, temas siiresi,
biyosorbent konsantrasyonu ve Pb konsantrasyonlari gibi degiskenlerin etkisi
aragtirilmigtir. Deneyler 3 paralelli olarak yapilmistir. Bu deneylerde literatiir
aragtirmalar1 dikkate alinarak 100 ml hacimde, 100 mg/L Pb konsantrasyonunda ve 0,2 g

biyosorbent kullanilarak gergeklestirilmistir.

3.4.1. Pb Biyosorpsiyon Verimine pH’nin Etkisi

MT3 tarafindan farkli pH kosullar1 (4, 5, 6, 7) derisik HoSOs4 ve NaOH ¢ozeltileri
kullanilarak ayarlanmistir. Deney 100 ml hacimde, 0,2 g biyosorbent konsantrasyonunda,
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30 °C’de ve 120 dakika boyunca 120 rpm karistirma hizinda gergeklestirilmistir. pH nin
Pb biyosorpsiyonu iizerindeki etkisi Sekil 3.24’te verilmistir.
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Sekil 3.24. MT3 biyosorbent pH’ya bagli Pb biyosorpsiyonu

Katyonik Pb iyonlarinin negatif yiiklii hiicre yiizeyi fonksiyonel gruplarina baglanma
afinitesi, ¢ozelti pH’sina giiclii bir sekilde baglidir (Mohapatra ve Panda, 2017).
Calismada pH seviyesi 4’ten 5’e c¢ikarildiginda Pb biyosorpsiyon oraninin %47’ten
%83’e ¢iktig1 gbzlemlenmistir. Ayrica ¢ozelti pH’sinin alkali araliga ¢ikarilmasiyla, Pb
biyosorpsiyonunun azaldigi gézlemlenmistir (Sekil 3.24). Pb biyosorpsiyonu, ¢esitli pH
araliklarinda sirasiyla %47 (pH 4), %52 (pH 8), %65 (pH 7), %74 (pH 6), %83 (pH 5)
olarak bulunmustur. MT3 susunun en diisiik Pb biyosorpsiyon verimliligi, pH 4’te iken
maksimum Pb biyosorpsiyonu pH 5’te tespit edilmistir.

3.4.2. Pb Biyosorpsiyon Verimine Sicakhgin Etkisi

Pb biyosorpsiyonu iizerine sicakligin etkisini incelemek i¢in deney farkli sicakliklar (25,
30, 35, 40 °C) altinda, 100 ml hacimde, 100 mg/L Pb konsantrasyonunda, pH 5’te ve 0,2
g biyosorbent kullanilarak 120 dakika boyunca 120 rpm karistirma hizinda
gerceklestirilmistir. Pb’nin MT3 tarafindan giderim verimine sicakligin etkisi Sekil

3.25’te verilmistir.
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Sekil 3.25. MT3 biyosorbent sicakliga bagli Pb biyosorpsiyonu

Calismada en yiiksek Pb biyosorpsiyonunun, 30 °C’de %79 oraninda oldugu tespit
edilmistir. Sicaklik artttkca (35 ve 40 °C) Pb biyosorpsiyonunun azaldig
gozlemlenmistir. Tiim sicakliklarda Pb biyosorpsiyonu sirasiyla %51 (40 °C), %55 (25
°C), %64 (35 °C), %79 (30 °C) bulunmustur (Sekil 3.25). Sonu¢ olarak, MT3’iin 30
°C’den diisiik ve yiiksek sicakliklarda adsorpsiyon kapasitesinin azaldigi tespit edilmistir.

3.4.3. Pb Biyosorpsiyon Verimine Temas Siiresinin EtKkisi

Pb biyosorpsiyonu lizerine temas siiresinin etkisini incelemek i¢in deney 100 ml hacimde,
100 mg/L Pb konsantrasyonunda, pH 5°te, 0,2 g biyosorbent ve 120 rpm karistirma
hizinda gergeklestirilmistir. Calisma ortamindan belirlenen araliklarda (0-20-60-120-
180-240 dakika) numuneler alinarak analiz edilmistir. Pb’nin MT3 tarafindan giderim

verimine temas siiresinin etkisi Sekil 3.26’da verilmistir.



94

D
o O

o

Biyosorpsiyon (%)

= N W b O
o O o

o

0 50 100 150 200 250
Temas siiresi (dakika)

Sekil 3.26. MT3 biyosorbentinin temas siiresine bagli Pb biyosorpsiyonu

Calismada ilk 120 dakikada Pb biyosorpsiyonunun lineer olarak arttigi, daha sonra bu
artisin azaldig1 ve sabitlendigi goriilmistiir (Sekil 3.26). Pb biyosorpsiyonu farkli temas
stirelerine gore siralanirsa, %14 (20 dakika sonunda), %45 (60 dakika sonunda), yaklasik
%78 (120-180 ve 240 dakika sonunda) olarak bulunmustur (Sekil 3.26). Pb biyosorpsiyon
oraninin 120 dakikadan sonra azaldigi, 180. ve 240. dakika sonunda degismedigi ve
dengeye ulastig1 gézlemlenmistir. Sonug olarak, Pb biyosorpsiyonu i¢in en uygun denge
stiresi 120 dakika olarak belirlenmistir.

3.4.4. Pb Biyosorpsiyon Verimine Biyosorbent Konsantrasyonunun Etkisi

Pb biyosorpsiyonu iizerine biyosorbent konsantrasyonunun etkisini incelemek i¢in deney
100 ml hacimde, 100 mg/L Pb konsantrasyonunda, pH 5’te ve farkli biyosorbent
konsantrasyonlar1 (0,05-0,1-0,2-0,3 g) kullanilarak 120 dakika boyunca 120 rpm
karistirma hizinda gerceklestirilmistir. Pb’nin MT3 tarafindan giderim verimine

biyosorbent konsantrasyonunun etkisi Sekil 3.27°de verilmistir.
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Sekil 3.27. MT3 biyosorbent konsantrasyonuna bagli Pb biyosorpsiyonu

Biyosorbent konsantrasyonu 0,05 ila 0,2 g arasinda degistiginde, biyosorpsiyon oraninin
%19’dan %78’¢ kadar kademeli olarak arttig1 tespit edilmistir (Sekil 3.27). Baslangigta,
baglanmamis yilizey ligandlarinin daha fazla olmasi nedeniyle, biyosorbent
konsantrasyonundaki bir artigla adsorpsiyon orani (0,2 g biyosorbent eklendiginde %78’e
kadar) 6nemli 6l¢iide artmustir (Ren vd., 2015). 0,2 g biyosorbent konsantrasyonundan
sonra biyosorpsiyon hizinin nerdeyse hi¢ degismedigi, sabit kaldig1 goriilmiistiir. 0,3 g
biyosorbent uygulandiginda Pb biyosorpsiyonun %73 diistiigii tespit edilmistir. Bu

nedenle optimum biyosorbent konsantrasyonu 0,2 g olarak belirlenmistir.

3.4.5. Pb Biyosorpsiyon Verimine Baslangic Pb Konsantrasyonunun Etkisi

Bu calismada, Pb konsantrasyonunun Pb biyosorpsiyonu ve adsorpsiyonu iizerindeki
etkisini arastirmak icin farkli baslangi¢ konsantrasyonlar1 (50-200 mg/L) uygulanarak
biyosorpsiyon deneyleri yapilmistir. Deney sartlari: pH 5, sicaklik 30 °C, 0,2 g
biyosorbent eklenerek ve 120 dakika olarak ayarlanmistir. Sekil 3.28’de MT3
biyosorbentinin Pb konsantrasyonuna bagli olarak Pb biyosorpsiyonundaki ve Pb

adsorpsiyonundaki degisim verilmistir.
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Sekil 3.28. MT3 biyosorbentinin Pb konsantrasyonuna bagli Pb biyosorpsiyonu

Diisiik metal konsantrasyonlarinda, metal konsantrasyonunun biyokiitlenin ylizey alanina
oraninin diisilk olmas1 nedeniyle, artan metal konsantrasyonlar1 dogrusal olarak
adsorpsiyon kapasitesini arttirmaktadir. Bu artis metal konsantrasyonundan bagimsizdir.
Ancak yiiksek metal konsantrasyonlar1 uygulandiginda, biyokiitlede bulunan metal
baglama bolgelerinin sayisi, metal konsantrasyonuna gore azalir. Bu nedenle, yliksek
konsantrasyonlardaki metallerin adsorpsiyon kapasitesi metal konsantrasyonuna baglidir
(Tunal1 vd., 2006). Sekil 3.28 incelendiginde; Pb’nin baslangi¢ konsantrasyonu arttikca,
Pb biyosorpsiyonunun azaldigi gortilmistiir. Biyosorpsiyon oranlari 50, 100, 150 ve 200
mg/L Pb igin sirasiyla, %90, %85, %61 ve %48 olarak bulunmustur. Pb adsorpsiyon
kapasitesinin ise diisiik Pb konsantrasyonlarinda lineer olarak arttigi, belli bir limit
degerden sonra dengeye ulastigi gézlemlenmistir. Ancak MT3 biyosorbentinin metal
baglayici aktif bolgelerinin Pb’ye doygun hale gelmesi sonucunda (yaklasik 100 mg/L
Pb’de) dengeye ulastig1 tespit edilmistir. Pb adsorpsiyon kapasitesi 50, 100, 150 ve 200
mg/L Pb igin sirasiyla; 22,5+1 mg/g, 42,5+1 mg/g, 46+2 mg/g ve 48+2 mg/g olarak

belirlenmistir.

3.5. Biyosorbentlerin Tekrar Kullanilabilirligi ve Desorpsiyon Oranlar

3.5.1. Cr Desorpsiyonu ve Biyosorbentin Tekrar Kullanilabilirligi

Biyosorbentin yeniden kullanilabilirligini degerlendirmek ic¢in biyosorpsiyon deneyi 5

dongiide kullanilmistir. Sekil 3.29’da Cr’nin biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranlari
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verilmigtir. 5 dongiiden sonra, biyosorbentin biyosorpsiyon verimliliginde bir azalma

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.29. MT2A’nin dongii sayisina gore Cr biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranlari

HCI, agir metal ve adsorbanin baglanma bdlgeleri arasindaki etkilesim kuvvetlerini
etkileyerek Cr’nin desorpsiyonuna yardimci olur. Bu ¢alismada, MT2A biyosorbentini
rejenere etmek icin HCl ¢ozeltisi kullanilmistir. Sonuglara goére, MT2A’nin
biyosorpsiyon Kkapasitesinin ilk dongiiden son dongiiye kadar sirasiyla %84,6’dan
%359,2’ye azaldigr tespit edilmistir. Biyosorbentin HCI ile rejenere edildikten sonra
yeniden kullanimi ile birlikte biyosorpsiyon oraninda azalmalar oldugu ve en fazla 5
dongiide verimli olarak kullanilabilecegi saptanmistir. Ozellikle {igiincii dongiiden
itibaren biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranlarinda onemli 6lgiide azalmalar oldugu

belirlenmistir.

3.5.2. Pb Desorpsiyonu ve Biyosorbentinin Tekrar Kullanilabilirligi

MT3 biyokiitlesinin yeniden kullanilabilirligini degerlendirmek i¢in biyosorpsiyon
deneyi 4 dongii boyunca rejenere edildikten sonra tekrar kullanilmistir. Deney sonuglari

Sekil 3.30°da verilmistir.
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Sekil 3.30. MT3’iin dongii sayisina gore Pb biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranlari

Sekil 3.30 incelendiginde, MT3 biyosorbentinin 4 dongii boyunca Pb’yi biyosorbe
edebildigi belirlenmistir. MT3 biyosorbentine baglanan Pb’nin ilk dongiide yaklasik
olarak %74 iiniin desorbe edilebildigi bulunmustur. Ancak dongii sayisi1 arttikga hem
biyosorpsiyon hem de desorpsiyon oranlarinda azalmalar oldugu goriilmiistiir (Sekil
3.30). Ilk déngiideki biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranlar1 %80 ve %74 iken son
dongiide %55,2 ve %42’ye diistiigli bulunmustur.

3.6. Hiicrelerin Adsorpsiyon Egrileri

3.6.1. Cr Adsorpsiyon izoterm Egrileri

Bu ¢aligmada, yaygin olarak kullanilan izoterm modellerinden Langmuir ve Freundlich
izoterm modelleri kullanilmistir. Adsorpsiyon izotermleri, matematiksel olarak
biyosorbentin maksimum kapasitelerinin, yiizey Ozelliklerinin ve biyosobent
katsayilarinin belirlenmesi amaciyla kullanmilir. Denge biyosorpsiyon izotermleri,
biyosorpsiyon siirecinin mekanizmalarinin anlasilmasi i¢in en 6nemli verilerden biridir.
Bu nedenle MT2A biyosorbentinin, Cr’nin 50-250 mg/L araligindaki konsantrasyonlarina
gore cizilen Langmuir ve Freundlich izoterm egrileri Sekil 3.31-3.32°de verilmistir. Bu

izoterm egrilerine gore elde edilen veriler Tablo 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.32. MT2A’nin Cr i¢in Freundlich izoterm egrisi
Tablo 3.2. MT2A nin Cr i¢in izoterm modelleri katsayilar
Langmuir Freundlich
Kc gm (Mg/g) R? Ke 1/n n R?
0,157 133,3 0,99 36,3 3,5 0,28 0,85
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Tablo 3.2 incelendiginde, Cr’nin MT2A tarafindan adsorpsiyonunda kullanilan Langmuir
ve Freundlich izoterm modellerindeki korelasyon degerleri (R?) sirastyla; 0,99 ve 0,85
olarak bulunmustur. Langmuir izoterm modelindeki R? degerinin 1°e daha yakin olmast,
Cr adsorpsiyonunun bu izoterm modeline daha uygun oldugu anlamina gelir. Cr’nin
cizilen Freundlich izoterm grafigi yardimiyla, adsorpsiyon yogunlugunu temsil eden n
degeri 3,5 hesaplanmistir. Bu deger, 1 < n < 10 arasinda oldugu i¢in Cr’nin
adsorpsiyonunun bu izoterm modeline de elverisli olabilecegi tespit edilmistir (Aytan,
2010).

3.6.2. Pb Adsorpsiyon izoterm Egrileri

MTS3 biyosorbentinin farkli Pb konsantrasyonlarina (50-200 mg/L) gore ¢izilen Langmuir
ve Freundlich izoterm egrileri Sekil 3.33-3.34’te verilmistir. Bu izoterm egrilerine gore

elde edilen veriler Tablo 3.3’te verilmistir.
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Sekil 3.33. MT3’lin Pb i¢in Langmuir izoterm egrisi
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Sekil 3.34. MT3’iin Pb icin Freundlich izoterm egrisi

Tablo 3.3. MT3’iin Pb i¢in Langmuir ve Freundlich izoterm modellerinin katsayilar

Langmuir Freundlich
KL am (Mg/g) R? Ke 1/n n R?
0,22 50 0,99 18,1 0,23 4,36 0,77

Tablo 3.3 incelendiginde, MT3’tin Pb biyosorpsiyonunun Langmuir ve Freundlich
izoterm modellerindeki R? degerlerinin sirasiyla 0,99 ve 0,77 oldugu gériilmektedir.
Langmuir izoterminin korelasyon degerinin 1’e daha yakin olmasi nedeniyle, Pb’nin
MT3 ile adsorpsiyonunun Langmuir izoterm modeline daha elverisli oldugu tarafimizca

saptanmistir.

3.7. Biyosorpsiyon Kinetikleri

3.7.1. Cr Biyosorpsiyon Kinetikleri

Farkli temas siireleri boyunca Cr adsorpsiyon prosesinin mekanizmasi ve hiz kontrol
adimlari, adsorpsiyon kinetik modelleri ile incelenmistir. Adsorpsiyon mekanizmasini
incelemek icin yalanci birinci dereceden ve yalanci ikinci dereceden kinetik modeller
kullanilmistir ve bu modellere gore ¢izilen grafikler Sekil 3.35-3.36’da gosterilmistir. Bu

kinetik egrilere gore elde edilen veriler Tablo 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.35. Cr’nin yalanct birinci dereceden kinetik modeli
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Sekil 3.36. Cr’nin yalanci ikinci dereceden kinetik modeli

Tablo 3.4. Yalanci birinci mertebeden ve yalanci ikinci mertebeden reaksiyon kinetik

sabitleri
Co (mg/L)  Deneysel Yalanci Birinci Dereceden Yalanci Ikinci Dereceden
gm (Mg/Q) Kinetik Kinetik
kl qe R2 k2 qe RZ
100 84,6 (g/mg dak.) (mg/L) (o/mgdak.) (mg/L)

0,07 107 0,95 5,62 x 10° 200 0,77
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Cr’nin MT2A biyokiitlesine adsorpsiyon kinetigini belirlemek ic¢in yalanct birinci
dereceden ve yalanci ikinci dereceden kinetik modelleri kullanilmistir. Kinetik modeller
uygulandiktan sonra elde edilen sonuglar Tablo 3.4’te verilmistir. Sonuglara gore R?
degeri yalanci birinci dereceden Kinetikte 0,95 iken yalanci ikinci dereceden kinetikte
0,77 bulunmustur. Cr i¢in yalanci birinci dereceden Kkinetik modelin, yalanci ikinci
dereceden modele gore daha uygun oldugu tespit edilmistir. Ayrica deneysel Cr
biyosorpsiyon kapasitesi (125,1 mg/g) ile yalanci birinci dereceden kinetige gore
hesaplanan maksimum biyosorpsiyon kapasitesi (107 mg/g) birbirine yakin bulunmustur.
Bu sonuglara gore Cr adsorpsiyonu i¢in en agiklayici kinetik modelin yalanci birinci

dereceden kinetik model oldugu tespit edilmistir.

3.7.2. Pb Biyosorpsiyon Kinetikleri

Farkli temas siireleri boyunca Pb’nin adsorpsiyon prosesinin mekanizmasi ve hiz kontrol
adimlar1 adsorpsiyon kinetik modelleri ile incelenmistir. Adsorpsiyon mekanizmasini
incelemek i¢in yalanci birinci dereceden ve yalanci ikinci dereceden kinetik modeller igin

egriler cizilmistir (Sekil 3.37-3.38). Bu modellerden elde edilen sonuglar Tablo 3.5’te

verilmistir.
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Sekil 3.37. Pb’nin yalanci birinci dereceden kinetik modeli
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Sekil 3.38. Pb’nin yalanci ikinci dereceden Kinetik modeli

Tablo 3.5. Yalanci birinci mertebeden ve yalanci ikinci mertebeden reaksiyon kinetik

sabitleri
Co Deneysel Yalanci Birinci Dereceden Yalana ikinci Dereceden
(mg/L)  gm (mg/g) Kinetik Kinetik
kl qe R2 k2 qe R2
100 42,5 (9/mg dak.) (mg/L) (9/mgdak.) (mg/L)
0,015 45,5 0,99 508x10° 8,41 0,94

Tablo 3.5’e¢ gore, yalanci birinci dereceden ve yakanci ikinci dereceden kinetik
modellerde R? degerleri sirasiyla; 0,99 ve 0,94 bulunmustur. Bu durumda Pb
biyosorpsiyonu i¢in yalanci birinci dereceden kinetik modelin, yalanci ikinci dereceden
modele kiyasla daha uygun oldugu tespit edilmistir. Pb biyosorpsiyon kapasitesi deneysel
calismalar sonunda 42,5 mg/g bulunmustur. Yalanci birinci dereceden kinetik modele
gore maksimum Pb biyosorpsiyon kapasitesi degeri 45,5 mg/g olarak hesaplanmistir. Bu
degerlerin birbirine yakin olmasi ve belirlenen R? degerinin 1’e yakin olmasi nedeniyle
Pb biyosorpsiyonunun soézde birinci dereceden kinetik modele daha uygun oldugu

belirlenmistir.
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3.8. Biyosorpsiyon Termodinamikleri

3.8.1. Cr Biyosorpsiyon Termodinamigi

Cr biyosorpsiyonunun istemli (kendiliginden) veya istemsiz olarak gerceklestigini tespit
etmek i¢cin AH, AS ve farkli sicakliklardaki AG degerleri Boliim 1.14°te anlatildig gibi
hesaplanmistir. Sonuglar, Sekil 3.39°da ve Tablo 3.6’da verilmistir.

1,4
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Sekil 3.39. MT2A’nin Cr termodinamigi hesabi i¢in 1/T’ye karsilik InKc grafigi

Tablo 3.6. Cr’nin farkl sicakliklardaki termodinamik Parametreleri

Sicaklik AG AH AS R?
(K) (kJ/mol) (kJ/mol) (kj/mol K)
298 -3
303 -1,8 -83 -0,27 0,99
308 -0,31

Tablo 3.6 incelendiginde, AG tiim sicakliklarda negatif bulunmustur. AG’nin negatif
degeri sorpsiyon isleminin termodinamik uygulanabilirligini ve kendiliginden
gerceklestigini gosterir (Glines, 2016). AH degeri biyosorpsiyonun fiziksel ya da
kimyasal oldugu hakkinda bilgi vermektedir. AH degerinin negatif olmasi
biyosorpsiyonun ekzotermik oldugu ve adsorpsiyonun fiziksel oldugu anlamina gelir. AH
degeri 2,1 kJ/mol ile 20,9 kJ/mol arasinda ise fiziksel adsorpsiyon, eger 0,9 kJ/mol ile
418,4 kJ/mol arasinda ise kimyasal adsorpsiyon oldugu anlamina gelir (Ang vd., 2013).
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AS degerlerinin negatif olmasi biyokiitle yilizeyine Cr’nin baglandigin1 ve sistem

diizensizliginin azaldigini gosterir (Uysal, 2010).

3.8.2. Pb Biyosorpsiyon Termodinamigi

Pb biyosorpsiyonunun kendiliginden veya istemsiz olarak gercgeklestigini tespit etmek
icin AH, AS ve 303 K (30 °C), 308 K (35 °C) ve 313 K (40 °C) sicakliklarindaki AG
degerleri hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 3.40°ta ve Tablo 3.7’de verilmistir.
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Sekil 3.40. MT3’lin Pb termodinamigi hesab1 i¢in 1/T’ye karsilik InK¢ grafigi

Tablo 3.7. Pb’nin farkli sicakliklardaki termodinamik parametreleri

Stcaklik AG AH AS R?
(K) (kJ/mol) (kJ/mol) (Kj/mol K)
303 -3,3
308 15 -102 -0,33 0,99
313 0,1

Tablo 3.7’ye gore 303 K (30 °C), 308 K (35 °C) ve 313 K i¢in elde edilen AG degerleri
negatif bulunmustur. AG degerlerinin -20 kj/mol ile 0 kj/mol arasinda olmasi Pb
biyosorpsiyonunun fiziksel oldugunu gostermektedir (Giines, 2016). AH degerinin
negatif olmasi (-102 kJ/mol) biyosorpsiyonun ekzotermik oldugunu ve adsorpsiyonun

disardan enerjiye ihtiya¢ duymadan kendiliginden gerceklestigini gostermektedir.
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3.9. Krom ve Kursun Uygulanan Bakterilerin SEM Goriintiileri

Bakterilerin Cr (25 mg/L) ve Pb (100 mg/L) uygulama 6ncesinde ve sonrasinda gekilen
SEM goriintiileri asagidadir. Hiicrelerin SEM goriintiileri Sekil 3.41-3.43’te verilmistir.
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Sekil 3.41. E. coli Jm109 susu SEM goriintiileri: Metal uygulanmamis (kontrol) E. coli Jm109 (a), Cr(VI) uygulanmis E. coli JIm109 (b), Pb

uygulanmis E. coli Jm109 (c), Kontrol E. coli JIm109 EDX analizi (d), Cr uygulanmis E. coli Jm109 EDX analizi (e), Pb uygulanmis E. coli
Jm109 EDX analizi (f)
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Sekil 3.42. MT2A susu SEM goriintiileri: Metal uygulanmamis (kontrol) MT2A (a), Cr(VI) uygulanmis MT2A (b), Pb uygulanmis MT2A (c),
Kontrol MT2A EDX analizi (d), Cr uygulanmis MT2A EDX analizi (e), Pb uygulanmis MT2A EDX analizi (f)
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Sekil 3.43. MT3 susu SEM goriintiileri: Metal uygulanmamig (kontrol) MT3 (a), Cr(VI) uygulanmis MT3 (b), Pb uygulanmis MT3 (c), Kontrol
MT3 EDX analizi (d), Cr uygulanmig MT3 EDX analizi (), Pb uygulanmigs MT3 EDX analizi (f)



111

Hiicrelerin SEM goriintiileri incelendiginde tim suglarda kontrol gruplarinin hiicre
yapisinin piiriizsiiz, basil yapida ve diizgiin oldugu gézlemlenmistir. E. coli Jm109 susuna
Cr uygulandiginda, hiicrelerin iist iiste geldigi ve yapisinda bozulmalar oldugu
goriilmiustiir (Sekil 3.41 (b)). Cr’ye maruz kaldiktan sonra MT2A hiicrelerin uzadigi, tist
iiste bindigi ve yigildigi hatta bazi hiicrelerin yiizeyinin 6nemli Ol¢iide dagildigi
gozlenmistir (Sekil 3.42 (b)). MT3 susuna Cr uygulandiktan sonra, hiicrelerde kopmalar
ve U¢ kisimlarinda kirtlmalar olusmustur (Sekil 3.43 (b-c)). E. coli Jm109’a Pb
uygulandiginda, hiicrelerin iist tiste geldigi goriilmiistiir (Sekil 3.41 (¢)). Benzer sekilde
Pb’ye maruz birakilan MT2A hiicrelerinin de {ist iiste geldigi ve sekillerinin bozuldugu
tespit edilmistir (Sekil 3.42 (c)). Pb uygulanan MT3 hiicrelerinin st liste geldigi, hiicre
uclarinda kirilmalar ve kopmalar oldugu gézlemlenmistir (Sekil 3.43 (¢)). Cr uygulanan
tim hiicrelerin EDX’lerinde Cr piklerinin oldugu, Pb uygulanan tiim hiicrelerin
EDX’lerinde ise Pb piklerinin oldugu belirlenmistir. Hiicrelerin kontrol gruplarinda bu
pikler gozlenmezken metal uygulanan gruplarda bu piklerin tespit edilmesi, hiicre
duvarinda Cr ve Pb birikimi oldugunu dogrulamaktadir (Sekil 3.41 (e-f), 3.42 (e-f), 3.43
(e-)). Bulgularimiza benzer sekilde, Cr uygulanan bakteri hiicrelerinde EDX piklerinin
hiicrelerin dis yiizeyinde adsorbe edilen veya ¢okeltilen Cr partikiillerinin oldugu hatta
Cr(VI)’nin Cr(III)’e indirgenmesi sonucu olusan Cr(OH)s ¢okeltisinin var olabilecegini

ifade eden ¢alismalar bulunmaktadir (Das vd., 2021; Zhu vd., 2008).

3.10. MT2A susunun STEM Gériintiileri

Hiicre iginde Cr birikimini belirlemek icin Cr gideriminde ve indirgenmesinde en etkili
olan MT2A susu kullanilmigtir. Sekil 3.44’te Cr iceren ve igermeyen LB’de biiyiitiilen
MT2A susunun STEM goriintiileri verilmistir.
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Sekil 3.44. MT2A STEM goriintiileri: Cr uygulanmayan hiicreler (kontrol) (a), 25 mg/L

Cr uygulanan hiicreler (b)

Cr uygulanan MT2A hiicrelerinin STEM goriintiilerinde, hiicre ig¢inde Cr birikimi
oldugunu gosteren siyah noktalarin olustugu tespit edilmis ancak kontrol grubunda bu
siyah noktalarin olmadigi gézlenmistir (Sekil 3.44 (a)). Sekil 3.45’te Pb uygulanmayan

ve Pb uygulanan MT3 hiicrelerinin STEM goriintiileri verilmistir.
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Sekil 3.45. MT3 hiicresinin STEM goriintiileri: Pb uygulanmayan hiicreler (kontrol) (a),
Pb uygulanan hiicreler (b)

Pb’nin hem sulu ¢ozeltilerden hem de gergek atiksudan gideriminde en etkili tiirtin MT3
olmasi nedeniyle, STEM goriintiileri sadece bu hiicrenin kontrolii (Pb uygulanmayan) ve

Pb’ye maruz birakilan hiicreleri i¢in alinmistir.



113

3.11. FTIR Analizi

Biyosorpsiyon prosesinde Cr ve Pb’nin baglanmasinda etkili olan fonksiyonel gruplari
tespit etmek i¢in, metal uygulanmamis kontrol hiicrelerinin ve metal uygulanan
hiicrelerin FTIR spektrumlart alinmistir ve piklerde dalgalanmalar oldugu goriilmiistiir.
Cr’nin indirgenmesinde ve giderilmesinde en etkili olan bakterinin MT2A olmasi
nedeniyle FTIR analizi sadece bu susun kontrol ve 25 mg/L Cr uygulanan 6rnegi igin
yapumistir. MT2A ve MT3 hiicrelerinin FTIR spektrumlart Sekil 3.46-3.47°de

verilmigtir.
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Sekil 3.46. MT2A kontrol ve Cr uygulanmis (25 mg/L) MT2A’nin FTIR spektrumu
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Sekil 3.47. MT3 kontrol ve Pb uygulanmis (100 mg/L) MT3’tin FTIR spektrumu



4. BOLUM

TARTISMA, SONUC ve ONERILER

4.1. Cr ve Pb’nin Hiicre Biiyiimesine Etkisi

Cr ve Pb konsantrasyonu arttik¢a hiicrelerin bitylime toleransinin azalmasi, bu metallerin
yiiksek konsantrasyonlarinin hiicreler tizerinde toksik etkisinin oldugunu gostermektedir.
Uygulanan konsantrasyonlar arttik¢a, bakterilerin Cr(\V1) indirgenme orani, Cr ve Pb’nin
biyolojik giderim kapasiteleri diismustiir. He ve arkadaslar1 (2009) c¢alismalarinda
Ochrobactrum sp. susuna uyguladiklart artan Cr konsantrasyonu ile birlikte Cr
toksisitesinin artmasi sonucunda hiicrelerin inhibe oldugunu rapor etmislerdir. Benzer
sekilde, B. anthracis (Xu vd., 2015) ve Microbacterium paraoxydans (Mishra vd., 2021)
suslarinin da metal konsantrasyonundaki artisa bagli olarak giderim verimlerinin azaldig:

tespit edilmistir.
4.2. MT2A ve MT3 Genlerinin Suslarin Cr ve Pb Giderim Oranlarina Etkisi

4.2.1. MT2A ve MT3 Genlerinin Suslarin Cr Giderim ve Cr(VI) indirgeme
Oranlarna Etkisi

Cr konsantrasyonlari arttik¢a, bakterilerin Cr giderme ve Cr(VI) indirgenme yiizdeleri
azalmaktadir ve suslar arasindaki fark onemli 6l¢iide artmaktadir. Bu baglamda yiiksek
metal stresi altinda suslar gelisebilse bile, stresli metabolik yolaklar ve hiicrelerin
biyolojik aktiviteleri Cr giderme ve Cr(VI) indirgenme kapasitelerini inhibe edebilir
(Zhang vd., 2012; Pan vd., 2014). Literatirde Cr(VI)’nin yabanil suslar tarafindan
sulardan ve sulu ¢6zeltilerden giderilmesine iligskin bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir (Zeng
vd., 2019; Li vd., 2019; Sathishkumar vd., 2017). Tan ve arkadaslar1 (2020), aritma tesisi
camurundan izole ettikleri Bacillus sp. CRB-B1 susunun 200 mg/L ve 300 mg/L
Cr(VI)’y1 sirastyla %86,2 ve %43,1 oraninda giderdigini, 300 mg/L’nin altindaki Cr
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konsantrasyonlarinda Cr’yi etkili bir sekilde indirgedigini ve artan konsantrasyonlarin
susun Cr(VI) indirgeme kapasitesini azalttigini tespit etmislerdir. Benzer sekilde Huang
ve arkadaslar1 (2021), yeni bir fakiiltatif anaerobik bakteri olan Sporosarcina saromensis
W5 susunun aerobik sistemde, 50 mg/L Cr(\V1)’yi tamamen giderdigini ve artan Cr(V1)
konsantrasyonlari ile birlikte giderim verimlerinin azaldigini belirlemislerdir. Bhagarava
ve Mishra (2018), bir deri endiistrisi atiksuyundan izole ettikleri Cellulosimicrobium sp.
susunun, 50 mg/L ve 100 mg/L Cr(VI)’yi 24 ve 96 saat sonunda siraryla %99 ve %97
oraninda indirgedigini belirlemislerdir. Bununla birlikte, 200 mg/L ve 300 mg/L Cr(VI)
konsantrasyonlarinin 96 saat sonunda sirasiyla %84 ve %62 oranlarinda indirgendigini
saptamiglardir. Bu arasgtirmalardan anlasildig1 iizere, Cr(VI) konsantrasyonu arttikca
indirgenme oraninin azaldigi agik bir sekilde goriilmektedir. Bu bulgular bu ¢alismay1
desteklemektedir. Bu ¢aligmada, Cr giderimi ve indirgemesi agisindan rekombinant tiirler
ile yabanil tiirler arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmustur (p < 0,05).
Tiim Cr konsantrasyonlar1 i¢in hem MT2A hem de MT3 suslarinda Cr giderim ve Cr(VI)
indirgeme oranlarinin E. coli Jm109’dan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.13-
3.15). Toplam Cr gideriminde oldugu gibi, Cr(VI) indirgemesinde de Cr konsantrasyonu
arttikca indirgeme orani azalmistir. Sonu¢ olarak hem Cr gideriminde hem de
indirgenmesinde tim Cr konsantrasyonlar1 i¢in en etkili susun MT2A oldugu
gosterilmistir. Literatiirde bu ¢aligmadaki bulgulara benzeyen rekombinant bakteriler ile
yapilan calismalar bulunmaktadir. Bir arastirmada, Serratia sp.’nin Cr(VI) direnci ile
iligkili ChrA, ChrB ve ChrAB genlerinin E. coli BL21’e klonlanmasi sonucunda elde
edilen rekombinant suglarla Cr(VI) giderimi arastirilmistir. Kontrol E. coli BL21 susuna
kiyasla, ChrA ve ChrAB genleri igceren rekombinant suslarin Cr(VI)’ya kars1 yiiksek
direng kazandirdig: tespit edilmistir. Ancak ChrB proteininin boyle bir 6zellige sahip
olmadig bildirilmistir (He vd., 2018). Pei ve ark., (2020), Cr(V1) gideriminde etkili olan
E-mcr ve E-gsr genlerini klonladiklar1 rekombinant suslarin, 300 uM Cr(VI)’y1 sirasiyla
%74,8 ve %87,3 oraninda giderdigini saptamislardir. Ancak, Cr(VI) konsantrasyonu 400
puM’dan 500 uM’a ¢ikarildiginda E-mcr ve E-gsr suslarinin Cr(VI) giderme verimlerinin
%77,6 - %52,2 arasinda oldugunu bulmuslardir. 600 uM Cr(VI) konsantrasyonunda ise
Cr(VI) giderme verimlerinin E-mcr’de %48,7’ye ve E-gsr’de %62,2’ye diistiigiinii rapor
etmislerdir. Sonu¢ olarak, artan Cr(VI) konsantrasyonuna paralel sekilde giderme
oranlarinda azalmalar oldugu rapor edilmistir. Wang ve arkadaslar1 (2021), E. coli’nin

hiicre yiizeyine Cr(l1l) adsorpsiyon proteinini (MerP) eksprese etmisler ve ardindan
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Cr(IIT) adsorpsiyonunu kolaylastirmak i¢in onu bir manyetik pellet sistemi ile
birlestirmislerdir. Elde edilen E. coli M-BL21 susunun, 2,38 mmol/g Cr(l11)’yi absorbe

ettigini gézlemlemislerdir.

4.2.2. MT2A ve MT3 Genlerinin Suslarin Pb Giderim Oranlarima EtKisi

Bu ¢alismada, suslarin Cr giderme ve Cr(VI) indirgenme oranlarina benzer sekilde Pb
giderim oranlarinin Pb konsantrasyonu arttikga azaldig: tespit edilmistir. Hiicrelerin en
yiiksek Pb konsantrasyonundaki (100 mg/L) Pb giderim oranlari: MT3 > MT2A > E. coli
Jm109. Calismada tiim Pb konsantrasyonlarinda en yiiksek Pb gideriminin MT3 susunda
oldugu tespit edilmistir (Sekil 3.17). Pb’nin mikrobiyal biyobirikim kapasitesi ile ilgili
benzer ¢aligmalar literatiirde bulunmaktadir. Bu baglamda, Pseudomonas BC15 (Sharma
ve Shukla, 2021), Enterobacter sp. J1 (Raja vd., 2006) ve B. cereus BPS9’un (Lu vd.,
2006) Pb’yi sirasiyla %65, %75 ve %78 oranlarinda biriktirdigi rapor edilmistir.
Literatiirde yabanil tiirler disinda, farkli MT genleri klonlanmis bakterilerle sulu
cozeltilerden Pb giderim ¢alismalar1 da bulunmaktadir. Ornegin, bir calismada Pb’nin
musir MT1 geni klonlanan E. coli BL21 susuna kontrol susundan daha yiiksek baglanma
affinitesine sahip oldugu bildirilmistir (Duan vd., 2018). Benzer bir ¢alismada, tip 2 piring
MT (GST-OsMTI-2b) geni klonlanan rekombinant E. coli DE3 susunun kontrole gore
daha fazla Pb biriktirdigi ve bu metale kars1 daha yiiksek toleransa sahip oldugu rapor
edilmistir (Pirzadeh ve Shahpiri, 2016). Keshav ve ark (2019) tarafindan Cupriavidus
metallidurans CH34’tin pbrD geni E. coli BL21 (DE3) bakterisine klonlanmistir.
Rekombinant susun 0,05 uM Pb’yi %99,7 oraninda giderdigi saptanmistir. Bagka bir
caligmada ise ZraS/ZraR iki bilesenli hiicre disi Pb ve Zn algilama ve giderme
sistemlerinin aktarildig1 E. coli susunun 1 mM Pb’yi %48,6 oraninda giderdigi ve 1 gr
kuru hiicre basina 487 pumol Pb’nin hiicre yiizeyinde baglandigi tespit edilmistir
(Maruthamuthu vd., 2015). Shehata ve Yamazaki (2018), Cupriavidus metallidurans
CH34 susunun Pb baglayan PbrR genini ve Synechoccocus susunun SmtB MT genini E.
coli’ye ekprese etmiglerdir. Is1 uygulanmis 6li rekombinant E. coli (PbrR/SmtB-AT)
biyosorbentinin, 100 mg/L Pb’yi %77 oraninda (12 saat sonunda) giderdigi ve kuru hiicre
basina 31,8 mg Pb’nin baglandigi rapor edilmistir. Bu ¢aligsmalar yabanil suslardan ziyade
rekombinant suslar tarafindan sulu ¢ozeltilerden daha fazla Cr ve Pb giderimi yapildigina
dair bu galismadaki bulgular1 desteklemektedir. Ancak metal giderme etkinligi, kullanilan

bakteri tiirtine, klonlanan genin Ozelliklerine, uygulama siiresine, baslangic metal
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konsantrasyonuna ve ortamin ¢evresel kosullarma (pH, sicaklik vb.) gore degismektedir

(Fernandez vd., 2018).

4.3. Ortam Cevresel Kosullarimin Cr ve Pb Biyosorpsiyonu Uzerine Etkileri

4.3.1. pH’min Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi

Cozeltinin pH’s1 Cr biyosorpsiyonunu Onemli 0Ol¢iide etkilemektedir. pH, hiicre
yiizeyindeki iyonlagsma derecesini ve metal c¢ozeltisinin kimyasini etkilemektedir
(Ghoneim vd., 2014). Metal iyonlar1 ve fenolik hidroksil fonksiyonel gruplar arasindaki
koordinasyon baglar1 ve biyokiitle yiizeyindeki diger iyon baglayan bolgeler hafif asidik
cozeltilerde (pH 3-5) olduk¢a zayif oldugundan, sorpsiyon kapasitesi artan pH ile azalir
(Argun vd., 2007). Literatiirde bu konuda yapilan g¢alismalar incelendiginde, diisiik
pH’nin Cr biyosorpsiyonunu arttirdig1 sonucuna varilabilir. Yang ve arkadaslar1 (2020),
bakteriyel alg aerobik graniiler camurunun diisiik pH’larda daha yiiksek biyosorpsiyon
verimine sahip oldugunu ileri siirmiislerdir. Bir ¢alismada, pH 1 ve pH 2’nin Cr(VI)’nin
Cr(lII)’e indirgenmesi i¢in uygun oldugu tespit edilmis, ancak pH 1’de biyokiitlenin
biiyiik olasilikla tamamen protonlanarak, katyon ile katyon arasindaki yiiklerin birbirini
itmesi nedeniyle Cr(III)’e olan yiizeydeki affinitenin sinirlandigi bildirilmistir. Ayrica pH
2’de biyokiitledeki protonlagsmanin daha diisiik derecede meydana gelebilecegi ve hiicre
yiizeyinin Cr’yi baglamak igin yeterli negatif yiike sahip olacag: rapor edilmistir (Silva
vd., 2009). Bir diger ¢alismada, olii B. salmalaya 139SI susunun en yiiksek Cr(VI)
biyosorpsiyon oraninin pH 3’te oldugu saptanmigtir (Dadrasnia vd., 2015). Bu calismada
Sekil 3.19 incelendiginde, pH artisi ile birlikte Cr gideriminin azaldigi gériilmektedir. En
yiiksek Cr gideriminin, pH 2’de %80 oraninda oldugu bulunmustur. Ancak artan pH ile
bu oranin yaklasik 8 kat azaldig1 tespit edilmistir. Bu baglamda ortamin pH’s1 azaldik¢a
biyokiitle ylizeyinde bulunan fonksiyonel gruplar pozitif yiiklenmektedir. Cr(VI), pH 1-
6 arasindaki ¢ozeltilerde Cr072 (dikromat) ve HCrOs (hidrojen kromat) seklinde
anyonik halde bulunur. Diisiik pH’da biyokiitlenin pozitif yiikli gruplar tarafindan bu
anyonik Cr formlar1 biyosorbe edilir (Vinodhini ve Das, 2009). Calismada, diisiik pH’da
MT2A biyosorbentinin yiizeyinin protonlanmasi, ortamdaki Cr.07 ve HCrO4 anyonik

iyonlarinin biyosorbente daha fazla baglanmasina yol a¢tig1 gdzlemlenmistir.
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4.3.2. Sicakhigin Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi

Metal biyosorpsiyonunda sicaklik, diger fizikokimyasal faktorlerin etkisiyle
karsilastirildiginda daha az Onemlidir. Ciinkii biyosorpsiyonun enerjiden bagimsiz
mekanizmalar olarak sicakliktan daha az etkilenmesi beklenir (Ozdemir vd., 2009).
Literatiirde bu konuda yapilmis ¢alismalar mevcuttur. Sar1 ve Tuzen (2008) yiiriittiikleri
calismada, C. Virgatum ile Cr biyosorpsiyonunun en iyi 25 °C’de gergeklestigini, sicaklik
artis1 ile birlikte biyosorpsiyonun azaldigin1 rapor etmiglerdir. Bir c¢alismada,
Synechocystis sp. biyokiitlesinin Cr(VI1)’y1 maksimum 25 °C’de biyosorbe ettigi tespit
edilmistir (Oztiirk, 2008). Dadrasnia ve ark. (2015) tarafindan, B. salmalaya 139SI
susunun Cr(VI) biyosorpsiyonunun en yiiksek 25 °C’de gerceklestigi rapor edilmistir.
Literatiirde bu konuda yapilan g¢alismalar ile bu c¢alismadaki bulgular uyumludur
(Masoudzadeh vd., 2011; Khadivinia vd., 2014). Sekil 3.20 incelendiginde, MT2A
biyosorbentinin en yiiksek Cr biyosorpsiyon kapasitesinin 25 °C’de %77 oraninda oldugu
tespit edilmistir. Ayrica sicaklik artis1 ile birlikte Cr biyosorpsiyon oraninin azaldig

gbzlemlenmistir.

4.3.3. Temas Siiresinin Cr Biyosorpsiyonuna EtkKisi

Metallerin biyosorpsiyonunda en o6nemli parametrelerden biri de temas siiresidir.
Biyosorpsiyon baglangigta temas siiresi ile birlikte lineer olarak artar ancak optimum
temas siiresinden sonra biyosorbent doyum noktasina ulasir ve metal baglanma oraninda
azalmalar gergeklesir. Biyosorbentlerin doyum noktasina ulasmasi, metalin 6zelliklerine,
mikroorganizmanin tiiriine ve yiizeyindeki baglanma bdlgelerine gore degismektedir
(Kumar vd., 2007). Oztiirk (2008) tez calismasinda, Synechocystis sp. BASO670 6lii
biyokiitlesinin Cr(VI) biyosorpsiyonunun ilk 40 dakika boyunca arttigini, 60. dakikada
itibaren sabitlendigini ileri siirmiistiir. Sekil 3.21 incelendiginde, MT2A biyosorbentinin
Cr biyosorpsiyon oraninin 40. dakikaya kadar arttigi, ancak 60. dakika en yiiksek
kapasiteye (100 mg/L Cr’nin %70’ini giderdigi) ulastig1 tespit edilmistir. Bu nedenle

optimum temas siiresi 60 dakika olarak belirlenmistir.

4.3.4. Biyosorbent Konsantrasyonunun Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi

Cr biyosorpsiyonu iizerine MT2A biyosorbent konsantrasyonunun etkisi arastirilirken
0,05-0,2 g olii biyokiitle konsantrasyonlar1 kullanilmigtir. Bu etkiyi anlamak i¢in Sekil

3.22’ye bakilirsa, Cr biyosorpsiyon veriminin biyokiitle konsantrasyonu 0,1 gr’a ulasana
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kadar lineer olarak arttig1 ancak bu konsantrasyondan sonra giderim veriminde 6nemli bir
degisiklik olmadigi tespit edilmistir. Ayrica 0,1 g biyosorbent konsantrasyonundan sonra
biyosorpsiyonun dengeye ulasarak sabitlendigi gbzlemlenmistir.  Biyosorbent
konsantrasyonunun artmasi baglanma bolgelerinin iist {iste gelmesine veya agregasyon
olmasina neden olur. Boylece biyosorbent doygunluga ulasir ve giderim verimi sabitlenir
(Karthikeyan vd., 2007). Bir ¢alismada temas siiresinin ilk dakikalarinda, artan Bacillus
sp. BZ-1 biyokiitle konsantrasyonunun Cr adsorpsiyon hizim1 Onemli Olgiide
arttirabilecegi ileri stiriilmiistiir. Ancak, 40 g/L biyokiitle konsantrasyonuna ulasildiginda
adsorpsiyon oraninin (%94) maksimum seviyeye gelerek sabitlendigi saptanmistir (Ren
vd., 2015). Ekmekyapar ve arkadaslar1 (2006), yiiksek biyokiitle konsantrasyonlarinin
etkin adsorpsiyon alaninin azalmasina ve biyosorpsiyon sirasinda ¢okelme olusumuna
neden olabilecegini rapor etmislerdir. Ayrica adsorpsiyon orani sabitlendikten sonra,
biyokiitle konsantrasyonunda yapilan artiglarin adsorpsiyonun azalmasina neden

oldugunu ileri stirmiislerdir.

4.3.5. Baslangi¢c Cr Konsantrasyonunun Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi

Metallerin  biyosorbentlere baglanmasi, metalin tiirline ve konsantrasyonuna,
biyosorbentin tiirline, 6zelliklerine ve yapisina (metal baglayan fonksiyonel gruplar,
metal baglayici proteinler vb.), ortam kosullarina (pH, sicaklik, temas siiresi) bagl olarak
degisiklik gostermektedir (Oztiirk, 2008). Sekil 3.23 incelendiginde, Cr konsantrasyonu
arttik¢a biyosorpsiyon veriminde azalmalar oldugu gézlemlenmistir. Ancak adsorpsiyon
kapasitesinin 150 mg/L Cr’ye kadar lineer olarak arttigi daha yiiksek konsantrasyonlarda
artig oraninin azalarak dengeye ulastigi tespit edilmistir. Bu baglamda biyosorpsiyon ve
adsorpsiyon prosesleri igin optimum Cr konsantrasyonu 150 mg/L olarak belirlenmistir.
Bermudez ve arkadaslar1 (2012) tarafindan biyokiitle ylizeyinin smirli baglanma
bolgelerine sahip oldugu ve bu bolgelerde adsorpsiyon tamamlandiktan sonra daha fazla
Cr aliminin miimkiin olmadig1 saptanmistir. Ayrica Cr konsantrasyonu 10 mg/L’den 50
mg/L’ye ¢ikarildiginda S. Muticum’un adsorpsiyon kapasitesinin 14,5’ten 50,7 mg/g’ye
yiikseldigi rapor edilmistir. Hiicrelerde sinirli sayida baglanma bolgesi bulundugundan,
adsorpsiyon kapasitesi, daha yiiksek metal iyonu konsantrasyonlarinda doygunluk
gosterebilir. Bu duruma yiiksek konsatrasyondaki Cr iyonlarinin biyosorbente baglanmak
icin birbiri ile rekabete girmesi neden olabilir (Rezaei, 2016). Cozeltideki Cr sayisi,

biyokiitle yiizeyindeki adsorpsiyon bolgelerine esit oldugunda maksimum adsorpsiyon
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kapasitesine ulasilir (Zhang vd., 2020). Yu ve arkadaslari (2003), yiiksek metal
konsantrasyonlarinda mevcut biyosorpsiyon bolgelerinin daha az sayida yer aldigini ve
metal iyonlarinin giderim yiizdelerinin baslangi¢c konsantrasyonuna bagli oldugunu ileri
stirmislerdir. Dadrasnia ve arkadaslar1 (2015) yapmis olduklar1 ¢alismada, B. salmaya
susunun 50 mg/L Cr’yi %92 oraninda giderdigini ve 1 gr kuru hiicre basina 46 mg Cr’yi
bagladigin1 bildirmislerdir. Bir diger ¢alismada, Morganella morganii biyokiitlesinin
50,1; 78,5 ve 97,5 mg/L Cr’yi sirasiyla %83,4; 69,4 ve %54 oraninda giderdigi tespit
edilmistir. Ayrica 3 saatlik temas siiresi sonunda uygulanan bu Cr konsantrasyonlarinin
adsorpsiyon kapasitelerinin sirastyla, 21,3 mg/g; 25 mg/g ve 23 mg/g oldugu saptanmistir
(Ergiil Ulger vd., 2014). Sultan ve ark (2012), B. cereus, B. pumilis ve P. agglomerans
olii biyokiitlelerinin 50 mg/L Cr’yi sirastyla, %90; %89 ve %85 oraninda giderdigini
bulmuslardir. Bu biyokiitlelerin 2 saatlik temas siiresi sonunda adsorpsiyon kapasitelerini
sirasiyla, 11,3 mg/g; 11,2 mg/g ve 10,7 mg/g bulmuslardir. Tez ¢alismasinda, MT2A
biyosorbentinin 1 saatlik temas siiresi sonunda 50, 100, 150, 200, 225 ve 250 mg/L Cr’nin
giderim oranlar1 sirasiyla, %92, %85, %81, %62, %56 ve %50 olarak bulunmustur.
Ayrica MT2A biyosorbentinin bu konsantrasyonlardaki adsorpsiyon kapasiteleleri
sirastyla, 461 mg Cr/g biyokiitle, 84,643 mg Cr/g biyokiitle, 121,5+3 mg Cr/g biyokiitle,
12442 mg Cr/g biyokiitle, 124,9+2 mg Cr/g biyokiitle ve 125,143 mg Cr/g biyokiitle
olarak belirlenmistir (Sekil 3.23). Literatiirdeki benzer ¢alismalar ile bu ¢alismadaki
bulgular kiyaslandiginda temas siiresinin kisa, biyosorpsiyon ve adsorpsiyon
kapasitesitelerinin yiiksek olmast MT2A biyosorbentinin Cr gideriminde oldukga

avantajli oldugunu gostermektedir.

4.4. Ortam Cevresel Kosullarinin Pb Biyosorpsiyonu Uzerine Etkileri

4.4.1. pH’nin Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi

pH, metallerin ¢ozlniirligini ve biyokiitlenin hiicre duvarlarindaki fonksiyonel
gruplarii etkileyen en Onemli parametrelerden biridir. Bakteri hiicre duvarindaki
karboksil (-COOH), hidroksil (OH"), siilfit (S) ve fosfat (PO4®) gibi fonksiyonel gruplar
pH 4’iin altinda pozitif yiiklenir. Bu durumda Pb*? iyonlari, biyokiitle yiizeyine
baglanmak i¢in ortamdaki H* iyonlari ile yarisa girer ve Pb adsorpsiyon oraninin
azalmasia neden olur (Arief vd., 2008). Bu olay, Pb katyonik tiirleri ile bakteri hiicre

yiizeyinde bulunan anyonik ligandlar arasindaki giiglii elektrostatik ¢ekim kuvveti
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sonucunda gergeklesmektedir (Mohapatra vd., 2019). Artan pH ile biyokiitle yiizeyindeki
fonksiyonel gruplar iyonlasir ve biyosorpsiyon orani artar (Ren vd., 2015). Ote yandan
alkali pH’larda (> 7) Pb, kursun (II) hidroksit (Pb(OH)2) formunda ¢oker ve kursun
hidroksit Pb(OH)*, Pb(II) sorpsiyon veriminin azalmasina neden olur (Ren vd., 2015). Bu
nedenle ¢ok yiiksek pH’lar Pb giderimi i¢in uygun degildir. Bacillus sp. PZ biyokiitlesi
kullanilarak Pb gideriminin yapildig bir ¢alismada, en yiiksek Pb biyosorpsiyon oraninin
pH 5’te oldugu rapor edilmistir (Ren vd., 2015). Shehata ve Yamazaki (2018),
rekombinant E.coli (PbrR/SmtB-AT) biyokiitlesinin en yiiksek Pb gideriminin pH 6’da
gerceklestigini tespit etmislerdir. Bu konuda yapilan galismalar, bu tez ¢alismasinda elde
edilen bulgular1 desteklemektedir. Calismada, MT3 biyosorbentinin maksimum Pb

biyosorpsiyon oranina (%83) pH 5°te ulastig1 tespit edilmistir.

4.4.2. Sicakhigin Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi

Sicaklik, reaksiyonun ekzotermik veya endotermik olmasina bagli olarak adsorbat
(kirletici madde) denge kapasitesini etkilemektedir (Al-Qodah, 2006). Sicakligin Pb
biyosorpsiyonu lizerindeki etkisini gormek icin Sekil 3.25 incelendiginde, sicakligin 25
°C’den 30 °C’ye ¢ikarildiginda en yiiksek Pb giderim kapasitesine (%79) ulasildigi tespit
edilmistir. Daha yiiksek sicakliklarda ise Pb biyosorpsiyon veriminin azaldigi
goriilmiistiir. Sicaklik artis1 ile birlikte Pb biyosorpsiyonunun azalmasi biyosorpsiyonun
ekzotermik oldugu anlammna gelir. Bu durum, artan sicakliklarin Van der Waals
kuvvetlerini azaltmasindan kaynaklaniyor olabilir (Kayacan, 2007). Rekombinant E. coli
(PbrR/SmtB-AT) biyokiitlesi ile Pb biyosorpsiyonunun yapildigi bir ¢alismada, diisiik
sicakliklarda biyosorpsiyon kapasitesinde azalmalar oldugu rapor edilmistir (Shehata ve
Yamazaki, 2018). Puranik ve Paknikar (1999) sicaklik artiginin, Citrobacter MCM B-181
biyokiitlesinin Pb*?, Cd*? ve Zn*? gibi metal iyonlarinin biyosorpsiyon veriminde
azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir. Bu baglamda, yiiksek sicakliklarin biyosorbent
yizeyinde bulunan fonksiyonel metal baglama boélgelerine zarar verdigini rapor
etmiglerdir. Bir ¢alismada ise Cr(VI), Pb ve Cd’nin Staphylococcus saprophyticusi
tarafindan baglanmasi igin 20 °C ila 35 °C’nin uygun oldugu bildirilmistir (ilhan vd.,
2004). Oves ve arkadaslar1 (2013), 20 °C—35 °C sicaklik araliginda Pb, Cu ve Cd’nin B.
thuringiensis OSM29 tarafindan yiiksek verimde giderildigini belirtmislerdir. Bu bilgiler
1s181nda, yiiksek sicakliklarin biyosorbent yiizeyine zarar vererek biyosorpsiyon oranini

diisiirdligii sonucuna varilabilir.
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4.4.3. Temas Siiresinin Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi

Calismada, MT3 biyosorbentinin farkli temas siirelerindeki (20-240 dakika) Pb
biyosorpsiyon oranlari arastirilmistir. Zamana bagh olarak Pb biyosorpsiyonunun, en
yiiksek 120. dakikada (%78) oldugu ve bu siireden sonra dengeye ulasarak Pb
gideriminde kayda deger bir degisiklik olmadigi tespit edilmistir (Sekil 3.26).
Biyosorpsiyon hizinin, sabit bir metal konsantrasyonuna ulastiktan sonra azaldigi
goriilmiistiir. Metal alimindaki bu degisiklikler baslangicta biyosorbent yiizeyindeki
baglanma bolgelerinin bos olmasi ve ¢oziinen konsantrasyonunun yiiksek olmasindan
kaynaklanabilir (Wierzba ve Latala, 2010). 120. dakikadan sonra bakteri hiicre duvarinda
az sayida yilizey aktif bolge kalmasi nedeniyle Pb alimi1 neredeyse degismemis ve

biyosorpsiyonun dengeye ulastigi gozlemlenmistir.

4.4.4. Biyosorbent Konsantrasyonunun Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi

Biyosorbent konsantrasyonu agir metallerin biyosorpsiyon siirecini etkileyen 6nemli
parametrelerden biridir. Biyosorbent konsantrasyonunun artmasi agir metallerin
baglanmasinda etkili olan baglanma bdlgelerinin sayisini arttirarak biyosorpsiyon
verimini arttirabilir. Ancak biyosorpsiyon hizi belirli bir limit degere kadar artar, bundan
sonra biyokiitle miktarindaki artigla birlikte azalir. Dengeye ulasildiginda diisiik biyokiitle
konsantrasyonu, yiiksek biyokiitle konsantrasyonundan daha fazla metal iyonunu baglar
(Rani vd., 2010). Ayrica yiiksek biyokiitle etkin adsorpsiyon alanini azaltarak ¢okelti
olusumuna neden olabilir (Ekmekyapar vd., 2006). Bu nedenle yiiksek biyokiitle
konsantrasyonu metallerin biyosorbent yiizeyine baglanmasini engeller. Biyosorpsiyon
uygulamalarinda yiiksek biyokiitle konsantrasyonlar1 biyokiitle {iiretim maliyetini
arttirmaktadir. Ekonomik agidan da optimum konsantrasyonun belirlenmesi esastir
(Priyadarshanee ve Das, 2021). Sekil 3.27 incelendiginde, MT3’iin en yiiksek Pb
biyosorpsiyon verimi (%78) 0,2 g biyosorbent kullanildiginda tespit edilmistir. Daha
yiiksek biyosorbent konsantrasyonlarinda, biyosorpsiyon hizinda kayda deger bir
degisiklik olmadigi goriilmiistiir. Benzer durum, Staphylococcus xylosus (Aryal vd.,
2010) ve Mesorhizobium amorphae biyokiitlesinde (Xie vd., 2013) gézlemlenmistir.

4.4.5. Baslangic Pb Konsantrasyonunun Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi

Bu tez calismasinda artan Pb konsantrasyonu ile birlikte biyosorpsiyon oraninin azaldigi

tespit edilmistir. Ancak Sekil 3.28 incelendiginde, artan Pb konsantrasyonlarinda
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biyosorbentin adsorpsiyon kapasitesinin arttigit ve daha sonra dengeye ulastig
gozlemlenmistir. Tez calismasinda, MT3 biyosorbentinin 2 saatlik temas siiresi sonunda,
50, 100, 150 ve 200 mg/L Pb konsantrayonlarinda biyosorpsiyon oranlari sirastyla, %90,
%85, %61 ve %48 olarak bulunmustur. MT3 biyosorbentinin bu Pb konsantrasyonlari
icin Pb adsorpsiyon kapasitesi sirastyla; 22,5+1 mg/g, 42,5+1 mg/g, 46+£2 mg/g ve 48+2
mg/g olarak belirlenmistir. Bu konuda literatiirde ¢calismalar mevcuttur. Wierzba ve Lata
(2010), baslangi¢ Pb konsantrasyonunu 50 mg/L’den 300 mg/L’ye ¢ikardiklarinda, P.
fluorescens ve B. pumilus 6li biyokiitlelerinin adsorpsiyon kapasitelerinin sirasiyla 22
mg/g’dan 48 mg/g’a ve 31 mg/g’dan 53 mg/g’a ¢iktigini tespit etmiglerdir. Wang ve Chen
(2009), metal konsantrasyonunun azalmastyla biyosorpsiyon hizinin arttigini ve yiiksek
metal konsantrasyonlarinin metal giderim hizinda 6nemli derecede azalmaya neden
oldugunu rapor etmislerdir. Jin ve arkadaslar1 (2016), Pb konsantrasyonunu 80 mg/L’den
109 mg/L’ye ¢ikardiklarinda, Arthrobacter sp. 25’in adsorpsiyon kapasitesinin kademeli
olarak arttigmi ve 109 mg/L’den daha yiiksek konsantrasyonlarda adsorpsiyonun
azaldigimm rapor etmislerdir. Bagka bir calismada, 100 mg/L Pb’ye maruz birakilan
Arthrobactor GQ-9’un maksimum Pb adsorpsiyon ve biyorpsiyon kapasiteleri sirasiyla,
17,6 mg Pb/g kuru hiicre ve %21,6 olarak bulunmustur. Calismada sonug olarak, artan Pb
konsantrasyonlarinin rekabet¢i adsorpsiyona ve yetersiz adsorpsiyon bolgelerine neden
olarak biyosorpsiyon oraninda azalmaya yol agtig1 ileri stirtilmistiir (Wang vd., 2018).
Literatiirde rekombinant biyokiitleler ile Pb biyosorpsiyonunun yapildigi ¢aligmalar da
bulunmaktadir. Shehata ve Yamazaki (2018), PbrR-SmtB-AT genlerini igeren
rekombinant E. coli 6lii biyokiitlesinin 12 saat temas siiresi sonunda 100 mg/L Pb’nin
%77’sini giderdigini ve 1 gram kuru biyokiitlenin 40 mg Pb’yi bagladigini bildirmislerdir.
Kao ve arkadaslar1 (2006), memeli ve balik MT genlerini klonladiklar1 rekombinant
susun, 4 saat sonunda, Pb adsorpsiyon kapasitesinin 40 mg Pb/g kuru hiicre ve
biyosorpsiyon oraninin %98 oldugunu belirlemislerdir. Bu tez ¢alismasinda sonug olarak,
rekombinant ve yabanil biyosorbentlerin kullanildig: literatiirdeki ¢alismalara kiyasla,
MTS3 biyosorbentinin Pb biyosorpsiyon siiresinin kisa olmasi, giderim oranimnin yiiksek

olmas1 ve maliyetinin diisiik olmas1 6nemli avantajlar1 oldugu goriilmiistiir.

4.5. MT2A ve MT3 Biyosorbentlerinin Tekrar Kullanilabilirligi

Biyosorpsiyon orani ilk dongiilerde yiiksek olup dongii sayis1 arttikca kademeli olarak

azalmaktadir. Bu durum, metal baglama bolgeleri ile iligkilendirilebilir. Biyosorbentin
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tercih edilmesini, hizli metal adsorpsiyonu, kolay desorpsiyon, biyosorbentin maliyeti ve
yeniden kullanilabilirlik yetenekleri etkilemektedir. Adsorbanlarin malzeme maliyetini
azaltmak i¢in desorpsiyon ve yeniden kullanilabilirlik en o©nemli faktorlerdir.
Biyosorpsiyon/desorpsiyon dongiileri, MT2A ve MT3 biyosorbentlerinin yeniden
kullanilabilirligini incelemek i¢in art arda 5 kez gerceklestirilmigtir. Sekil 3.29
incelendiginde, MT2A biyosorbentinin 5 ardisik biyosorpsiyon/desorpsiyon dongiisiinii
yiiksek performansta gerceklestirdigi saptanmustir. Son dongiide, ilk dongiiye kiyasla
biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranlarinin sirasiyla 1,4 ve 1,8 kat azaldigi tespit edilmistir.
Art arda yapilan biyosorpsiyon/desorpsiyon dongiilerinden sonra bu oranlarin azalmasi
beklenen bir durumdur. Benzer durumlar literatiir calismalarinda da tespit edilmistir.
Bazzazzadeh ve arkadaslar1 (2020), HNO3z desorpsiyon ¢ozeltisi ile siispanse ettikleri S.
tenerrimum  biyokiitlesinin  absorpsiyon/desorpsiyon  dongiisiiniin 5  Kkere
tekrarlanabilecegini saptamislardir. Bir baska c¢alismada, Leiotrametes flavida
biyokiitlesinin optimum kosullarda Cr(VI)’y1 %72,4 oraninda adsorbe ettigini rapor
etmislerdir. Biyokiitle 1M NaOH ile desorbe edildikten sonra Cr(VI)’nin adsorpsiyon
oranlarin1 birinci, ikinci ve tg¢iincii dongii sonunda sirastyla %60, %45 ve %30 olarak
bulmuslardir. Tekrarlanan kullanimlarda adsorpsiyondaki azalmalarin alkali kosullar
altinda desorbe edilmeyen biyokiitlenin fonksiyonel gruplarina sikica baglanan Cr
iyonlarindan kaynaklanabilecegi sonucuna varilmistir (Antony vd., 2020). Pb’nin MT3
biyosorbenti biyosorpsiyon/desorpsiyon dongiisiinii incelemek i¢in Sekil 3.30’a
bakildiginda, bu dongiliniin 4 defa art arda etkili bir sekilde gergeklesebilecegi
belirlenmistir. Ancak artan dongii sayisina paralel olarak biyosorpsiyon ve desorpsiyon
oranlarinin azaldig1 tespit edilmistir. 4 dongii sonunda, ilk dongiiye kiyasla biyosorpsiyon
ve desorpsiyon oranlarinin sirasiyla 1,5 ve 1,8 kat azaldig1 gozlemlenmistir. Desorpsiyon
(rejenerasyon) isleminin ardindan biyosorpsiyon kapasitelerindeki azalmaya biyosorbent
kaybi, biyosorbentin yapisal hasar1 ve metal kompleksi tarafindan baglanma bélgelerinin

tikanmas1 gibi ¢esitli faktorler neden olabilir (Huang ve Liu, 2013).

4.6. Adsorpsiyon izotermleri

Calismada Cr ve Pb’nin yaygin olarak kullanilan Langmuir ve Freundlich izoterm
modellerine uygunlugu arastirilmigtir. Cr ve Pb’nin adsorpsiyon izotermlerinin
korelasyon (R?) degerleri incelendiginde, her iki metalin de Langmuir izoterm modeline

daha uygun oldugu gézlemlenmistir (Tablo 3.2-3.3). Bu da Cr ve Pb adsorpsiyonunun tek
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katmanli ve homojen biyosorbent yilizeyinde gergeklestigi anlamina gelmektedir. Bu
calismadaki bulgular benzer sekilde Aeromonas caviae (Loukidou vd., 2004), Laminaria
japonica (Wang vd., 2008) ve Pseudomonas sp (Ziagova vd., 2007) biyosorbentleri ile
Cr adsorpsiyonunun Langmuir izoterm modeline uygun oldugunu gosteren calismalar
mevcuttur. Cr i¢in, Langmuir izoterm modelinde R boyutsuz tersinirlik degerleri; 0,02-
0,1 arasinda olmasi (R degerlerinin O ile 1 arasinda olmasi) Langmuir izoterm modeline

uygun oldugunu dogrulamaktadir. Tablo 4.1’de Cr ve Pb’nin boyutsuz bir katsay1 olan

Metal Baslangic Metal RL Degerlendirme RL
Konsantrasyonu (mg/L) degerleri
50 0,11
100 0,05
Cr 150 0,04 Elverisli
200 0,03
250 0,02
50 0,08
100 0,04
Pb 150 0,03 Elverisli
200 0,02
verilmistir.

Tablo 4.1. Biyosorpsiyonun Ri degerlerine gore degerlendirilmesi
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Tablo 4.1 incelendiginde, Cr ve Pb’nin biitiin baglangic konsantrasyonlarinin Rp
degerlerinin 0-1 arasinda oldugu tespit edilmistir. Bu araliktaki R| degerleri adsorpsiyona
elverisli oldugunu gostermektedir (Al-Ghouti ve Daana, 2020). Langmuir modeli
kullanilarak tahmin edilen Cr’nin gm (maksimum biyosorpsiyon kapasitesi) 133,33 mg/g
iken, biyosorpsiyon deneylerinde en yiiksek Cr biyosorpsiyon kapasitesi 125,1 mg/g
bulunmustur. Tablo 3.3 incelendiginde, Langmuir izoterm modelinde Pb’nin hesaplanan
gm degeri 50 mg/g iken, deneysel Pb biyosorpsiyon kapasitesi 48 mg/g bulunmustur.
Tunali Akar ve arkadaslar1 (2009), Symphoricarpus albus tarafindan Pb’nin
biyosorpsiyon verilerinin Langmuir izotermine daha iyi uydugunu ve tek tabakali
maksimum biyosorpsiyon kapasitesinin 15 °C’de 46,4 mg/g oldugunu tespit etmislerdir.
Bir diger ¢alismada Pb biyosorpsiyonunun Chelatococcus sp. biyokiitlesinde tek tabakali
olarak gerceklestigi ve Langmuir izoterm modeline daha ¢ok uydugu rapor edilmistir
(Chintalpudi vd., 2021). Cr ve Pb adsorpsiyonunda deneyde elde edilen veriler ile
Langmuir modeline gore hesaplanan gm degerlerinin birbirine yakin olmasi yapilan
deneylerin dogrulugunu gdstermektedir. Sonug olarak, Cr ve Pb’nin Langmuir izoterm

modeline daha elverisli oldugu ve daha iyi aciklanabildigi tespit edilmistir.

4.7. Adsorpsiyon Kinetigi

Cr ve Pb biyosorpsiyonlarmin Kinetiklerini incelemek igin yalanci birinci dereceden ve
yalanci ikinci dereceden kinetik modelleri kullanilmistir. Tablo 3.5 ve Tablo 3.6
incelendiginde, her iki metalin R? degerlerinin yalanci birinci dereceden kinetik modele
daha uygun oldugu gézlemlenmistir. Cr ve Pb i¢in kinetik modeller kullanarak hesaplanan
Qe degerleri ile deneyler sonucunda belirlenen qe degerlerinin yalanci birinci dereceden
kinetik modelde birbirlerine yakin oldugu goriilmiistir (Tablo 3.5-3.6). Bu baglamda Cr ve
Pb biyosorpsiyonlarinin yalanci birinci dereceden kinetige daha uygun oldugu ve bu
model kullanilarak daha iyi agiklanabilecegi sonucuna varilmigtir. Paul ve arkadaslari
(2012), Acinetobacter junii biyosorbentinin Cr(VI) adsorpsiyonunun yalanci birinci
dereceden kinetik modele uydugunu bildirmistir. Benzer gozlem P. aeruginosa PU21
biyosorbenti ile Pb adsorpsiyonunda da tespit edilmistir (Lin ve Lai, 2006).

4.8. Adsorpsiyon Termodinamigi

Cr ve Pb biyosorpsiyonlarini termodinamik olarak incelemek i¢in Tablo 3.6 ve Tablo

3.7°ye bakildiginda, Cr ve Pb’nin AH degerlerinin negatif oldugu gozlemlenmistir. Bu
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da, her iki biyosorpsiyon prosesinin ekzotermik oldugu anlamina gelmektedir. Benzer
sekilde Cr ve Pb’nin AS ve AG degerleri de negatif bulunmustur. AS’nin negatif olmasi,
diizensizligin azaldigit anlamina gelir. Cozinmiis Cr ve Pb molekiillerinin
entropilerindeki azalma bu molekiillerin, ¢ozeltideki diizensiz fazdan diizenli kat1 faza
geg¢me egilimlerinden kaynaklanir (Kayacan, 2007). Cr ve Pb’nin tiim sicakliklardaki AG
degerleri negatif bulunmustur. Bu da Cr ve Pb biyosorpsiyonlarinin disardan enerjiye
ihtiya¢c duymadan kendiliginden gercgeklestigi ve iki metalin biyosorpsiyonlariin fiziksel

oldugu anlamina gelir (Savci, 2010).

4.9. Hiicrelerin SEM ve STEM Analizi ile Cr ve Pb’nin Hiicreler Uzerindeki
Etkilerinin Incelenmesi

4.9.1. Hiicrelerin SEM Goriintiileri

Metal uygulandiktan sonra hiicreye ne kadar zarar verdigini ve metallerin hiicre i¢inde mi
yizeyinde mi biriktigini tespit etmek i¢in hiicrelerin SEM ve STEM goriintiileri
alimmustir. Hiicrelerin SEM goriintiilerini incelemek icin Sekil 3.41, 3.42 ve 3.43°¢
bakildiginda, metal uygulanmayan kontrol hiicrelerinin hiicre yapilarinin diizgiin ve
piiriizsiiz oldugu, metal uygulanan tiim suglarin morfolojik yapilarinin bozuldugu, iist iiste

geldigi ve deformasyona ugradigi gozlemlenmistir.

Cr(VI) uygulanan E. coli Jm109’un SEM goriintiisiine bakildiginda, hiicrelerin iist tiste
bindigi ve uzadigi gorilmistir (Sekil 3.41 (b)). Cr(VI)’ya maruz kalan MT2A
hiicrelerinin st Giste bindigi, uzadig1 ve dagildigi gézlemlenmistir (Sekil 3.42 (b)). Sekil
3.43 (b)’ye bakildiginda Cr(VI) uygulanan MT3 susunun uglarinda kopmalar ve
kirilmalar oldugu tespit edilmistir. SEM goriintiilerinde Cr’ye maruz kalan hiicrelerin
morfolojisindeki degisiklikler ve EDX spektrumlarindaki Cr piki, Cr toksisitesine karsi
hiicreler icin koruyucu bir strateji olarak hiicre yiizeyinde veya i¢inde Cr(IIl) birikimini
gosterebilir. Bu bilgilerden yola ¢ikarak calismada hiicrelerde biriken Cr formunun

Cr(III) olabilecegi diisiiniilebilir.

Benzer durum Pb uygulanan hiicrelerde de gozlemlenmistir. Sekil 3.41 (c)’ye
bakildiginda, Pb’ye maruz birakilan E. coli Jm109’un hiicre yiizeyinde bozulmalar
oldugu ve hiicrelerin yapistig1 tespit edilmistir. Pb ile muamele edilmis MT2A
hiicrelerinin, kontrol MT2A hiicrelerine kiyasla daha yogun ve daha piiriizlii bir yiizeye
sahip oldugu goriilmiistiir. Ayrica kontrole kiyasla, Pb ile muamele edilmis MT2A
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hiicrelerinin daha fazla hasar gordiigii ve birbirine yapistigi tespit edilmistir (Sekil 3.42
(c)). Pb uygulanan MT3 hiicresinin kontrol MT3 hiicresine kiyasla u¢ kisimlarinda
kirilmalar ve kopmalar oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.43 (c)). Pb uygulanan tiim
hiicrelerin EDX spektrumlarinda Pb piki varken kontrol gruplarinda Pb piki
goriilmemistir (Sekil 3.41, 3.42, 3.43 (e-f)). Bu pikler hiicre yiizeyinde Pb birikimi oldugu
anlamina gelebilir. Cr ve Pb uygulandiktan sonra bakteri seklindeki bu degisikliklerin
nedeni, bakteri yiizeyinde biriken Cr ve Pb olabilir. Bir baska olas1 neden de bakteriler
toksik metallere maruz kaldiginda, hiicrelerin kiimeleserek veya yapisarak bir araya gelip
kendilerini korumak i¢in savunma mekanizmasi gelistirebilmesidir (Karthik vd., 2017;
Varinca vd., 2021). Strese bagli morfolojik degisiklikler, hiicrenin hayatta kalmasinda,
metabolik aktivitelerde dolayisiyla atiksudan metal gideriminde 6nemli bir role sahip
olabilir (Garg vd., 2013). Literatiirde bu ¢alismadaki bulgulari destekleyen arastirmalar
bulunmaktadir. Naik ve arkadaglar1 (2012), agir metal maruziyeti nedeniyle hiicre
seklinde olusan degisikligin agir metallerin toksisitesine direnmek igin gelistirilen bir
mekanizma oldugunu ileri siirmiistiir. Karthik ve arkadaslar1 (2017), Cr(VI1) uygulanan
hiicrelerin artan Cr(VI) konsantrasyonlar1 ile kiime benzeri morfoloji gosterdigini
bildirmigler ve hiicrelerin kiime olusumlarinin bakteri hiicrelerini Cr tarafindan
indiiklenen kimyasal strese maruz kalmaktan korumus olabilecegini belirtmislerdir. Garg
ve arkadaslar1 (2013) benzer bir gézlem yaparak, 500 mg/L Cr(VI) uygulanan ve Cr(VI)
uygulanmayan (kontrol) P. putida hiicrelerinin SEM morfolojisindeki farkliliklara dikkat
¢ekmistir. Bagka bir ¢alismada, 100 mg/L Cr(VI) ve 160 mg/L Pb ayr1 ayr1 Rhodobacter
sphaeroides SCO1 hiicresine uygulandiktan sonra hiicrelerin biiziildigli ve burustugu
tespit edilmistir. Ayrica ¢aligmada, hiicre kalintilarinin olustugu saptanmistir (Su vd.,
2020). Sagar ve arkadaslar1 (2017), agir metal toksisitesine maruz kalan bakteri
hiicrelerinin yapismasinin ve fiziksel par¢alanmasinin, toplam yiizey alaninda azalmaya
neden oldugunu ileri siirmiistiir. Literatiirde rekombinant hiicrelerin SEM goériintiileri ile
ilgili az sayida calisma bulunmaktadir. Uckun ve arkadaglar1 (2021a), 25 mg/L Cd
uyguladiklart E. coli MT3 rekombinant susunun SEM goriintiilerinde, hiicrelerin
morfolojik yapilarinin bozuldugunu ve uglarmin kirik oldugunu bildirmistir. Bir bagka
calismada, 1 mg/L As’ye maruz birakilan E. coli MT2’nin SEM goriintiilerinde,
hiicrelerin birbirine yapistigi, biraz uzadigi ve kontrole gore hafif siingerimsi bir
goriiniime sahip oldugu gozlemlenmistir (Ugkun vd., 2021b). Das ve arkadaslar1 (2021),
Cr(V1) uygulanan bakteri hiicrelerinin EDX piklerinin hiicrelerin dis yiizeyinde adsorbe
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edilen veya cokeltilen Cr partikiillerinin, Cr(III) olabilecegini ileri siirmiislerdir. Ote
yandan, Zhu ve arkadaslar1 (2008), Cr(VI) uyguladiklar1 bakteri hiicrelerinin EDX
piklerinin  Cr(OH)sz’iin  hiicre yiizeyine baglanmasindan kaynaklanabilecegini
bildirmislerdir. Benzer bulgu Pb uygulanan Rhodobacter sphaeroides SC01’in EDX

analizinde gortilmistiir (Su vd., 2020).

4.9.2. MT2A ve MT3 Hiicrelerinin STEM Goriintileri

Cr’nin MT2A hiicresinde ve Pb’nin MT3 hiicresinde, hiicre i¢i birikimlerini tespit etmek
icin STEM analizi yapilmistir. Sekil 3.44 (b)’ye bakildiginda 25 mg/L Cr(VI) uygulanan
MT2A hiicrelerinin STEM goriintiilerinde, hiicre i¢i Cr ¢okelmesini temsil edebilecek
bariz siyah noktalar goriilmiistiir. Bu siyah noktalar Cr(VI)’nin Cr(Ill)’e indirgenmis
formu olabilir. Cr uygulanmayan kontrol MT2A hiicrelerinde ise bu siyah noktalar
goriilmemistir (Sekil 3.44 (a)). Cr(VI)’nin ¢esitli bakteri hiicrelerine uygulanmasi
sonucunda hiicre iginde gozlenen bu siyah noktalarin Cr(IIl) olabilecegi farkli
arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (Karthik vd., 2017; Liu vd., 2019; Sturm vd.,
2018; Su vd., 2021; Zeng vd., 2019). Cr’ye maruz kalan baska hiicreler ile ilgili yapilan
calismalardaki TEM goriintiilerinde de bu calismadaki bulgulara benzer sekilde siyah
nokta kiimelerinin olustugu tespit edilmistir. Li ve arkadaslar1 (2021), ytrtittiikleri
calisgmada, STEM analizi ile bakterilerin (Stenotrophomonas acidaminiphila 4-1) hiicre
icindeki Cr varligm parlak pargaciklar olarak belirlemistir. Benzer sekilde farkli
arastirmacilarda, bu siyah noktalarin Cr(VI)’nin indirgenmesi sonucu olusan Cr(III)
olabilecegi 6ne stirmiistiir (Pei vd., 2020, Karthik vd., 2017; Liu vd., 2019; Sturm vd.,
2018; Su vd., 2021; Zeng vd., 2019). Bu ¢alismadaki bulguya benzer sekilde, Pei ve
arkadaslar1 (2020), Cr(VI) uyguladiklar1 E-mcr geni klonlanan rekombinant E. coli’nin
TEM goriintiilerinde, hiicrelerin i¢inde goriilen siyah nokta kiimelerinin Cr(III)

olabilecegini ileri siirmiislerdir.

Pb uygulanan MT3 hiicrelerinin sitoplazmasinda kontrollerinden farkli olarak kiimeler
bulundugu tespit edilmistir (Sekil 3.45 (b)). Pb uygulanan MT3 hiicrelerinin sitoplazmik
bolgesinde ince elektron yogun opak partikiiller gozlenirken, kontrol hiicrelerinde bu
tortular goriillmemistir (Sekil 3.44 (a)). Bakteri hiicrelerinin igindeki bu kiimelenmenin
goriiniimiiniin, nanometrik Pb parcaciklarinin hiicre ici birikiminin bir gostergesi oldugu

diistintilebilir. Bulgular, bu konuda yapilan ¢aligmalarla uyumludur. Teemu ve arkadaslari
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(2008), Pb baglanmasindan sonra liyofilize Bifidobacterium longum ve Lactobacillus
fermentum ME3’lin hiicre yiizeyinde yogun olarak Pb birikintisi oldugunu tespit
etmislerdir. Zhai ve arkadaslar1 (2016), bu birikime yiizey yiikiindeki degisikligin neden
oldugunu bakteri hiicreleri tarafindan bir tiir kendini koruma mekanizmasi olabilecegini
ve agir metal maruziyeti ile artan ylizey proteinlerinin dejenerasyonunun ve hiicrelerin
toplanmasma yol agmis olabilecegini rapor etmislerdir. Ugkun ve ark (2021a), Cd
uyguladiklar1 rekombinant E. coli MT3 ve kontrol E. coli MT3 (Cd uygulanmamis)
hiicrelerinin STEM goriintiilerinde 6nemli farkliliklar oldugunu tespit etmislerdir. Cd
uygulanan E. coli MT3 hiicrelerinin sitoplazmasinda kiimeler olustugunu ve bu kiimelerin
Cd birikiminden kaynaklaniyor olabilecegini ileri siirmiiglerdir. Pek ¢ok arastirmaci,
farkli agir metalleri uyguladiklar1 bakteri hiicrelerinin TEM goriintiilerinde opak ve
yogun elektron pargaciklarinin bulundugunu gézlemlemislerdir (Bhattacharya vd., 2013;
Samuel vd., 2013; Yao vd., 2020; Shi vd., 2020). Bu arastirmalar elde edilden bulgulari
desteklemektedir.

4.10. Fonksiyonel Gruplarin Cr ve Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi

Calismada, bakteriyel fonksiyonel gruplar ile Cr ve Pb iyonlar arasindaki etkilesimi
arastirmak i¢in FTIR spektrumlari alinmistir (Sekil 4.39-4.40). FTIR spektrumlarinda
kontrole kiyasla 25 mg/L Cr uygulandiktan sonra Onemli piklerin oldugu ve
yogunlugunun degistigi goriilmiistiir (Sekil 4.39). Bakterilerin yapisal bilesenleri olan
oligosakkarit, protein ve lipid gruplarina ait pikler net olarak gézlemlenmistir. Cr(VI)
uygulandiktan sonra 1233 cm™, 1379 cm™, 1514 cm™ ve 1632 cm™’de bulunan piklerin
1225 cmt, 1387 cm™, 1531 cm™ ve 1626 cm™ piklerine kaydig: tespit edilmistir. 3000-
3300 cm™ araliginda goriilen kiigiik omuz piki, protein yapisindaki N-H bagmin hidrojen
pikidir. Yaklasik olarak 2850 cm™ ve 2950 cm™ araliginda goriilen pikler alifatik C-H
stres pikleridir (Ma vd., 2021). Bu pikler protein ve karbonhidrat yapilarindan
kaynaklanmaktadir. 1620 cm™ deki amid | zirvesi ve 1530 cm™’deki amid II zirvesi
bakteri proteinlerinin neden oldugu amid (peptid) bagi C=0 germe titresimleridir (Zhang
vd., 2019). Bakteri hiicre duvarinin yapisindaki gruplardan kaynaklanan P=O baginin
yaklasik 1220 cm™’de piki goriilmiistiir. Ozellikle C=0 (karbonil) ve P=0 (fosforil)
gruplarinin Cr iyonlan ile etkilesimi ve koordinasyon yapilarinin olusmasi ile pik
konumlar1 degismistir. Bu degisikligin nedeni koordinasyon yapisinin olusmasi, halka

kararlilig1 ve koordinasyon bagi kararliligindan dolay1 baglarin titresmesidir. Cr iyonlar1
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bakteri hiicre yapilarinda genellikle protein ve polisakkaritlerle koordinasyon olusturur
ve bu yapilarin bir kismi polisakkaritlerdeki serbest OH gruplart ile etkilesir. Ancak OH
gruplar1 ile Cr iyonlarmin etkilesimi sonunda bu bant pikinin siddeti kontrole gore
azalmistir. Bu degisiklik Cr iyon koordinasyonundan kaynaklanmaktadir. Cr iyonunun
etkisi altinda gozlenen bir diger degisiklik ise 518 cm™ civarinda gdzlenen pikin
genislemesidir. Ayrica literatiirde hiicre duvarindaki hidroksil ve karboksil gruplarinin
sadece Cr(Ill) baglanmasmin degil, bakterilerin de Cr(VI) indirgemesinde rol
oynayabilecegi belirtilmistir (Mangaiyarkarasi vd., 2011). Dolayisiyla FTIR
spektrumundaki bu degisiklik nedeniyle kontroliin FTIR spektrumundaki bazi grup
piklerinin redoks reaksiyonlarina girerek azaldigi ve bazi gruplarin pik siddetlerinin
arttign sdylenebilir. Bu nedenle 518 cm™ civarinda pikin siddeti artmistir. Tiim bu
piklerden bakteri hiicre yapisinda protein ve polisakkarit gruplarn ile Cr
koordinasyonlarinin olustugu goriilmiistiir. Ayrica fosfolipid yapilarda P=O gruplar1 ve
Cr koordinasyonlar1 gozlemlenmistir. Ayrica, Cr(VI)’nin Cr(Ill)’e indirgendigi
goriilmiistiir. Sonug olarak, Cr uygulanan hiicrede etkili olan fonksiyonel gruplar; amino
(amid I, amid 1), fosforil ve karbonil olarak belirlenmistir. Bu baglamda, bakteri hiicre
yiizeyi fonksiyonel gruplar ile Cr iyonlarinin koordine olabilecegi ve ortamdaki agir
metal toksisitesini azaltmak icin kullanilabilecegi tespit edilmistir. Hiicreler, agir
metalleri baglarken hiicre duvarindaki fonksiyonel gruplarini degistirerek zorlu kosullara
dayanabilmektedir (Zakaria vd., 2007). Pradhan ve arkadaslar1 (2019), hiicre duvarindaki
amin, hidroksil ve karboksil gibi fonksiyonel gruplarin agir metallerin emilimini
sagladigini 6ne siirmiislerdir. Karthik ve arkadaslar1 (2017), farkli konsantrasyonlarda
Cr(VI) uyguladiklart Cellulosimicrobium funkei ARS8 hiicrelerinin FTIR sonuglarinda
fonksiyonel gruplarin  Cr(VI) konsantrasyonuna gore farklihk  gdsterdigini
belirlemislerdir. FTIR analiz sonuclar1 incelendiginde alkanlar, amidler ve amin
fonksiyonel gruplarinin Cr(VI) absorpsiyonunda etkili oldugunu tespit etmislerdir. Wu
ve arkadaglar1 (2019), Bacillus sp.’ye Cr(VI) uygulamasindan sonra krom oksit
birikimine bagli olarak bir hidroksil pikinin olustugunu gézlemlemislerdir. Bharagava ve
Mishra (2018) arastirmalarinda, Cr uyguladiklar1 hiicrenin FTIR analizi sonuclarinda
alken, karbonil ve nitro gibi farkli fonksiyonel gruplarin bulundugunu belirlemislerdir.
Maurya ve arkadaslar1 (2022), Cr(VI)’ya maruz kalan B. vallismortis hiicrelerinde amid
I, hidroksil, karbonil ve karboksil fonksiyonel gruplarinin Cr(VI)’nin bakteri hiicre

yiizeyine baglanmasinda etkili oldugunu rapor etmislerdir. Su ve arkadaslar1 (2021),
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Cr’nin hiicre duvarina fiziksel baglanmasinda amin, hidroksil, karboksil, fosforik ve
stilfat fonksiyonel gruplarinin etkili oldugunu ileri siirmiislerdir. Bu arastirmalar, tezdeki

FTIR sonuglarina benzer olup ¢alismay1 desteklemektedir.

Sekil 4.40’a bakildiginda kontrol grubunun, 100 mg/L Pb ile muamele edilen hiicreye
kiyasla piklerin yerinin ve siddetinin degistigi goriilmiistiir. Bu degisiklikler, hiicre
yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin aktivitesinden kaynaklanmaktadir ve Pb’nin hiicre
yiizeyine baglandigini1 diisiindiirmektedir. FTIR analizi sonucunda, kontrol hiicresindeki
3055 cm?, 2923 cm™, 2854 cmt, 1635 cm™, 1226 cm™, 1053 cm™?, 519 cm™ piklerinin
Pb’ye maruz birakilan hiicrede 3062 cm™, 2937 cmt, 2875 cm™, 1625 cm™,1219 cm™,
1049 cm™, 536 cm™ piklerine kaydig1 tespit edilmistir. Kontroldeki 3055 cm™ pikinin, Pb
uygulanan drnekte 3062 cm™’ye kaydigi tespit edilmis ve pikin N-H (amin) bagina
karsilik geldigi belirlenmistir. Kontrol grubundaki 2923 cm™, 2854 cm piklerinin, Pb
uygulandiktan sonra sirasiyla 2937 cm™ ve 2875 cm™ piklerine kaydigi gdézlemlenmistir.
Bu kaymalar, alifatik C-H (alkan) fonksiyonel grubunun Pb ile etkilesime girdigini
anlamina gelmektedir. Pb biyosorpsiyonu oncesinde 1635 cm? bandmmin Pb
biyosorpsiyonu sonrasinda 1625 cm™ bandina kaydig1 tespit edilmistir. Bu pikler amid |
(C=0) gerilme titresimidir (Zhang vd., 2019). Kontrolde 1226 cm™ titresimi, Pb
uygulandiktan sonra 1219 cm™¥’ye kaymistir. Bu da P=O grubunun spesifik bandidir
(Mangaiyarkarasi vd., 2011). Pb uygulanmadan énce 1053 cm™ spektrumunun Pb
uygulanan drnekte 1049 cm™’ya kaydigi goriilmiistiir. Bu pik S=O (siilfoksit) titresimine
karsilik gelir. Polisakkarit gruplarinda bulunan C-O gerilme titresimi sonunda, kontrolde
519 cm? pikinin, Pb uygulanan o6rnekte 536 cm™¥’e kaydigi belirlenmistir. Tez
caligmasinda MT3’lin Pb biyosorpsiyonunda, N-H (amin), C-H (alkan), C=0 (amid 1),
P=0 (fosforil), S=O (siilfoksit), C-O fonksiyonel gruplarinin etkili oldugu tespit
edilmistir. Pb biyosorpsiyonuna katilan fonksiyonel gruplar1 tespit etmek i¢in birgok
arastirmaci calismalar yapmustir. Ornegin, Huang ve Liu (2013), Pseudomonas sp.
LKS06’nin Pb biyosorpsiyonunda amin, karboksil, fosfat ve hidroksil gruplarmin etkili
oldugunu bildirmislerdir. Sharma ve Shukla (2021) tarafindan, B. cereus BPS-9’un Pb’yi
baglamasinda etkili olan fonksiyonel gruplar C-H, C=C, N=N, N-H ve C-O olarak
belirlenmistir. Bagka bir ¢alismada ise Curtobacterium sp. FMO1’in Ni ve Pb’nin
biyosorpsiyonunda amin, karboksil, hidroksil ve karbonil gruplarinin etkili oldugu

saptanmistir (Masoumi vd., 2016).
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4.11. Sonug¢ ve Oneriler

Icme sularinda veya endiistriyel kuruluslarmn cikis sularinda yiiksek konsantrasyondaki
toksik metallerin giderimine dair geleneksel metotlara alternatif yeni teknolojiler
arastirllmaktadir. Ozellikle ekonomik olmas1 ve siirdiiriilebilirligi agisindan gen
teknolojisiyle biyolojik arittmin kullanilmasi en popiiler metotlardan biridir ve en etkili
gen, protein veya enzimin kesfine yonelik tiim diinyada bir yaris vardir. Literatiirde
sulardan metal gideriminde denenmis birgok gen bulunmaktadir ancak hala en etkili
olabilecek genin kesfine dair ¢caligmalar devam etmektedir. Bu ¢alisma ile insanlarda Cd,
Cr ve Hg gibi toksik metalleri baglama 6zelligi olan metalloproteinlerden MT2A ve MT3
bakterilere klonlanarak, Cr ve Pb metallerini baglama etkinligi arastirilmigtir. Boylece bu
proteinlerin prokaryotik canlilarda 6karyotlardaki gibi metal baglamada etkili olduklari
kesfedilmistir. Biyolojik aritim proseslerinde kullanilan en elverisli canli tiirii bakteriler
oldugundan bu proteinlerin bakterilere klonlanarak bakterilerdeki etkinligi belirlenmistir.

Tez ¢alismasinda elde edilen sonuclar asagida siralanmastir.

v" Belirlenen MIK degerlerindeki metal konsantrasyonlar1 bakterilerin %90’
liremesini  engelledigi icin bakterilere uygulanmamaktadir. MIK’in alt
konsantrasyonlari, 6zellikle igme suyu ve desarj sularindaki standart metal
konsantrasyonlarini da icerecek sekilde belirlenir. Bu calismada Cr ve Pb’nin
farkli konsantrasyonlar1 bakterilere 24 saat boyunca uygulanmis ve hiicrelerin
maksimum dayanabilecegi metal konsantrasyonu (tasima kapasitesi) tespit

edilmistir.

v' E. coli Im109, MT2A ve MT3 bakterilerinin Cr MIK degerleri sirasiyla, 50, 140
ve 75 mg/L olarak bulunmustur. Bu hiicrelerin Pb MIK degerleri de sirasiyla
1000, 1750 ve 2000 mg/L olarak belirlenmistir.

v Yapilan bu ¢alismada, oncelikle okaryotik metalloproteinlerin sulardan metal
gideriminde etkin oldugu ve bu proteinlerden hangisinin Cr ve Pb’ye affinitesinin
oldugu belirlenmistir. 50 mg/L Cr igeren sulu ¢ozeltiden toplam Cr giderim orani
en yiiksek olan susun %75’lik oranla MT2A oldugu ve kontrol hiicresi olan E. coli
Jm109’dan 2,2 kat daha fazla oranda toplam Cr giderim kapasitesine sahip oldugu
bulunmustur. Ayrica, MT2A susunun gram kuru hiicre basina 46 mg Cr bagladig:

belirlenmistir. ICP-MS ile yapilan metal kalint1 analizleri sonuclarinda, hem sulu
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¢ozeltilerden hem de krom kaplama tesislerinin ¢ikis suyundan Cr gideriminde en

etkin bakterinin MT2A geni igeren rekombinant sus oldugu tespit edilmistir.

50 mg/L Pb igeren sulu ¢ozeltiden en yiiksek Pb gideriminin M T3 susu tarafindan
yapildigi ve %54 oraninda giderildigi tespit edilmistir. MT3’{in Pb biyogiderim
kapasitesi, E. coli Jm109’dan 3,6 kat daha yiiksek bulunmustur. 50 mg/L Pb
uygulanan MT3’iin gram kuru hiicre basina 22,5 mg Pb bagladig1 belirlenmistir.

Metallerin hem bakteri hiicre yiizeyinde hem de hiicre i¢indeki birikim oranlarinin
tespit edilmesiyle, aritim isleminde canlisinin m1 (biyoakiimiilasyon) 6liisiiniin
mii (biyosorpsiyon) daha etkili oldugu belirlenmistir. Calismada kullanilan MT2A
ve MT3 biyosorbentlerinin yliksek Cr ve Pb konsantrasyonlarinda daha etkili
oldugu tespit edilmistir.

Biyosorpsiyon deneylerinde optimum kosullar1 belirlemek icin ¢alismalar
yapilmistir. Bu ¢alismada, Cr biyosorpsiyonu en yiiksek verimde pH 2’de

bulunmustur.

Pb biyosorpsiyonunun en iyi pH 5’te ger¢eklestigi tespit edilmistir. Clinkii daha
yiksek pH’larda (> 7) Pb, Pb(OH)2 formunda ¢oker. Bu durumun sorpsiyon

veriminin azalmasina neden oldugu diisiiniilebilir.

Cr ve Pb biyosorpsiyonlar1 sicaklik artis1 ile azalmistir. Bu da Cr ve Pb
biyosorpsiyonlarinin ekzotermik oldugunu gostermektedir. Bu durum, artan
sicakliklarin Van der Waals kuvvetlerini azaltmasindan kaynaklaniyor olabilir

(Kayacan, 2007).

Biyosorbent yiizeyindeki metal baglayan aktif bolgeler tamamen dolduktan sonra
yani doyum noktasina ulasildiktan sonra artan temas siiresinin Cr ve Pb

biyosorpsiyonunda kayda deger bir degisiklige neden olmadigi goriilmiistiir.

Sabit metal konsantrasyonunda, biyosorbent konsantrasyonu arttik¢a birim
biyosorbent kiitlesi bagina baglanan metal miktar1 azalir. Bu durum biyosorbent

miktar1 arttiginda doymamis yiizey olusumundan kaynaklantyor olabilir.
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Artan Cr ve Pb baslangic konsantrasyonlarinin rekabet¢i adsorpsiyona ve yetersiz
adsorpsiyon bolgelerine neden olarak biyosorpsiyon oraninda azalmaya yol agtigi
tespit edilmistir. Ancak adsorpsiyon kapasitesinin belli bir Cr ve Pb
konsantrasyonuna kadar arttig1, daha sonra doyum noktasina ulasarak sabitlendigi

gorilmistir.

MT2A biyosorbentinin sulardan Cr biyosorpsiyonu i¢in optimum kosullari; pH
2.0, 0,1 g biyosorbent, 25 °C, 150 mg/L Cr ve 60 dakika temas siiresi olarak
belirlenmistir. MT3 biyosorbentinin sulardan Pb biyosorpsiyonu i¢in optimum
kosullar1 ise pH 5.0, 0,2 g biyosorbent, 30 °C, 100 mg/L Pb ve 120 dakika temas

stiresi olarak bulunmustur.

AG degerleri Cr ve Pb icin uygulanan tiim sicakliklarda negatif bulunmustur. Bu
da Cr ve Pb biyosorpsiyonlarinin disardan enerjiye ihtiyag duymadan
kendiliginden gergeklestigi ve biyosorpsiyonlarin fiziksel oldugu anlamina

gelmektedir.

[zoterm ve kinetik galismalar sonunda Cr ve Pb biyosorpsiyonlarmin Langmuir
izoterm modeline ve yalanci birinci dereceden kinetige daha uygun oldugu

belirlenmistir.

Cr uygulanan MT2A biyosorbentinin biyosorpsiyon/desorpsiyon dongiisiiniin 5
kez verimli bir sekilde tekrarlanabilecegi belirlenmistir. Pb uygulanan MT3
biyosorbentinin ise 4 ardisik biyosorpsiyon/desorpsiyon dongiisiinii yiiksek

performansta gerceklestirdigi saptanmistir.

Cr ve Pb uygulanan hiicrelerin SEM goriintiilerinde, metallerin toksik etkileri
nedeniyle morfolojik yapilarinin bozuldugu goriilmistir. MT2A ve MT3
hiicrelerinin STEM gorintiilerinde ise Cr ve Pb wuygulanan hiicrelerin
sitoplazmasinda siyah noktalar/kiimeler tespit edilmistir. Bu noktalarin hiicre

icinde Cr ve Pb birikiminden kaynaklandig1 diistiniilmektedir.

MT2A’da bulunan, amino (amid I, amid Il), fosforil ve karbonil fonksiyonel
gruplarinin Cr baglanmasinda etkili iken MT3’e Pb baglanmasinda ise amin,
alkan, amid I, fosforil, siilfoksit, C-O fonksiyonel gruplarinin etkili oldugu tespit

edilmistir.
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v’ MT2A ve MT3 bakterilerinin aritim tesislerinde biyolojik aritim tinitesinde
kullanilmas1 s6z konusu oldugunda, deneysel caligmalarda belirlenen canli
biyokiitle konsantrasyonu liniteye asilanir. Bakteriler LB igerisinde s1vi (mg/L)
olarak biyoreaktoriin kapasitesine gore verilerek aritim yapilabilir. Eger aritim
maliyetinin diisiiriilmesi isteniyorsa canli bakterinin yasamasi i¢in gerekli olan
besiyeri yerine karbon kaynagi olarak uygun c¢evresel atiklar (kuruyemis
kabuklari, atik yaglar, bitki artiklari, peynir alt1 suyu, melas vb.) kullanabilir.
Ancak, 6lii biyokiitlenin yani biyosorbentlerin tekrar tekrar kullanilabilir olmasi
ve besiyeri gereksinimlerinin olmamasi nedeniyle calismada bakterilerin oliisi
kullanilarak su ve atiksulardan metallerin biyosorpsiyonu yapilabilir. Uretilen
biyosorbentler herhangi bir polimere veya manyetik malzemeye tutundurulmadan
direk olarak igme sular1 ya da endiistriyel sular aritildiktan sonra desarj 6ncesinde

metal gideriminde kullanilabilir.

v' Yeterli biyokiitle tiretildikten sonra, biyosorbentler gesitli proseslerde denenerek
en etkili aritma yontemi tespit edilebilir ve bdylece aritimda siirdiiriilebilirligi

saglanabilir.

v" Biyosorbentler Cr ve Pb baglanmasi/giderimi ile ilgili bagka alanlarda da

biyoteknolojik ara¢ olarak kullanilabilir.
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