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ÖZET 

Genetik mühendisliği teknolojileri kullanılarak tehlikeli metallerin sudan arıtımına 

yönelik çalışmaların sayısı artmaktadır. Metallotiyoninler, birçok organizmada bulunan 

yüksek metal bağlama affinitesine sahip proteinlerdir. Bu çalışmada, insan MT2A ve 

MT3 genleri, sulu çözeltilerden kromu (Cr) ve kurşunu (Pb) gidermek için Escherichia 

coli Jm109 (E. coli) bakterisine klonlanmıştır. Bu bakterileri kullanılarak Cr ve Pb’nin 

biyogiderim deneyleri gerçekleştirilmiştir. En yüksek Cr giderimi %89’luk bir verimle 

MT2A suşunda, Cr indirgenmesi %76’lık bir verimle yine MT2A suşunda; Pb giderimi 

ise %54’lük bir oranla MT3 suşunda gözlenmiştir. Krom kaplama atıksuyundan Cr’yi en 

yüksek oranda MT2A’nın (%65), Pb’yi ise en yüksek oranda MT3 (%70) suşunun 

giderdiği tespit edilmiştir. Bu sonuçlar dikkate alınarak, MT2A ve MT3’ün asit 

uygulanmış ölü biyosorbentleri kullanılarak Cr ve Pb’nin sulu çözeltilerden 

biyosorpsiyonu gerçekleştirilmiştir. İzoterm, kinetik ve termodinamik çalışmalar sonunda 

Cr ve Pb biyosorpsiyonlarının Langmuir izoterm modeline, yalancı birinci dereceden 

kinetiğe uyduğu ve biyosorpsiyonların ekzotermik olduğu görülmüştür. Cr ve Pb 

uygulanan hücrelerin yüzeyindeki morfolojik değişiklikler taramalı elektron mikroskobu 

(SEM) ile hücre içindeki birikimleri ise taramalı transmisyon elektron mikroskobu 

(STEM) ile görüntülenmiştir. Ayrıca dönüşümlü kızılötesi spektrofotometresi (FTIR) 

sonuçlarından Cr ve Pb bağlanmasında etkili olan fonksiyonel grupların amino (amid I, 

amid II), fosforil, karbonil, amin, alkan ve sülfoksit olduğu belirlenmiştir. Sonuç olarak, 

Cr ve Pb giderimi için sırasıyla, MT2A ve MT3’ün biyoteknolojik araçlar olarak 

kullanılabileceği gösterilmiştir. 

Anahtar Kelimeler: Biyolojik arıtım, Cr ve Pb biyogiderim, Genetiği değiştirilmiş 

bakteri, Biyosorpsiyon, Metallotiyonin. 
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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-II), 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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GİRİŞ 
 

Günümüzde, nüfusun hızlı bir şekilde artması, sanayileşme, düzensiz kentleşme, 

teknolojideki gelişmeler, enerji-besin yetersizliği, insanların aşırı tüketim taleplerine 

paralel olarak atıkların miktarı ve çeşitliliği sürekli olarak artmaktadır. Bu durumun bir 

sonucu olarak çevre kirliliği küresel anlamda önemli bir sorun haline gelmiştir (Verma 

ve Kuila, 2019). Endüstriyel faaliyetler sonucunda oluşan sanayi atıklarının su 

kaynaklarına deşarj edilmesi, akarsuların ağır metallerle daha çabuk ve fazla 

kirletilmesine yol açmakla kalmayıp, insan sağlığı ve ekosistem için önemli bir tehdit 

oluşturmaktadır. Bu nedenle ağır metal içeren atıksuların uygun arıtma yöntemleri 

kullanılarak acilen arıtılması gereklidir (Doğan, 2012). Atıksulardan ağır metallerin 

giderilmesi için elektrokoagülasyon, kimyasal çöktürme, membran teknolojisi, 

ultrafiltrasyon, çökelme, çöktürme, elektrokimyasal çöktürme, indirgeme, filtrasyon, ters 

ozmos, iyon değişimi ve adsorpsiyon prosesleri yaygın olarak kullanılan teknolojilerdir. 

Ancak bu proseslerin maliyetlerinin yüksek olması, ilave kimyasal gereksinimi, zararlı 

yan ürün oluşumu, kompleks proses olmaları ve düşük arıtma verimlerine sahip olmaları 

gibi dezavantajları kullanım alanlarını kısıtlamaktadır. Bu prosesler genellikle atıksudaki 

ağır metallerin yüksek konsantrasyonlarının arıtımı için kullanılmaktadır (Cao vd., 2018; 

Sağlam ve Cihangir, 1995). Düşük konsantrasyonlardaki ağır metallerin gideriminde bu 

proseslerin kullanımı oldukça zordur. Günümüzde suda yaşayan mikroorganizmaların 

atıksularda bulunan metallere karşı direnç kazanarak bu metallerin gideriminde etkili rol 

oynadığı bilinmektedir (Srinath vd., 2002). Biyoteknolojik süreçlerde ağır metaller gibi 

tehlikeli maddelerin giderilmesinde mikroorganizmaların kullanılıyor olması 

biyoremediasyon prosesinin önemini gün geçtikçe arttırmaktadır (Vural vd., 2018). 

Metallerin giderimi ve geri kazanımının, doğada hali hazırda bulunan mikroorganizmalar 

ile yapılması arıtma maliyetini düşürmektedir. Biyolojik arıtım süreçleri, geleneksel 

fiziksel-kimyasal arıtım yöntemlerine kıyasla çevre dostu, ekonomik, kolay uygulanabilir 

olması ve yüksek arıtma verimliliğine sahip olması nedeniyle yaygın olarak 
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kullanılmaktadır (Sağlam ve Cihangir, 1995). Ağır metal içeren atıksuların giderimi 

hakkında ekonomik, çevre dostu ve kolay uygulanabilir teknolojilere olan ilginin artması 

nedeniyle, günümüzde bu konuda yapılan çalışmalar hız kazanmıştır.  

Bu çalışmanın amacı, genetik mühendisliği teknolojileri kullanılarak sulu çözeltilerden 

ve atıksudan Cr ve Pb’nin giderimini sağlamaktır. Literatür çalışmaları sonucunda elde 

edilen bilgilerden yola çıkılarak önemli metal bağlayıcı protein olan insan MT (MT2A ve 

MT3) genleri, E. coli suşuna klonlanmıştır. MT2A ve MT3 genlerinin sulu çözeltilerden 

ve krom kaplama tesisi çıkış suyundan Cr ve Pb giderimindeki etkinliğine dair literatürde 

herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. Ayrıca, rekombinant MT2A ve MT3 

biyosorbentleri kullanılarak Cr ve Pb’nin sulardan biyosorpsiyonu ilk defa bu çalışmada 

gerçekleştirilmiştir. Bu çalışma ile literatürdeki bu eksikliklere katkı sağlanarak, Cr ve Pb 

biyosorpsiyonlarının en iyi hangi ortam koşullarında gerçekleştiği ve biyosorpsiyon 

mekanizması (izoterm, kinetik ve termodinamik açıdan) hakkında önemli bilgiler elde 

edilmiştir. Biyogiderim ve biyosorpsiyon proseslerini etkileyen dış ortam koşullarını 

tespit etmek için çalışmada sulu çözeltiler kullanılmıştır. Bu şekilde optimum şartlar 

belirlenmiştir ve gerçek atıksu arıtımı gerekli olan ortam koşullarının belirlenmesi 

sağlanmıştır. Çalışma sonunda elde edilen sonuçlar ile endüstriyel atıksulardan ağır metal 

giderimi uygulamalarında karşılaşılabilecek problemlerin çözümüne ve giderim 

verimlerinin arttırılması için uygulanacak yeni metotların geliştirilmesine katkıda 

bulunulması amaçlanmıştır. 
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1. BÖLÜM 
 

GENEL BİLGİLER VE LİTERATÜR ÇALIŞMASI 
 

1.1. Atıksular 

 

Evsel, endüstriyel ve tarımsal kullanımdan sonra akarsu, deniz ve göllere deşarj edilen 

özelliği tamamen ya da kısmen değişmiş sulara atıksu denir (Öztürk, 2008). Su kirliliği, 

alıcı su kaynağının kimyasal, fiziksel, bakteriyolojik, radyoaktif ve ekolojik özelliklerinin 

olumsuz yönde etkilenmesi olarak adlandırılır. Sular, fiziksel, kimyasal ve biyolojik 

olarak kirlenebilmektedir. Suların renk, koku, tat, sıcaklık gibi fiziksel özelliklerinin 

değişmesi fiziksel kirlilik olarak adlandırılır. Suyun sıcaklığının değişmesi, suyun 

yoğunluğu, viskozitesi ve yüzey geriliminin değişmesine neden olmaktadır. Ayrıca su 

sıcaklığına bağlı olarak gazların sudaki çözünürlülüğü de değişmektedir (Yalçın, 2016). 

Sudaki renk ve bulanıklık suyun ışık geçirgenliğini etkilemesinin bir sonucu olarak 

organizma gelişimini değiştirmektedir. Bunlar gibi suyun fiziksel özelliğindeki 

değişmeler sucul hayatı olumsuz yönde etkilemektedir ve diğer kirleticilerin varlığının 

bir göstergesidir (Yalçın, 2016). Alıcı su ortamında kimyasal kirliliğe, inorganik atıklar 

ve ağır metaller neden olmaktadır. Sudaki Ç.O. ile fosfor, azot, ağır metaller ve radyoaktif 

maddelerin reaksiyona girmesi ile sudaki çözünmüş oksijen konsantrasyonu 

azalmaktadır. Böylece sudaki canlı hayatını olumsuz yönde etkilemektedir. Organik 

atıkların yüksek konsantrasyonlarda alıcı su ortamına deşarj edilmesinin sonucunda 

bakteriler, küfler ve algler suda çok fazla çoğalarak suyun biyolojik olarak kirlenmesine 

neden olur. Virüsler ve patojen bakteriler de su ortamında üreyerek insan sağlığını 

olumsuz yönde etkilemektedir (Sundstrom ve Klei, 1979). Sulardaki kirlenme sucul 

ekosistemlerin doğal dengesinin bozulmasına ve suyun kendi kendini temizleme 

kapasitesinin azalmasına ya da tamamen yok olmasına neden olmaktadır. Su kirliliği, 

hava ve toprak ekosistemlerini de olumsuz yönde etkileyerek doğal dengenin 

bozulmasına sebep olmaktadır (Öztürk, 2008). 
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1.2. İçme Suyu Ağır Metal Standartları 

 

Ağır metal kirleticileri çevreye doğal ve antropojenik yollarla girebilir ve topraklarda, su 

kütlelerinde veya havada birikebilir. Havaya karışan ağır metaller, hayvanlar ve insanlar 

tarafından havadan aerosol olarak veya toz halinde solunarak metabolizmayı 

etkileyecekleri alanlara akciğerler yoluyla ulaşırlar (Hamutoğlu vd., 2012). Toprakta 

bulunan organik madde olan humus, (toprağın yeşil görünmesini sağlar) ağır metal 

katyonlarına karşı yüksek bir afiniteye sahiptir ve onları topraktan geçen sudan alır. 

Bitkilerin kökleri, su ile birlikte bu elementleri alır ve önce bitkilere sonra da hayvanlara 

aktarılır. Ağır metaller ayrıca toprakta bulunan mineral parçacıklarına adsorpsiyon ve 

çökelme reaksiyonları ile birikir (Manafi vd., 2012). Suda adsorbe edilmiş ağır metallere 

sahip parçacıklar dibe çöker ve çökeltiler üzerinde birikebilir (Kang ve So, 2016). 

Organizmalar bu parçacıkları tüketirse, ağır metaller besin ağına girer (Arivalagan vd., 

2014; Kumar vd., 2017). Böylece besin zincirinde her bir basamakta toksik metal kalıntısı 

meydana gelir ve her bir üst basamakta kalıntı miktarı artış gösterir (Kargın ve Erdem, 

1991). Besin zincirinde, genellikle biyolojik olarak bozunmayan ağır metaller; akciğer, 

böbrek, karaciğer, pankreas ve sinir bozuklukları gibi birçok sağlık tehlikesine yol açacak 

şekilde birikir (Arivalagan vd., 2014; Kumar vd., 2017). Bu nedenle sürekli tüketilen içme 

sularının ve yiyeceklerin içerebileceği maksimum ağır metal değerleri sınırlandırılmış ve 

resmi kuruluşlar tarafından düzenli olarak kontrol edilmesi zorunlu hale gelmiştir 

(Kahvecioglu vd., 2003). Su kaynaklarının korunması ve su kirliliğinin önlenmesi için 

dünyada ve ülkemizde gerekli hukuki ve teknik esasları ortaya koyan standartlar 

bulunmaktadır. Ağır metaller gibi birçok element ve bileşik belirli oranların üzerinde 

bulunduğunda toksik etki göstermektedir. Bu nedenle Türk Standartları (TSE 266), 

Dünya Sağlık Örgütü (WHO), ABD Çevre Koruma Ajansı (USEPA) ve Avrupa Birliği 

(EC)’ne göre içme suyu kalitesi limit değerleri Tablo 1.1’de verilmiştir (EPA, 2018;  

Jobby vd., 2018; WHO, 2011). Tablo 1.2 ‘de Su Kirliliği Kontrolü Yönetmeliği’nde 

(SKKY) yer alan atıksu standartları verilmiştir (SKKY, 2004). 
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Tablo 1.1. Türkiye’de ve Dünyada kabul edilen içme suyu standartları 

 

Tablo 1.2. Atıksuların atıksu altyapı tesislerine deşarjında öngörülen atıksu standartları 

(SKKY Tablo 25). 

  

Parametre 

Kanalizasyon sistemleri 

tam arıtma ile sonuçlanan 

atıksu altyapı tesislerinde 

Kanalizasyon sistemleri 

derin deniz deşarjı ile 

sonuçlanan atıksu altyapı 

tesislerinde 

Sıcaklık (˚C) 40 40 

pH 6,5-10 6-10 

Askıda katı 

madde (mg/L) 

500 350 

Yağ ve gres 

(mg/L) 

250 50 

Katran ve 

petrol kökenli 

yağlar (mg/L) 

50 10 

Kimyasal 

oksijen ihtiyacı 

(KOİ) (mg/L) 

4000 600 

Biyokimyasal 

Oksijen İhtiyacı 

(BOİ5) (mg/L) 

- 400 

Sülfat (SO4
-2) 

(mg/L) 

1700 1700 

Toplam sülfür 

(S) (mg/L) 

2 2 

Ağır 

Metaller 

TS 266 

2005 (mg/L) 

WHO 

2011 

(mg/L) 

EPA 

2008 (mg/L) 

EU 

1991 

(mg/L) 

Cr(VI) - 0,05  0,1  - 

Toplam 

Cr 

0,05 0,05  0,10  0,05  

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  
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Tablo 1.2 devam ediyor 
 

  

Parametre 

Kanalizasyon sistemleri 

tam arıtma ile sonuçlanan 

atıksu altyapı tesislerinde 

Kanalizasyon 

sistemleri derin deniz 

deşarjı ile sonuçlanan 

atıksu altyapı 

tesislerinde 

Fenol (mg/L) 20 10 

Serbest klor 

(mg/L) 

5 5 

Toplam azot (N) 

(mg/L)  

- (a) 40 

Toplam fosfor 

(P) (mg/L) 

- (a) 10 

Arsenik (As) 

(mg/L) 

3 10 

Toplam siyanür 

(Toplam CN) 

(mg/L) 

10 10 

Toplam kurşun 

(Pb) (mg/L) 

3 3 

Toplam 

kadmiyum (Cd) 

(mg/L) 

2 2 

Toplam krom 

(Cr) (mg/L) 

5 5 

Toplam civa 

(Hg) (mg/L)   

0,2 0,2 

Toplam bakır 

(Cu) (mg/L) 

2 2 

Toplam nikel 

(Ni) (mg/L) 

5 5 

Toplam çinko 

(Zn) (mg/L) 

10 10 

Toplam kalay 

(Sn) (mg/L) 

5 5 

Toplam gümüş 

(Ag) (mg/L) 

5 5 

Clˉ (Klorür) 

(mg/L)  

10000 - 

Metilen mavisi 

ile reaksiyon 

veren yüzey 

aktif maddeleri 

(MBAS) (mg/L) 

Biyolojik olarak parçalanması Türk Standartları Enstitüsü 

standartlarına uygun olmayan maddelerin boşaltımı prensip 

olarak yasaktır. 
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Tablo 1.3’te SKKY’de sanayi atıksularının Cr(VI) ve Tablo 1.4’te toplam Cr deşarj limit 

değerleri verilmiştir. Tablo 1.5’te sanayi atıksularının SKKY’de belirtilen Pb deşarj limit 

değerleri verilmiştir. 

Tablo 1.3. Sanayi atıksularının alıcı ortama Cr(VI) deşarj limitleri (SKKY, 2004) 

 

Endüstri (Cr(VI)) Kompozit numune 

2 saatlik (mg/L) 

Kompozit numune 

24 saatlik (mg/L) 

Deri, Deri Mamulleri ve Benzeri 

Sanayilerin Atıksularının Alıcı Ortama 

Deşarj Standartları 

0,5 0,3 

Petrol Sanayii (Petrol Rafinerileri ve 

Benzerleri) 

0,2 0,1 

Petrol Sanayii (Hidrokarbon Üretim 

Tesisleri) 

0,5 0,2 

Kimya Sanayi (Boya, Boya Hammadde ve 

Yardımcı Madde Üretimi ve Benzerleri) 

0,5 0,3 

Kimya Sanayii (Petrokimya ve 

Hidrokarbon Üretim Tesisleri) 

0,5 0,2 

Metal Sanayii (Genelde Metal Hazırlama ve 

İşleme) 

0,5 0,5 

Metal Sanayii (Galvanizleme) 0,5 - 

Sektör: Metal Sanayii (Dağlama İşlemi) 0,5 - 

Metal Sanayii (Elektrolitik Kaplama, 

Elektroliz Usulüyle Kaplama) 

0,5 - 

Metal Sanayii (Metal Renklendirme) 0,5 - 

Metal Sanayii (İletken Plaka İmalatı) 0,5 - 

Metal Sanayii (Sırlama, Emayeleme, 

Mineleme Tesisleri) 

0,5 - 

Metal Sanayii (Metal Taşlama ve 

Zımparalama Tesisleri) 

0,5 - 

Metal Sanayii (Laklama/Boyama) 0,5 - 

Metal Sanayii (Alüminyum Hariç Olmak 

Üzere Demir Dışı Metal Üretimi) 

0,5 - 

Seri Makina İmalatı, Elektrik Makinaları 

ve Techizatı, Yedek Parça Sanayii 

Atıksularının Alıcı Ortama Deşarj 

Standartları 

0,5 0,5 

Taşıt Fabrikaları (Otomobil, Kamyon, 

Traktör, Minibüs, Bisiklet, Motosiklet ve 

Benzeri Taşıt Aracı Üreten Fabrikalar) 

0,05 - 

Karışık Endüstriyel Atıksularının Alıcı 

Ortama Deşarj Standartları Küçük ve 

Büyük Organize Sanayi Bölgeleri ve Sektör 

Belirlemesi Yapılamayan Diğer Sanayiler 

0,5 0,5 

Katı Artık Değerlendirme ve Bertaraf 

Tesisleri 

0,5 0,5 
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Tablo 1.4. Sanayi atıksularının alıcı ortama toplam Cr deşarj limitleri (SKKY, 2004) 

 

Endüstri (Toplam Cr) Kompozit numune  

2 saatlik (mg/L) 

Kompozit numune 

24 saatlik (mg/L) 

Deri, Deri Mamulleri ve Benzeri 

Sanayilerin Atıksularının Alıcı 

Ortama Deşarj Standartları 

3 2 

Maden Sanayi 2 1 

Tekstil Sanayi 2 1 

Kimya Sanayi (Boya, Boya 

Hammadde ve Yardımcı Madde 

Üretimi ve Benzerleri) 

2 1 

Metal Sanayi (Genelde Metal 

Hazırlama ve İşleme) 

2 1 

Metal Sanayi (Galvanizleme ve 

Dağlama işlemi) 

2 - 

Metal Sanayi (Elektrolitik Kaplama, 

Elektroliz Usulüyle Kaplama) 

1 - 

Metal Sanayi (Metal Renklendirme) 1 - 

Metal Sanayi (İletken Plaka İmalatı) 1 - 

Metal Sanayi (Sırlama, Emayeleme, 

Mineleme Tesisleri) 

2 - 

Metal Sanayi (Metal Taşlama ve 

Zımparalama Tesisleri) 

1 - 

Metal Sanayi (Laklama/Boyama) 1 - 

Metal Sanayi (Alüminyum Hariç 

Olmak Üzere Demir Dışı Metal 

Üretimi) 

2 - 

Taşıt Fabrikaları (Otomobil, 

Kamyon, Traktör, Minibüs, Bisiklet, 

Motosiklet ve Benzeri Taşıt Aracı 

Üreten Fabrikalar) 

2 1 

Karışık Endüstriyel Atıksularının 

Alıcı Ortama Deşarj Standartları 

Küçük ve Büyük Organize Sanayi 

Bölgeleri ve Sektör Belirlemesi 

Yapılamayan Diğer Sanayiler 

2 1 

Katı Artık Değerlendirme ve 

Bertaraf Tesisleri 

2 1 
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Tablo 1.5. Sanayi atıksularının alıcı ortama Pb deşarj limitleri (SKKY, 2004). 

Endüstri (Pb(II)) Kompozit 

numune 

2 saatlik 

(mg/L) 

Kompozit 

numune 

24 saatlik 

(mg/L) 

Maden Sanayii (Kadmiyum Metali, Demir ve 

Demir Dışı Metal Cevherleri ve Endüstrisi, Çinko 

Madenciliği, Kurşun ve Çinkonun Rafinize 

Edildiği Tesisler, Kalsiyum, Florür, Grafit ve 

Benzeri Cevherlerin Hazırlanması) 

0,5 - 

Maden Sanayii (Seramik ve Topraktan Çanak-

Çömlek Yapımı ve Benzerleri) 

1 - 

Cam Sanayii Atıksularının Alıcı Ortama Deşarj 

Standartları 

1 Anlık numune 

- 

Petrol Sanayii (Hidrokarbon Üretim Tesisleri) 1 0,5 

Kimya Sanayi (Boya, Boya Hammadde ve 

Yardımcı Madde Üretimi ve Benzerleri 

2 1 

Kimya Sanayii (Petrokimya ve Hidrokarbon 

Üretim Tesisleri) 

1 0,5 

Metal Sanayii (Genelde Metal Hazırlama ve 

İşleme) 

2 1 

Metal Sanayii (Galvanizleme) 1 - 

Metal Sanayii (İletken Plaka İmalatı) 1 - 

Metal Sanayii (Sırlama, Emayeleme, Mineleme 

Tesisleri) 

1 - 

Metal Sanayii (Akü İmalatı, Stabilizatör İmali, 

Birincil ve İkincil Akümülatör, Batarya ve Pil 

İmalatı ve Benzeri.) 

2 - 

Metal Sanayii (Metal Taşlama ve Zımparalama 

Tesisleri) 

1 - 

Metal Sanayii (Laklama/Boyama) 1 - 

Metal Sanayii (Alüminyum Hariç Olmak Üzere 

Demir Dışı Metal Üretimi 

2 - 

Metal Sanayii (Demir ve Demir Dışı Dökümhane 

ve Metal Şekillendirme) 

2 - 

Seri Makina İmalatı, Elektrik Makinaları ve 

Techizatı, Yedek Parça Sanayii Atıksularının 

Alıcı Ortama Deşarj Standartları 

2 1 

Taşıt Fabrikaları (Otomobil, Kamyon, Traktör, 

Minibüs, Bisiklet, Motosiklet ve Benzeri Taşıt 

Aracı Üreten Fabrikalar) 

0,3 - 

Karışık Endüstriyel Atıksularının Alıcı Ortama 

Deşarj Standartları Küçük ve Büyük Organize 

Sanayi Bölgeleri ve Sektör Belirlemesi 

Yapılamayan Diğer Sanayiler 

2 1 

Katı Artık Değerlendirme ve Bertaraf Tesisleri 2 1 
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1.3. Ağır Metaller ve Çevresel Etkileri 

Metaller yer kabuğunda doğal olarak bulunan bileşenlerdir (Nies, 1999). Ağır metaller, 

yoğunluğu 5 g/cm3’ten daha büyük olan ve moleküler ağırlıkları 63,5 ve 200,6 g olan 

doğada eser miktarda bulunan metaller olarak tanımlanmaktadır (Nies, 1999). Cr, 

kadmiyum (Cd), civa (Hg), arsenik (As), Pb dahil olmak üzere periyodik tabloda yaklaşık 

olarak 60 metal ağır metal olarak adlandırılmaktadır (Kahvecioglu vd., 2003). Metaller 

organizmaların hayatını devam ettirmeleri için gerekli olup olmamasına göre üç ana 

grupta sınıflandırılmaktadır. İlk grup, biyokimyasal ve fizikokimyasal olayların 

gerçekleştirilmesi için düşük konsantrasyonlarda gerekli olan (Zn, Ni, Cu, Fe gibi) 

elementlerden oluşmaktadır ancak bu metallerin yüksek konsantrasyonları mikro ve 

makroorganizmalar için toksiktir (Bruins vd., 2000). İkinci grupta, organizma için gerekli 

olabilen nikel (Ni), silisyum (Si), kalay (Sn) ve vanadyum (V) gibi elementler yer 

almaktadır. Üçüncü grupta ise As, Cr, berilyum (Be), Cd, Hg, Pb, Si ve antimon (Sb) gibi 

organizmalar için toksik ve esansiyel olmayan ağır metaller yer almaktadır (Katalay, 

2005). Ağır metaller de kendi içinde üç ayrı alt gruba ayrılmaktadır. Bunlar, toksik 

metaller (Hg, Cr, Pb, Zn, Cu, Ni, Cd, As, kobalt (Co), Sn, vb.), değerli metaller (Pd, platin 

(Pt), gümüş (Ag), altın (Au), rutenyum (Ru) vb.) ve radyonüklitler (uranyum (U), toryum 

(Th), radyum (Ra), Amerikyumun (Am), vb. gibidir (Wang ve Chen, 2006). Ağır metaller 

organik bileşikler gibi doğada parçalanamazlar ancak biyolojik sistemlerde birikerek 

besin zincirinde yer alırlar (Wang ve Chen, 2006). Tablo 1.6’da çeşitli ağır metallerin 

kirlilik kaynağı listelenmiştir (Jacob vd., 2018). 

Tablo 1.6. Ağır metal kirlilik kaynakları 

Kaynaklar Ağır Metaller Şiddeti Referanslar 

Endüstriyel atıklar: 

Madencilik, ilaç, tekstil, 

petrokimya ve petrol 

sızıntıları ve E-atık 

Zn, Ni, Cu, Cr, 

Pb, Cd, Mn 

Yüksek (Schaider vd., 2014)  

Hava kaynaklı 

kaynaklar: Yığın, araç 

ve kaçak emisyonlar 

As, Cd, Pb Geniş alan 

dağılım 

(Wuana ve Okieimen, 2011) 
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Tablo 1.6 devam ediyor    

Kaynaklar Ağır Metaller Şiddeti Referanslar 

Gübreler Co, Cu, Fe, Mn, 

Mo, Ni, Zn 

Şiddetli (Roberts, 2014) 

Pestisitler Cu, Hg, Mn, 

Pb, Zn 

Orta (Tchounwou vd., 2012) 

Kanalizasyon çamuru As, Cd, Cr, Cu, 

Pb, Hg, Ni, Se, 

Mo, Zn, Tl, Sb 

Düşük-orta (Shamuyarira and Gumbo, 

2014) 

 

Tablo 1.6’da verilen çeşitli kirletici kaynaklarından ağır metaller çevreye doğal ve 

antropojenik yollarla girer ve toprakta, su kütlelerinde veya havada birikebilir (Chen vd., 

2015; Kuppusamy vd., 2017). Esansiyel olmayan ağır metaller çok düşük 

konsantrasyonlarda bile psikolojik yapıyı etkileyerek sağlık problemlerine yol açabilir.  

Buna en iyi örneklerden biri, kükürtlü enzimlere bağlanan Hg’dir (Duffus ve Worth, 

1996). Ağır metallerin organizmaya göre yaşamsal olup olmadığı değişmektedir. Örneğin 

Ni, bitkiler üzerinde toksik etki gösterirken, hayvanlarda eser element olarak bulunması 

gerekir. Bazı sistemlerde ise ağır metallerin etki mekanizması konsantrasyona bağlı 

olarak değişmektedir. Ağır metaller konsantrasyon sınırını aştıklarında toksik etki 

gösterirler. Ancak, ağır metallerin canlı bünyelerindeki etkisi, canlı türüne ve metal 

iyonunun çeşidine ve yapısına bağlıdır (çözünürlük değeri, kimyasal yapısı, redoks ve 

kompleks oluşturma yeteneği, vücuda alınış şekli, çevrede bulunma sıklığı, lokal pH 

değeri vb.) (Kahvecioglu vd., 2003). 

1.3.1.Krom 

Atom numarası 24, atom ağırlığı 51,996 g/mol, yoğunluğu 7,19 g/cm3 olan Cr’nin erime 

noktası ise 1900 °C’dir (Yalçın, 2016). Periyodik cetvelde “Cr” sembolü ile gösterilir. Cr 

dünyada en fazla bulunan elementler arasında yedinci sırada yer alırken, yer kabuğunda 

21. sırada bulunur (Doğan, 2012; Koçberber Kılıç, 2008). 
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Şekil 1.1. Krom 

Yer kabuğundaki, mevcut Cr miktarı 100 ile 300 μg/g arasında değişirken, topraklarda 5 

ile 3000 μg/g aralığında bulunur. Dünyada yıllık Cr üretimi yaklaşık 107 ton olup, bunun 

önemli bir kısmı (%60-70) amalgam imalat sanayinde kullanılırken, sadece küçük bir 

kısmı (%15) diğer kimyasal endüstriyel uygulamalarda kullanılmaktadır (Tian vd., 2019). 

Cr, paslanmaz çelik metal ve silah endüstrisi, elektrokaplama, kromat imalatı, boyalar ve 

pigment imalatı, ahşap koruma, deri tabaklama endüstrisi, geleneksel ve nükleer 

santrallerde alaşım üretimi ve korozyon önleyici olarak farklı antropojenik aktivitelerde 

yaygın kullanımı nedeniyle yaygın çevresel kirleticilerden biridir ve önemli miktarda Cr 

içeren atıksu üretilmesinin sonucu olarak doğal su kütlelerine salınır (Thacker vd., 2006; 

Tian vd., 2019). Cr’nin iki, üç ve altı değerlikli formları vardır ancak iki değerlikli Cr(II) 

formunun kararsız olması nedeniyle, altı değerlikli Cr(VI) ve üç değerlikli Cr(III) 

formları atıksuda ve doğada en çok bulunan türleridir. Cr(VI), suda iyi çözünebilen 

özellikte olup kanserojendir ve Cr(III)’ten 100 kat daha toksik ve 1000 kat daha 

mutajeniktir (Chojnacka, 2010). Cr(VI), çözeltilerde CrO4
-2 (kromat) veya Cr2O7

-2
 

(dikromat)  halinde bulunur ve sülfat (SO4
-2) ile yapısal benzerliği nedeniyle, sülfat taşıma 

yollarından hızla hücresel geçirgenlik bariyerini aşabilir (Patra vd., 2010). Cr(VI), hızla 

Cr(V)’e indirgenir ve serbest radikaller üretilir. Serbest radikaller, oksidatif strese, DNA 

hasarına ve gen ekspresyonuna neden olarak mikroorganizmalar da dahil olmak üzere 

tüm yaşam sistemleri için toksiktir (Mabbett ve Macaskie, 2001; Wise vd., 2004). 

Cr(III) zararsız ve suda çözünmeyen, ancak insan vücudu için gerekli olan bir elementtir. 

Cr(III)’ün, insülinin hücre yüzeyi reseptörlerine bağlanmasını kolaylaştırarak kan şekeri 

düzeyinin korunmasında önemli rolü vardır (Karthik vd., 2017). Ayrıca Cr(III)’ün vücut 

yağ, kolesterol ve trigliserit seviyelerini düşürmede ve kas kütlesinde artışta olumlu etkisi 
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vardır (Jobby vd., 2018). Cr’nin diğer formlarına insan vücudunun ihtiyacı yoktur. 

Havaya Cr partikülleri karıştığında 10 gün kalabilir. Toprak partiküllerine sıkıca 

yapışırken, suda ise dibe çöker ve topraktan düşük konsantrasyonlarda sulara karışabilir. 

Havadan solunarak, suyla ve besinlerle vücuda alınabilir (Jobby vd., 2018). Yüksek 

konsantrasyonlarda Cr’ye maruz kalındığında; göz ve cilt tahrişi, şiddetli ishal, cilt ve 

solunum yollarının korozyonu, böbrek fonksiyon bozukluğu ve insanlarda akciğer, 

karaciğer gibi birçok sağlık sorununa neden olabilir. Cr, USEPA tarafından A sınıfı insan 

kanserojeni olarak belirlenmiştir (Thacker vd., 2006). USEPA’ya göre, Cr(VI)’nın yüzey 

suyuna deşarjı için izin verilen limit 0,5 mg/L iken Cr(III), Cr(VI) ve diğer formlarını 

içeren toplam Cr’nin limit değeri 2 mg/L’den daha az olarak belirlenmiştir (Chang vd., 

2019). Ayrıca WHO ve Avrupa standartları içme suyunda izin verilen toplam Cr limit 

değerini 0,05 mg/L olarak belirlemiştir. Toksik Maddeler ve Hastalıklar Dairesi 

Başkanlığı, ABD İnsan Sağlığı Hizmetleri Dairesi Cr(VI)’yı 17. sırada toksik madde 

olarak sınıflandırmıştır (Kumar ve Dwivedi, 2019). Ülkemizde SKKY’ye göre, Cr(VI) 

limit değerleri birinci kalite su için ölçülemeyecek kadar az, 2. kalite suda 20 μg/L ve 3. 

kalite suda ise 50 μg/L Cr (VI) olarak belirlenmiştir (SKKY, 2004). İnsani Tüketim 

Amaçlı Sular Hakkında Yönetmelik’te (2013) içme suyunda bulunan Cr limit değeri 50 

µg/L olarak belirlenmiştir (Sağlık Bakanlığı, 2013). TSE 266 içme suyunda 

bulunabilecek Cr sınır değeri 0,05 mg/L’dir (TSE, 2005). 

1.3.2.Kurşun 

Atomik ağırlığı 207,19 g/mol, atom numarası 82, yoğunluğu 11,34 g/cm3 olan Pb’nin 

erime noktası ise 327,5 °C’dir. Periyodik cetvelde “Pb” sembolü ile gösterilen elementtir. 

Pb’nin kütle numaraları 208, 206, 207 ve 204 olan 4 farklı izotopu vardır. Düşük erime 

sıcaklığı ve iletkenliğe sahip olan Pb kolaylıkla şekil verilebilen toksik bir elementtir ve 

mavimsi renkte olup, hava ile temas ettikten sonra gümüş/mat gri renge dönüşür (Özbolat 

ve Tuli, 2016). 



14 

 

 

Şekil 1.2. Kurşun 

Pb; madencilik, metal ve metal arıtma endüstrileri, otomobil aküleri, tıbbi ekipmanlar, 

kurşunlu boyalar, kurşun-asit pilleri, saç boyalarının imalatında, seramik endüstrisi, 

kaplama, bilimsel ve optik aletler, cephaneler, katı atık yapımı, kurşunlu benzin, arıtma 

çamuru, enerji santrali ve atık yakma tesislerinden kaynaklanan atıklarda yüksek 

konsantrasyonlarda bulunan tehlikeli ağır metallerden biridir (Dauvin, 2008). Pb, hücre 

zarlarına zarar verebilecek enzim ve proteini temel metal iyonları ile değiştirebilen ve 

DNA’nın yapısını tahrip edebilen bakterilerden insanlara kadar tüm canlılar için oldukça 

toksik bir metaldir (Olaniran vd., 2013). Pb’nin fazlası insan vücudunda birikebilir ve 

anemi, infertilite, hipertansiyon, hafıza kaybı, düşük, böbrek bozuklukları ve zihinsel 

geriliğe neden olabilir (Ren vd., 2015). Bu nedenle Pb, USEPA tarafından tehlikeli 

inorganik atık listesine eklenmiştir ve USEPA tarafından içme suyundaki Pb limit değeri 

0,015 mg/L (15 µg/L) olarak belirlenmiştir (Rosen vd., 2017). WHO’ya göre, içme 

suyunda izin verilen güvenli Pb seviyesi 10 µg/L (0,01 mg/l) olarak belirlenmiştir (Watt 

vd., 2000). TSE 266’ya göre içme suyunda 0,01 mg/L’yi aşmaması gereklidir (TSE, 

2005). 

1.4. Atıksulardan Ağır Metallerin Giderimi  

Ağır metaller, organizmalarda toksik, kanserojen ve biyolojik olarak biriken özellikte 

olmaları nedeniyle bitki, hayvan ve insan hayatını tehdit etmektedirler. Bu nedenle ağır 

metal içeren evsel ve endüstriyel atıksular deşarj edilmeden önce arıtılmalıdır (Fu ve 

Wang, 2011; Hamutoğlu vd., 2012). Nihai deşarjdan önce ağır metallerle kirlenmiş 

atıksuların arıtılması için çeşitli atıksu arıtma teknolojileri mevcuttur (Janyasuthiwong 

vd., 2017). Kimyasal çöktürme, buharlaşma ile geri kazanım, oksidasyon/redüksiyon 

filtrasyon, iyon değişimi, membran teknolojileri ve elektrokimyasal arıtma teknolojileri 
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yaygın olarak kullanılmaktadır (Fu ve Wang, 2011). Bu geleneksel arıtma yöntemlerinin 

arıtma süreçlerinin zorluklar içermesi, zararlı yan ürün oluşumu ve aktif çamurda yüksek 

oranda toksik bileşiklerin oluşumu da metallerin arıtımını zorlaştırmaktadır. Buna 

ilaveten, susuzlaştırılması ve bertarafı zor olan toksik çamurların üretilmesi gibi çeşitli 

sorunlara yol açmaktadır. Ayrıca bu yöntemlerin çoğu, sadece yüksek veya orta metal 

konsantrasyonlarında ekonomik olarak uygulanabilirken düşük konsantrasyonlardaki 

metal kirliliğinde (1-100 mg/L) kullanılmamaktadır. Geleneksel arıtma yöntemlerinin 

yüksek oranda kimyasal madde ve enerji ihtiyaçlarının olması da önemli 

dezavantajlarından biridir (Martín-Lara vd., 2013). Tablo 1.7’de ağır metallerin 

gideriminde yaygın olarak kullanılan yöntemlerin avantaj ve dezavantajları verilmiştir 

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

Tablo 1.7. Ağır metal giderim yöntemleri, avantaj ve dezavantajları 

Yöntem Avantaj Dezavantaj 

Kimyasal çöktürme 

ve filtrasyon 

 Basit ve Ucuz  Yüksek 

konsantrasyonlarda zor 

giderim 

 Etkin değil 

 Aktif çamur oluşumu 

Elektrokimyasal 

yöntemler 

 Metal geri 

kazanımı 

 Pahalı olması 

 Sadece yüksek 

konsantrasyonlarda 

etkin olması 

Kimyasal 

oksidasyon ve 

indirgenme 

 İnaktivasyon  Ortam hassasiyeti 

İyon değişimi  Etkin arıtım ve saf 

atık 

 Metal geri 

kazanımı 

 Partiküllere hassas ve 

reçinelerin pahalı olması 

Buharlaştırma  Saf atık elde etme  Fazla enerji gereksinimi 

 Pahalı olması 

 Atık çamur oluşumu 

Ters ozmos  Geri dönüşüm için 

saf atık eldesi 

 Yüksek basınç 

 Membran boyutu 

 Pahalı olması 

Adsorpsiyon  Sorbentlerin Aktif 

karbon kullanımı 

 Tüm metaller için uygun 

olmaması 
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Metallerin biyolojik yöntemlerle uzaklaştırılması ve geri kazanımı, kullanılan geleneksel 

fiziksel-kimyasal arıtım yöntemlerine kıyasla ekonomik ve pratik olması, arıtma 

veriminin yüksek olması, çevre dostu olması nedeniyle tercih edilmektedir ve 

biyoteknolojik yaklaşım olarak önemi gün geçtikçe artmaktadır (Kalita ve Joshi, 2017). 

1.4.1. Biyolojik Arıtma Yöntemleri 

 

Canlı veya cansız mikroorganizmalara veya bitkilere dayanan biyolojik arıtma, toksik 

metallerin seviyelerini uygun maliyetli ve çevre dostu bir şekilde çevresel olarak kabul 

edilebilir sınırlara indirmeyi sağlar (Volesky, 2001). Biyolojik arıtımda, 

mikroorganizmalar tarafından ağır metallerin adsorbe edilmesi, metallerin hücre içinde 

biyobirikimi, hücre yüzeyine tutunması (biyosorpsiyon, adsorpsiyon) ve metallerin 

mikroorganizma tarafından salgılanan biyolojik ajanlarla giderimi veya geri 

kazanılmaları sağlanır (Gadd, 1990; Öztürk, 2008; Srinath vd., 2002). 

Mikroorganizmalarla ağır metal giderimi metabolizmadan bağımsız olarak ve/veya 

metabolizmaya bağlı olarak gerçekleşmektedir (Şekil 1.3) (Yalçın, 2016).

 

Şekil 1.3. Biyogiderim mekanizmaları (Yalçın, 2016) 

Biyokütlenin bulunduğu bir sulu ortamda çözünebilen kimyasallar varsa, adsorbatlar 

(kirleticiler) biyolojik maddelerle biyosorpsiyon adı verilen süreçte hücresel yüzeylere 

bağlanır veya biyoakümülasyon yoluyla hücrelerin içinde biriktirilir (Chojnacka, 2010; 

Kaduková ve Virčíková, 2005). Biyosorpsiyon ve biyoakümülasyon, doğadaki madde 

döngüsüne katılır. Canlı organizmalar kimyasal maddeleri biyolojik olarak 

biriktirebildiği için kirleticiler de toksik maddelere dönüşür. Bu süreç kalıcı olarak 

Biyogiderim 
mekanizmaları

Canlı hücre

Metabolizmaya bağlı 
(biyoakümülasyon)

Hücre içi 
birikim

Hücre membranı 
boyunca taşınım

Hücre dışı 
birikim/çökelme

Kompleksleşme
Çökelme İyon 

değişimi

Ölü hücre

Metabolizmadan 
bağımsız 

(biyosorpsiyon)

Hücre yüzeyinde 
adsorpsiyon/çökelme 

Adsorpsiyon Çökelme



17 

 

gerçekleşir ve neredeyse tüm biyokütle türleri tarafından gerçekleştirilir. Doğal ortamda 

gerçekleşen bu süreç insan kontrollü çalışma koşulları altında endüstriyel uygulamaları 

da yapılabilmektedir. Biyosorpsiyon ve biyoakümülasyon, hemen hemen tüm biyolojik 

atıksu arıtma süreçlerinde ve tüm biyoremediasyon teknolojilerinde kendiliğinden 

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

1.4.1.1. Biyosorpsiyon 

Mikroorganizmalar tarafından ağır metallerin biyosorpsiyonu ve biyoakümülasyonu 

sulardan ağır metallerin giderimi için kullanılan önemli proseslerdir. Biyosorpsiyon, 

metabolizmadan bağımsız olarak gerçekleşen fizikokimyasal bir olay olup bir ağır metal 

alım sürecidir. Esas olarak hücre membranında bulunan polisakkaritlerin, proteinlerin ve 

lipidlerin sahip olduğu fonksiyonel gruplar tarafından gerçekleşmektedir (Srinath vd., 

2002). Bu fonksiyonel gruplar amino, karboksilik, sülfat, sülfidril, fosfat ve tiyol grupları 

olup metalleri bağlamada farklı affinite ve özgüllüğe sahiptirler (Holan vd., 1993; Ting 

vd., 1991). Metaller, hücre yüzeyinde fiziksel adsorpsiyon veya iyon değişimi ile 

biriktirilmektedir (Zabochnicka-Swiatek ve Krzywonos, 2014). Biyosorpsiyon, canlı 

hücreler ve ölü biyokütleler kullanılarak ağır metalin metabolizmadan bağımsız olarak 

uzaklaştırılması işlemidir ve metallerin hücre yüzeyine pasif olarak bağlanmasıdır 

(Srinath vd., 2002). Biyosorpsiyon ile metallerin gideriminde, mikroorganizmaların hücre 

duvarı (yüzeyi) negatif yüklü olduğu için pozitif yüklü metal iyonlarını (Cu+2, Pb+2, Zn+2, 

Mn+2, Cd+2, Ni+2, Hg+2, Cr+3, Cr+6, Fe+2, Fe+3 vb.) bağlar. Bu proses; pH, sıcaklık, iyonik 

güç, absorbent miktarı ve boyutuna bağlı olarak değişmektedir (Timkova vd., 2018).  

Metallerin metabolizmadan bağımsız alımı (pasif) daha hızlı olup, daha az enerjiye 

ihtiyaç duyulmaktadır. Biyosorpsiyon prosesinde harcanan enerji (21 kJ/mol), 

biyobirikim (biyoakümülasyon) için harcanan enerjiden (63 kJ/mol) daha düşüktür 

(Kadukova ve Vircikova, 2005). Ayrıca, biyosorpsiyonda ölü ve tutuklanmış hücreler 

kullanılabilmektedir (Öztürk, 2008). Biyosorpsiyon prosesinin avantajları, biyokütlenin 

tekrar kullanılabilirliği, toksisite ne olursa olsun metallerin atıksudan uzaklaştırılması 

(çok düşük dozdaki kirleticilerde bile etkilidir), dengeye ulaşılana kadar kısa çalışma 

süreleri (90 dakika) ve toksik olabilecek ikincil kirleticilerin üretilmemesidir. Bu 

avantajları biyosorpsiyonun kullanımını yaygınlaştırmaktadır (Kadukova ve Vircikova, 

2005). 
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1.4.1.2.Biyoakümülasyon (Biyobirikim) 

Biyoakümülasyon, ağır metallerin alımı için hücresel enerjiyi kullanan metabolizmaya 

bağlı olarak gerçekleşen bir süreçtir (Fernandez vd., 2018). Biyoakümülasyonda, 

mikroorganizma metalleri seçerek kontrollü bir şekilde bünyesine almaktadır. Birden 

fazla metale maruz kaldıklarında mikroorganizmalar metabolize edebileceği metalleri 

tercih etmektedir. Mikrobiyal biyobirikimde ilk aşamada, fiziksel adsorpsiyon yani 

biyosorpsiyon gerçekleşir. Daha sonra, metal iyonları hücre zarından sitoplazma içerisine 

taşınır (Gadd, 1990; Han vd., 1992). Biyoakümülasyon, mikrobiyal iç yapıya, 

biyokimyasal özelliklere, genetik ve fizyolojik yeteneklere ve çevresel koşullara bağlı 

olduğu için ağır metal alımı biyosorpsiyona göre daha uzun zaman almaktadır 

(Vijayaraghavan ve Yun, 2008). Metalin hücre peptidoglikan tabakasına bağlandığında 

biyoakümülasyon sürecinin yük değişiklikleri gibi hücre yüzey özelliklerinin de 

etkilendiği bildirilmiştir. Buna ek olarak biyoakümülasyon prosesini sıcaklık da 

etkilemektedir. Yüksek ve düşük sıcaklıklar bakterilerin metabolik aktivitelerini yok 

edebilir (Javanbakht vd., 2014). Bu mekanizmada, hücre içi sekresyon, spesifik 

organeller içinde lokalizasyon gibi canlılık özellikleri, MT bağlanması, partikül metal 

birikimi, hücre dışı çökelme ve kompleks oluşumu meydana gelebilir (Gadd, 1990). Bu 

konuda yapılmış olan birçok çalışmada, bakteri, mantar, yosun ve diğer bitki kaynaklı 

biyokütleler kullanılarak sulu çözeltilerden metallerin hücrelere aktif olarak bağlandığı 

tespit edilmiştir (Gavrilescu, 2004; Cheung ve Gu, 2007; Wang ve Chen, 2009; 

Chojnacka, 2010). Biyoakümülasyonda en önemli problemlerden biri yüksek metal 

konsantrasyonlarında hücrelerin inhibisyonudur. Bazı mikroorganizmaların metal 

birikim mekanizmalarının anlaşılması, kontamine çözeltilerin konsantrasyonu, arıtım ve 

geri kazanım süreçlerinin geliştirilmesinde belirleyicidir. Biyosorpsiyon ve 

biyoakümülasyon prosesleri birbirinden farklıdır. Prosesler arasındaki farklılıklar detaylı 

bir şekilde Tablo 1.8’de verilmiştir (Chojnacka, 2010). 
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Tablo 1.8. Biyosorpsiyon ve biyoakümülasyon prosesleri arasındaki farklar (Chojnacka, 

2010) 

Biyosorpsiyon Biyoakümülasyon 

Pasif süreç Aktif süreç 

Ölü Biyokütle Canlı Biyokütle 

Metaller hücre yüzeyine bağlanır. Metaller hücresel yüzeyine hücre içine 

bağlanır. 

Adsorpsiyon Absorpsiyon 

Tersinir proses Kısmen tersinir proses 

Besin maddeleri gerekli değildir. Besin maddeleri gereklidir. 

Tek aşamalı süreç Çift aşamalı süreç 

Hızlı gerçekleşir. Yavaş gerçekleşir. 

Metabolizma tarafından kontrol 

edilmez. 

Metabolizma tarafından kontrol edilir. 

Toksik etkisi yoktur. Kirleticiler toksik etkiye neden olabilir. 

Hücresel büyüme yok. Hücresel büyüme var. 

Metal iyonlarının ara denge 

konsantrasyonuna ulaşır. 

Çok düşük denge konsantrasyonuna 

ulaşılır. 

1.5. Biyosorpsiyon ve Biyoakümülasyon Proseslerinin Ağır Metal Giderimindeki 

Önemi 

Biyosorpsiyon ve biyoakümülasyon, atıksulardan ağır metal gideriminde yaygın olarak 

kullanılan biyolojik proseslerdir. Bu yöntemlerin düşük işletme maliyeti, bertaraf 

edilecek kimyasal ve/veya biyolojik çamur hacminin en aza indirilmesi ve düşük 

konsantrasyonlardaki atıkların detoksifikasyonunda yüksek verimli olmaları gibi önemli 

avantajları vardır. Giderme işlemi hızlıdır, sadece birkaç dakika sürer, normal basınç ve 

sıcaklık altında gerçekleşmektedir. Bununla birlikte, biyosorpsiyon/biyoakümülasyon 

bazlı prosesler kullanan sınırlı sayıda arıtma tesisi bulunmaktadır (Kadukova ve 

Vircikova, 2005). Bu prosesler ile doğal su kaynaklarından veya atıksulardan metallerin 

gideriminde etkili mikroorganizmalar kullanılmalıdır. Ancak biyoremediasyonda 

kullanılacak mikroorganizmalar, maruz kalacakları metalin toksik etkilerine karşı 

dayanaklı olmalıdır, aksi taktirde metal mikroorganizmaları öldürür ve arıtım işlemi 
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yapılamaz (Ergül Ülger, 2016). Bu zararlı etkiyi ortadan kaldırmak için 

mikroorganizmalar, hücresel morfolojik değişiklikler, enzimlerin salgılanması gibi 

kendini koruma mekanizmaları geliştirirler (Jacob vd., 2018). Toksik bileşiklerle 

kontamine olmuş ortamlarda, mikroorganizmalar sadece bu tür bileşiklere dayanmakla 

kalmaz, aynı zamanda bunları kendi yararları için iyileştirme yolları da geliştirirler (Guo 

vd.,  2010). Bakteriler, sentezledikleri proteinler ve genetik yapıları sayesinde metallere 

karşı direnç gösterirler (Guo vd., 2010). Bakteriler Cd, Cr, Cu, Pb, Hg ve Ni gibi toksik 

metallere karşı metal dirençli genler eksprese ederek hayatta kalırlar. 

Mikroorganizmaların metaller ile karşılaştıklarında kendilerini korumak için geliştirdiği 

beş ana mekanizma vardır. Bu mekanizmalar aşağıda sıralanmıştır (Ianieva, 2009). 

1) Metallerin hücre içine alınmasının engellenmesi: Hücre duvarı, plazma zarı 

veya kapsül metal iyonlarının hücreye girmesini engelleyebilir. Farklı 

taksonomik gruplara ait bakteriler, metal iyonlarını hücre duvarının veya 

kapsülün iyonlaştırılabilir grupları (karboksil, amino, fosfat ve hidroksil 

grupları) ile adsorbe edebilir (El-Helow vd., 2000). Ölü bakteri hücreleri de 

metal iyonlarını bağlayabilir, bu adsorpsiyon pasif bir süreçtir. Termal işlemle 

öldürülen bakteri hücrelerinin, canlı hücrelerle aynı veya daha yüksek 

adsorpsiyon kapasitesine sahip oldukları tespit edilmiştir (Fabre vd., 2003). 

Bu konuda yapılan çalışmalarda; Pseudomonas putida (Pardo vd., 2003), 

Brevibacterium sp. (Taniguchi vd., 2000) ve Bacillus sp. (Green-Ruiz, 2006) 

suşlarının canlı olmayan hücreleri için yüksek düzeyde ağır metal iyonlarının 

pasif emilimi gözlenmiştir. Ağır metal iyonları, ağırlıklı olarak karboksil ve 

polisakkarit grupları ile bakteriyel kapsüller tarafından adsorbe edilebilir. 

Enterobacter chloaceae (Iyer vd., 2005), Marinobacter sp. (Bhaskar ve 

Bhosle, 2006), ve Acinetobacter sp.’nin metal iyonları biriktirdiği 

gösterilmiştir (Ianieva, 2009). Bu mekanizmaya başka bir örnek ise, E. coli’de 

membranda bulunan porin proteininde yapılan değişiklik ile metal iyonlarının 

hücre dışında tutulmasıdır (Rouch vd., 1995). Bu sistem genelde tek bir genin 

mutasyonu ile meydana gelir ve membranın metal iyonlarına karşı 

geçirgenliğini azaltır (Ji ve Silver, 1995). 

2) Metallerin mikroorganizmadan aktif olarak uzaklaştırılması: Metaller 

aktif taşıma yoluyla hücre dışına pompalanırlar. Bu mekanizma plazmit veya 
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kromozom tarafından kodlanabilir (Ergül Ülger, 2016 ; Ianieva, 2009). Bazı 

metal iyonları hücreye temel elementlerin alınmasından sorumlu sistemler 

aracılığıyla girebilir. Örneğin, kromat hücrenin içine sülfat taşıma sistemi 

(Cervantes ve Gutierrez-Corona, 1994) aracılığıyla taşınırken Cd, Zn, Co, Ni 

ve mangan (Mn) metal iyonları hücrelere magnezyum (Mg) sistemi aracılıyla 

girer (Nies ve Silver, 1989). ATP hidrolizi ve elektrokimyasal gradyan enerjisi 

metal iyonlarının hücre dışında tutulmasını sağlar (Ianieva, 2009). 

Elektrokimyasal gradyan enerjisini kullanarak en iyi çalışan akış sistemini, 

çoklu metal dirençli bakteri olan Ralstonia metallidurans CH34 suşunda Cu, 

Co ve Zn metal iyonlarına toleransından sorumlu olan Czc operonu kodlar 

(Nies, 2000). 

3) Metallerin proteinlere bağlanması ile hücre içinde birikmesi: Bu 

mekanizma ile ağır metallerin hücre içinde, hücre metabolizmasına etki 

edemeyecekleri bir yerde (örneğin vakuollerde) birikmesi sağlanarak hücresel 

organellerle etkileşmeleri önlenir (Ergül Ülger, 2016).  

4) Metallerin hücre dışında tutulması: Metal iyonlarının periplazmada veya 

dış zardaki hücresel bileşenler tarafından birikmesi veya çözünmeyen 

bileşikler olarak metal iyonlarının kompleksleştirilmesi ile metal iyonları 

hücre dışında tutulur. Bu mekanizmaya örnek olarak, Cu dirençli 

Pseudomonas syringae suşları, Cu iyonlarını ve bakteri kolonilerini bağlayan 

CopA, CopB ve CopC (dış membran proteini) proteinlerini sentezler ve metal 

birikimi sonucunda mavi renge dönüşür (Cha ve Cooksey, 1991). Başka bir 

çalışmada ise, Saccharomyces cerevisiae’nin büyük miktarda glutatyon 

salgılayarak Ni adsorbsiyonunu azaltabildiği tespit edilmiştir. Mayanın 

taşıdığı metilglioksal geni metallerin yoğun olduğu bölgelerde ekstrasellüler 

glutatyon maddesi oluşturur. Bu komplekslere toksik metaller bağlanır ve 

hücreye girmesi engellenir (Ergül Ülger, 2016). 

5) Enzimlerle metallerin daha az toksik forma dönüştürülmesi: Bu 

mekanizma, hücre içinde ve enzimatik yollarla gerçekleşmektedir. Bazı 

bakteriler, enerji üretimi için elektron vericileri veya alıcıları olarak, metalleri 

ve metalloidleri kullanabilirler. Oksitlenmiş formdaki metaller, bakterilerin 
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anaerobik solunumu sırasında elektronların terminal alıcıları olarak işlev 

görebilir. Metal iyonlarının enzimatik olarak indirgenmesi, daha az toksik Hg 

(Barkay vd., 2003) ve Cr formlarının oluşmasına da neden olmaktadır (Viti 

vd., 2003). Enzimatik indirgeme ile en iyi çalışılan metal detoksifikasyon 

sistemi, mer-operonu tarafından gerçekleştirilir. İki değerlikli Hg metal 

iyonları, MerT transport proteini ile hücreye aktarılır ve MerA hücre içi 

redüktaz ile elementer Hg°’a indirgenir (Brown vd., 2002). 

Mikrobiyal izolatlar böylesine olağanüstü doğal özellikleri sayesinde, zararlı kirletici 

maddelerin azaltılması ve/veya bozunması ve kontamine atmosferin temizlenmesi için 

başarıyla kullanılmaktadır (Jacob vd., 2018). Son yıllarda, ağır metallerin giderilmesinde 

genetik olarak tasarlanmış bakterilerin güçlü adaptasyon ve yüksek arıtma verimliliği 

özelliklerine sahip olmaları nedeniyle birçok araştırmada bu konuya odaklanılmıştır. Cu, 

Co, Cr, Ni, Mo, Fe, Zn ve Mn gibi ağır metaller, belirli bir konsantrasyonu aştıklarında 

metabolik fonksiyonları, transkripsiyon sürecini veya genetik materyallere zarar vererek 

her türlü mikroorganizma üzerinde çeşitli biyokimyasal, fizyolojik veya genotoksik 

etkilere neden olabilir (Emamverdian vd., 2015; Rasheed vd., 2019). Bununla birlikte, 

bazı mikroorganizmalar biyolojik detoksifikasyon yoluyla ağır metal toksisitesine karşı 

direnç geliştirebilir. Direnç mekanizması temel olarak iki şekildedir: MT gibi metal 

iyonları için yüksek bağlama kapasitesine sahip bir kompleks ya da bazı spesifik metal 

iyonu taşıma sistemleri, ağır metallerin alımını azaltmak için ağır metal iyonlarını hücre 

dışına taşır (Rasheed vd., 2019). Birçok çalışmada, MT geni eksprese edilmiş E. coli 

hücrelerinin, Cd (Deng vd., 2007; Kim vd., 2005), As (Singh vd., 2008) ve Cu (Sekhar 

vd., 2011) gibi metal biyoakümülasyonunu arttırdığı tespit edilmiştir. 

1.6. Rekombinant DNA teknolojisi 

Rekombinant DNA’nın üretilmesi ve hücre içinde replikasyonunu gösteren ilk yayın, 

1972 ve 1973 yıllarında Kethleen Danna ve Daniel Nathans tarafından yapılmıştır 

(Jackson vd., 1972; Katartaş, 2011). 1972 yılında Paul Berg yapmış olduğu çalışmada, 

rekombinant DNA teknolojisi ile genetiği değiştirilmiş (GD) ilk DNA molekülünü 

oluşturmuştur. 1973 yılında E. coli bakterisine Salmonella genleri aktarılarak daha önce 

bakteride olmayan yeni özelikler geliştirmesi sağlanmıştır. Bu bakteri, genetiği 

değiştirilmiş ilk organizma (GDO) olarak kabul edilmektedir (Yaşar vd., 2017). 



23 

 

Rekombinant DNA teknolojisi (genetik mühendisliği), bir organizmadan herhangi bir 

yolla izole edilen bir genin (DNA parçasının) uygun bir konağın içerisine sokularak orada 

çoğalmasını ve bazen de ifade edilmesini amaçlayan çalışmalara ait tekniklerin tümüne 

denir. Bu teknoloji, en geniş anlamda belli bir amaca yönelik olarak doğrudan genetik 

materyal üzerinde yapılan çalışmaları kapsar (Elçin, 2021). 

Gen Klonlaması,  

• Bir organizmadan elde edilen ve içinde istenilen geni taşıyan DNA parçalarının, 

taşıyıcı özellikte bir DNA molekülüne (vektör) bağlanarak rekombinant DNA 

oluşturulur. 

• Rekombinant DNA moleküllerinin uygun bir konak hücreye sokularak orada 

çoğaltılması ve hepsi birbirinin aynı olan bir DNA popülasyonunun elde edilir. 

• Konak hücreler çoğaldıkça rekombinant DNA molekülleri nesillere aktarılarak 

yeni hücrelerdeki kopya sayılarının arttırılır. 

• Çok sayıda hücre bölünmesiyle oluşan bir klonda (rekombinant DNA teknolojisi 

ile sentezlenen belirli DNA/gen kopyaları) hücrelerin her birinde istenilen geni taşıyan 

rekombinant DNA moleküllerinin bir ya da daha fazla sayıda kopyası bulunur (Elçin, 

2021). 

Rekombinant DNA teknolojisi aşı üretimi, gıda endüstrisinde, endüstriyel enzim 

üretiminde ve biyoremediasyon uygulamalarında kullanılmaktadır. Alt başlıkta genetiği 

değiştirilmiş bakterilerin biyoremediasyonda kullanımı ile ilgili detaylı bilgi verilmiştir. 

1.7. Genetiği Değiştirilmiş Bakterilerin Biyoremediasyondaki Önemi 

Çevresel sorunlara yol açan kirleticilerin artışı, küresel anlamda önemli bir çevre 

sorunudur. Çevreyi ve insanları ağır metal kirliliğinden korumak için konvansiyonel 

arıtma yöntemlerinden farklı olarak, yeni arıtma teknolojilerinin tasarlanması gerekliliği 

ve önemi gün geçtikçe artmaktadır. Toksik atıkların giderilmesi veya azaltılması için 

mikrobiyal sistemlerden yararlanan düşük maliyetli ve çevre dostu biyoremediasyon 

prosesi bu yöntemlerden biridir (Kalita ve Joshi, 2017; Verma ve Kuila, 2019). Bu 

teknoloji, mikroorganizmaların doğasına bağlı olarak gerçekleşen multidisipliner bir 
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yaklaşım gerektirmektedir (Singh vd., 2011). Ağır metaller gibi kirleticilerin birçoğu, 

doğal yollarla yeterli bir şekilde parçalanamadığı için çevrede yüksek kalıcılığa sahiptir 

(Das vd., 2016). Birçok organik kirletici biyolojik yollarla ayrıştırılırken, inorganik toksik 

metaller çeşitli enzimler tarafından dönüştürülür. Bakteriler, savunma mekanizmalarının 

bir parçası olarak toksik metallere karşı direnç geliştirmektedir. Çevrede toksik metallerin 

varlığına yanıt olarak dirençli bakteriler tarafından metallerin toksik formunu yok etmek 

veya azaltmak için birçok hücre içi ve hücre dışı enzim sentezlenmektedir. Şekil 1.4’te 

bakterilerin toksik metallere karşı genetik direnç mekanizmaları gösterilmiştir (Das vd., 

2016).   

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 1.4. Bakteriler tarafından toksik metallere karşı genetik direnç mekanizmasının 

genelleştirilmiş bir gösterimi (Das vd., 2016) 

Metallerin hücreye alınmasında, birçok mikroorganizmanın metal bağlayıcı proteinler 

sentezledikleri rapor edilmiştir (Verma ve Kuila, 2019). Bu sentezin, ağır metallerin 

detoksifikasyon mekanizması gereği yapıldığı saptanmıştır. Metallerin her iki tip 

alımında (hücre içi ve hücre dışı birikim) bu özgül düşük moleküler ağırlıklı proteinlerin 

önemi büyüktür (Gadd, 1990; Han vd., 1992). Yapılan çalışmalarda çeşitli bakterilerin 

(Ralstonia eutropha, Pseudomonas putida, Mycobacterium marinum, E. coli, 

Sphingomonas desiccabilis, Bacillus idriensis vb.) kontamine ortamda toksik metal 

bileşiklerinin biyolojik olarak giderilmesini sağlayan önemli genlere sahip olduğu 

bildirilmiştir (Ackerley vd., 2004; Valls vd., 2000). Biyoremediasyonda, bu dirençli 
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genler sayesinde mikroorganizmalar çok toksik ortamlarda dahi hayatta kalırlar (Ianieva, 

2009). Ancak bakterilerin metallere karşı olan doğal direnç mekanizmaları kontamine 

ortamlardaki kirliliğin giderimi için tek başına yeterli değildir. Bu nedenle bakterilerin 

metal alım kapasitelerinin artırılması gereklidir. Biyoremediasyon prosesi, moleküler 

biyoteknoloji kullanılarak belirli metaller için daha yüksek biyosorpsiyon kapasiteleri ve 

seçiciliği olan tasarlanmış organizmalar oluşturmak için imkân sağlamaktadır (Wang ve 

Chen, 2009). Genetiği değiştirilmiş mikroorganizmaların (GDM) ağır metallerin 

biyoremediasyonunda kullanımı, fiziko-kimyasal yöntemlere kıyasla çevre dostu olması, 

yan ürün oluşturmaması, yüksek metal bağlama kapasiteleri vb. özellikleri nedeniyle ön 

plana çıkmaktadır (Singh vd., 2011). Bununla birlikte, GDM dayanan biyolojik giderim, 

yeni bir teknolojidir ve toksik metal kontaminasyonlarını gidermenin çevre dostu ve etkili 

bir yolu olarak dikkat çekmektedir (Liu vd., 2011; Mejare ve Bülow, 2001). Genetik 

modifikasyon (dönüşüm) bakterilerde yaygın olarak kullanılmaktadır. Bakteriler arasında 

genetik dönüşüm; transdüksiyon ve konjugasyon yoluyla doğal olarak gerçekleşmektedir. 

Bu doğal araçların yanı sıra, modern genetik mühendisliği ve rekombinant DNA 

teknolojisi kullanılarak, metaller gibi doğada kirlilik oluşturan maddelerin giderilmesi 

için doğada bulunmayan genlerin yapay bir kombinasyonunu oluşturma fırsatı 

sunmaktadır. Bu genler sayesinde metallere karşı yüksek affinite ve seçiciliğe sahip 

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

Son zamanlarda, genetik mühendisliği stratejilerini kullanarak kirleticilerin giderim 

oranlarını arttırmak için bir dizi imkân ortaya çıkmıştır. Örneğin, bilinen metabolik 

yolaklardaki hız sınırlayıcı basamakların bozunma oranlarını artırmak için bu yolaklar 

genetik olarak manipüle edilebilir veya inatçı bileşiklerin degradasyonunda etkili olan 

tamamen yeni metabolik yollar bakteri suşlarına dahil edilebilmektedir. Genetiği 

değiştirilmiş mikroorganizmalarda (GDM), gerçekleştirilecek dört strateji vardır. 

Bunlardan ilki, enzim özgüllüğünün ve afinitesinin değiştirilmesidir. Metabolik yolağın 

her aşamasına spesifik genlerin transkripsiyonu ve translasyonu ile üretilen enzimler 

aracılık etmektedir. GDM’ler, enzimatik aktivitelerini ve enzim substrat özelliklerini 

değiştiren hibrit gen kümeleri tarafından geliştirilmiştir. Bu gen kümeleri, gelişmiş 

dönüştürme kabiliyetine sahip enzimi kodlamaktadır. Bir çalışmada E. coli suşu, 

trikloretilenin (TCE) degradasyonu için bir hibrid gen kümesini ifade etmek üzere genetik 

olarak modifiye edilmesi bu yaklaşıma örnek verilebilir. İkinci yaklaşımda ise yolakların 
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oluşturulması ve düzenlenmesidir. GDM’ler, mevcut katabolik yolakları geliştirilerek 

veya bu yolakları yabanıl suş kullanılarak indirgenmesi mümkün olmayan biraz daha 

fazla bileşiği bozacak şekilde geliştirilmiştir. Üçüncü yaklaşımda, biyoproses geliştirme, 

izleme ve kontrol, dördüncü yaklaşımda ise biyoduyarlılık ve biyosensör 

uygulamalarında kimyasal algılama, toksisite azaltma ve son nokta analizleri yer 

almaktadır. Ayrıca, GDM’ler sadece kirletici varlığından ziyade kirletici 

biyoyararlanımının izlenmesine izin veren kimyasal sensörlere sahiptir. Üstelik 

biyolüminesans üreten GDM’ler mikroorganizmaların kirlenmiş alanda ve 

biyoremediasyonun son noktasına kadar yayılımının anlaşılmasına yardımcı olmaktadır. 

GDM’ler, yabanıl tip mikroorganizmaların sınırlı kullanım alanlarını artırmaktadır. 

Mikroorganizmalar aerobik katabolik ve kometabolik yollarla sınırlıdır. Bu nedenle 

anaerobik ortama uygulanamazlar. Oksijenazlar için genler eklenerek geliştirilen 

GDM’lerin anaerobik ortam koşullarında kullanılmasını mümkün kılmaktadır. 

Biyoremediasyon için mikroorganizmaları uygulamadan önce çoklu kontamine alanlarda 

bulunan tüm ksenobiyotikler dikkate alınmalıdır. GDM’ler, genlerin tek bir 

mikroorganizmaya eklenmesi nedeniyle birçok mikroorganizmanın özelliklerine sahip 

olurlar. Bu nedenle, GDM’ler biyoremediasyon amacıyla başarıyla kullanılabilmektedir 

(Kulshreshtha, 2013). Temel bakteri genleri tek bir kromozom üzerinde taşınır, ancak 

sıradışı substratların bazılarının katabolizması için gerekli enzimleri belirleyen genler 

plazmitler üzerinde taşınabilir. Katabolizmada plazmitlerin rolü vardır. Bu nedenle, 

genetiği değiştirilmiş bakteriler (GDB) kirleticilerin biyolojik bozunmasında etkin bir 

şekilde kullanılabilir ve gelecekte daha geniş kullanım alanlarının oluşmasına yol açabilir 

(Abatenh vd., 2017). GDB’lerdeki hassas proteinlerin, ağır metallerin yanı sıra diğer 

inatçı bileşiklerin detoksifikasyonuna katkıda bulunduğu bilinmektedir (Arshad vd., 

2007). Moleküler biyolojinin bakterileri remediasyon işlemlerinde kullanmak için 

tasarlamada potansiyel bir uygulamaya sahip olduğu yaygın olarak kabul edilmektedir. 

GDB, daha yüksek arıtım kapasitesine sahiptir ve belirli koşullar altında çeşitli 

kirleticilerin etkili bir şekilde giderildiği yapılmış olan çalışmalarda tespit edilmiştir 

(Barac vd., 2004).  

Bakterilerin ağır metal biyosorpsiyon kapasitelerinin arttırılması için, genetiği 

değiştirilmiş suşların üretilmesinde rekombinant DNA teknolojisi kullanılmaktadır. Bu 

stratejilerin çoğu, bakteri hücre duvarının metal iyonunu bağlayıcı polipeptitlerle 
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donatılması ile kirleticilerin rekombinant suşlara bağlanması esasına dayanmaktadır 

(Gupta ve Singh, 2017). Bakterilerin metal iyonlarını bağlama kapasitelerini artırmak için 

yaygın olarak kullanılan proteinler; metal bağlayıcı peptitler, metallotiyoninler (MT) 

veya poli-histidinlerdir (Ike vd., 2007). Bu peptitler genellikle hayvanlarda, bitkilerde, 

ökaryotik mikroorganizmalarda veya bazı prokaryotlarda bulunmaktadır (Vijver vd., 

2004). Sisteince zengin, düşük moleküler ağırlıkta ve metal bağlama özelliğine sahip olan 

proteinlere metallotiyonin denir ve ağır metallerin detoksifikasyonunu sağlar. Böyle 

proteinler, çeşitli ökaryotik ve prokaryotik canlılardan izole edilebilmektedir (Gadd, 

1990; Han vd., 1992). Spesifik bir metal bağlayıcı protein olan MT; Cd, Cu, Hg, Co, Zn 

gibi ağır metal iyonları dahil olmak üzere birçok element tarafından indüklenebilmektedir 

(Vijver vd., 2004). Örneğin, bir çalışmada ağır metallerin biyosorpsiyonun arttırılmasında 

genetiği değiştirilmiş suşların üretiminde rekombinant DNA teknolojisinden 

faydalanılmıştır (Gupta ve Singh, 2017). Bir diğer çalışmada ise, biyosorpsiyon 

kapasitesini artırmak için bir füzyon proteini (IgA proteazının p-alanı) içeren plazmidin 

yabanıl suşa transfer edilmesi sonucu rekombinant suş üretilmiş ve daha iyi sonuçlar elde 

edildiği belirlenmiştir (Valls vd., 2000). Brim ve arkadaşları (2000) yapmış oldukları 

çalışmada, E. coli BL308’den klonladıkları Hg(II) direnç genini (merA) eksprese eden 

Deinococcus radiodurans şusunu elde etmişlerdir. Çalışmada üretilen yeni suşların, 

radyoaktif atık sahalarında bulunanlardan çok daha yüksek konsantrasyonlarda hem 

radyasyon hem de iyonik Hg varlığında büyüdüğü ve Hg+2’yi daha az toksik uçucu 

elementer formu olan Hg°’ye etkili bir şekilde indirgediğini belirtmişlerdir. Kang ve ark 

(2007) tarafından yapılan bir çalışmada, Schizosaccharomyces pombe (SpPCS)’den PC 

sentaz geninin E. coli’de aşırı ekspresyonundan sonra PC sentezinin ve Cd birikiminin 

7,5 kat arttığı tespit edilmiştir. Çalışmada, geri besleme inhibisyon (GshI) sentetazı ile 

birlikte ekspresyonu yapıldığında, PC üretiminde 10 kat ve Cd birikiminde ise sırasıyla, 

yaklaşık 10 kat ve 2 kat artış olduğu ileri sürülmüştür. Bir başka çalışmada, 

transkonjugant suş Cupriavidus metallidurans MSR33, ağır metal dirençli pMOL28 ve 

pMOL30 olmak üzere iki büyük plazmide sahip olan Cupriavidus metallidurans CH34 

kullanılarak geliştirilmiştir. Her plazmid, Hg direncine sahip bir merRTPADE operonu 

ihtiva etmektedir. Transkonjügasyondan sonra kirli sudan Hg giderme kabiliyetine sahip 

güçlü spektrumlu Hg direncinin gelişmesine neden olduğu belirlenmiştir (Mergeay vd., 

2003). Bir diğer çalışmada, Rhodopseudomonas palustris suşundan izole edilen S-

adenosil metiyonin metiltransferaz geni (arsM) E. coli suşuna klonlandıktan sonra, 
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inorganik As’den uçucu trimetilsin metilat elde edilmiştir. Sphingomonas desiccabilis ve 

Bacillus idriensis ArsM geninin klonlanması ile yabanıl suşlara kıyasla metillenmiş As 

gazının salınmasında 10 kat artışa yol açtığı tespit edilmiştir. Bunun yanı sıra, Thermus 

thermophilus HB8’in, toksik As formlarını toksik olmayan forma oksitleyebilen arsenit 

oksidaz üretimi ile ilişkili TTHB128 ve TTHB127 genlerine sahip olduğu bildirilmiştir 

(Yang 2010). Araştırmacılar, Anabaena sp.’ye LinA genini (P. paucimobilus’tan) ve 

Nostoc Ellipsosporum’a fcbABC (Arthrobacter globiformis’ten) genlerini aktararak 

GDB’ler geliştirmişlerdir. linA geni lindanın (γ-hexachlorocyclohexane), fcbABC geni 

ise halobenzoatların biyolojik olarak parçalanmasını sağlamaktadır. Sonuç olarak bu 

rekombinant suşların, bu kirleticilerin sudan biyoremediasyonunda kullanılabileceği 

saptanmıştır (Kulshreshtha, 2013). 

1.8. Escherichia coli (E. coli) 

Koli basili olarak da bilinen E. coli, 1885 yılında Theodor Escherich tarafından 

keşfedilmiştir. Enterobacteiaceae ailesine üye olan bu mikroorganizma memeli 

hayvanların kalın bağırsağında yaşamaktadır. Çubuk şeklinde olup, boyutları 1-2 µm 

uzunluğunda ve 0,1-0,5 µm çapındadır. E. coli, gram negatif bir bakteri olduğundan 

endospor oluşturmaz, pastörizasyon veya kaynatma ile ölür. Memeli hayvanların 

bağırsaklarında büyümeye adapte olmuş olduğu için en iyi vücut sıcaklığında 

çoğalmaktadır (Vikipedi, 2022). Her ne kadar E. coli komensal bir bakteri olsa da bazı E. 

coli suşları oldukça ciddi enfeksiyonlara yol açabilmektedir (Alteri ve Mobley, 2012; 

Chaudhuri ve Henderson, 2012). Normalde bağırsakta yaşadığı için E. coli’nin çevresel 

sularda varlığı dışkı kirlenmesinin bir belirtisidir. E. coli’nin bağırsak dışı ve bağırsak içi 

olmak üzere iki patojenik suşu bulunmaktadır. Bağırsak dışı patojenler geniş çapta 

enfeksiyonlara neden olmaktadır. E. coli,  ishalli hastalıklara, idrar yolu enfeksiyonlarına, 

menenjit, peritonit, mastit, septisemi ve gram-negatif pnömoni enfeksiyonlarına da neden 

olabilmektedir. E. coli’nin, tavuk, dana ve başka hayvanlarda da hastalık yapabildiği 

görülmüştür. E. coli, lipopolisakkaritler, peptidoglikan ve fosfolipitleri içeren bir hücre 

duvarına sahiptir. Lipopolisakkaritler doğada anyoniktir ve bu da hücre duvarında negatif 

yük oluşturur. Metal iyonları doğada katyoniktir. Böylece elektrostatik etkileşimlerle 

E.coli’nin anyonik hücre duvarına katyonik metal iyonları adsorbe edilir (Khan vd., 

2015). E. coli, genel olarak bakteri biyolojisinin anlaşılması amacıyla üzerinde sıkça 

çalışılmış bir model organizmadır. Canlılar arasında hakkında en fazla şey bilinen 
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organizma olduğu da söylenebilir (Vikipedi, 2022). E. coli, basit yapılı olması, 

kültüvasyonunun kolaylığı, basit besiyeri gereksinimleri, hızlı ve kolay üretilmesi, 

ekstrem koşullara yüksek adaptasyon yeteneği, dayanıklılığı, morfolojik, genetik ve 

fizyolojik açıdan iyi bilinmesi ve birçok tekniğin ona göre geliştirilmiş olması gibi 

avantajlara sahiptir. Bu özellikleri nedeniyle E. coli, mikrobiyolojide çok fazla 

çalışılmaktadır ve moleküler biyolojide önemli bir yeri vardır (Öztürk, 2019). Bakteriyel 

konjügasyon, genetik rekombinasyon kavramları ilk E. coli’de keşfedilmiştir. DNA’nın 

çoğalması, RNA transkripsiyonu, protein sentezi gibi moleküler biyolojinin pek çok 

önemli mekanizması, metabolizmanın çoğu ayrıntısı bu organizmada yapılan 

araştırmalarla anlaşılmıştır. En az on Nobel Ödülü E. coli ile yapılan araştırmalara 

dayanmaktadır. Ayrıca modern genetik mühendisliğinde, E. coli’nin önemli bir yeri 

vardır. Araştırmacılar bu bakteriyi büyük miktarda DNA veya protein üretmek amacıyla 

bir fabrika gibi kullanırlar. Rekombinant DNA teknolojisinin ilk faydalı 

uygulamalarından biri E. coli’nin manipüle edilerek onun diyabetli hastalar için insülin 

üretmesini sağlamak olmuştur (Öztürk, 2019). Ayrıca E. coli, birçok proteini yüksek 

verimde eksprese edilebilecek kapasiteye sahiptir. Klonlama ve ekspresyonun farklı 

hücrelerde yapılabilmesi, elde edilmek istenen proteine ve seçilen ekspresyon sistemine 

göre suş seçimi gibi olanakları en geniş kapsamda sunan organizmadır (Molla, 2013). Tez 

çalışmasında E. coli’nin tercih edilmesinin nedeni, kullanım alanının geniş olması, 

maliyetinin düşük olması, tüm gen yapısının bilinmesi ve genetik olarak kolayca 

manipüle edilebilmesidir. Tez kapsamında kullanılan E. coli suşu ve özellikleri ile ilgili 

bilgi aşağıda verilmiştir. E. coli Jm109 suşu, M13 ya da faJmid vektörlerden elde edilecek 

tek zincirli DNA’nın çoğaltılmasının yanında genellikle transformasyon başarısının 

artması ve böylece daha verimli transformasyon sağlanması için kullanılan bir suştur. Bu 

başarısı, içerisine transforme edilmiş olan klonlanmış DNA’yı istenmeyen bir şekilde 

kesen E. coli enzimlerinden (endonükleazlardan) kısmen yoksun olmasından ve kendi 

kromozomal DNA’sı ile klonlanmış DNA arasında herhangi bir rekombinasyon yapma 

yeteneğinin bulunmamasından kaynaklanmaktadır. Bu özellikler, genetik haritasında 

sırayla endA – ve recA – olarak gösterilmektedir. Bu özellikleri sayesinde istenen 

rekombinant DNA’nın yüksek verimde ve kalitede elde edilmesini de sağlamaktadır. 

Aynı zamanda beta-galaktosidaz aktivitesine bağlı olan klonlamalarda, kontrolün kolay 

olmasını sağlayacak mavi-beyaz koloni seçimine de olanak sağlamaktadır. Basit 

besiyerlerinde rahatlıkla üreyebilmesi de bir diğer avantajıdır (Molla, 2013). 
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1.9. Metallotiyoninler 

Metallotiyonin (MT), ilk defa at böbreğinde Cd bağlayıcı protein olarak keşfedilmiştir, 

ancak daha sonra başka birçok organizmada bulunduğu rapor edilmiştir (Khan vd., 2015). 

Sisteince zengin (%20-30), tiyol içeren, metal bağlayıcı özelliğe sahip düşük moleküler 

ağırlıklı (6-7 kDa) proteinlere metallotiyoninler (Mfs) denir ve ağır metallerin 

detoksifikasyonunda yer almaktadır (Vasak, 2005; Verma ve Kuila, 2019). MT’ler, hem 

esansiyel (Zn, Cu, Ni, vb.) hem de toksik (Cd, Hg, Pb, vb.) ağır metalleri bağlamaktadır. 

MT’ler prokaryotlardan omurgalılara kadar çok çeşitli taksonomik gruplarda 

bulunmaktadır (Sauge-Merle vd., 2012). MT’ler; esansiyel metallerin homeostazisini 

sağladığı (Bremner, 1987), I-II grup ağır metallerin detoksifikasyonunda rol alarak 

hücreleri ve organları metallerin toksik etkilerine karşı koruduğu (Vallee, 1995), yüksek 

oranda tiyol içermesi nedeniyle, serbest radikal süpürücüsü olarak görev aldığı 

bilinmektedir (Hussain vd., 1996; Sato ve Bremner, 1993). Memeli MT’leri 20’si sistein 

kalıntısı olmak üzere toplam 61-68 amino asit uzunluğunda tek zincirli polipeptidlerdir. 

Metal kompleksinin 3D yapısı, alfa ve beta olmak üzere iki ayrı alanı içermektedir (Şekil 

1.5). N-terminalinde asetilmetiyonin ve karboksil terminalinde alanin bulunan iki alan 

arasında dağıtılan 7 adet 2 değerlikli metal iyonunu bağlayabilmektedir (Sauge-Merle vd., 

2012; Vasak ve Meloni, 2011). 

 

Şekil 1.5. Metallotiyoninin yapısı (Petrlova ve Mikelova 2006; Rosen vd., 2017) 

MT’lere metal bağladıktan sonra polipeptid zincir yapıları değişmektedir. Canlı ve 

dokularda MT-metal bileşenleri arasında farklılık gözlenmektedir. Bu durum, maruz 

kalınan metal çeşidine ve maruziyet yoluna göre değişiklik göstermektedir. MT’lerin, 
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farklı metallere olan affinitesi, Zn+2<Pb+2<Cd+2<Cu+2<Ag+2=Hg+2=Bi+3 şeklinde 

sıralanabilir (Vasak, 2005). 

1.9.1. Metallotiyonin Geninin İzoformları      

Memelilerde dört farklı metallotiyonin izoformu (MT-1 ila MT-4) bulunmaktadır (Adam 

vd., 2014). MT izoformlarının ekspresyonu ve lokalizasyonu, hücre içi düzeyde (sitozol, 

mitokondri, çekirdekler, lizozomlar) ve dokularda değişkenlik göstermektedir. MT-1 ve 

MT-2 izoformları; böbrek, karaciğer ve bağırsak dokularında lokalizedir. Önceden 

MT3’ün sadece beyinde sentezlendiği düşünülmüştür ancak daha sonra yapılan 

çalışmalarda; üreme dokularında, dilde, midede, kalpte ve böbrekte de sentezlendiği 

tespit edilmiştir (Garrett vd., 1999). MT-4, sadece epitel deri hücrelerinde 

sentezlenmektedir (Adam vd., 2014). Böyle proteinlerin çeşitli ökaryotik ve prokaryotik 

canlılardan izole edilmesi mümkündür (Gadd, 1990; Han vd., 1992).  

1.9.2. Metallotiyonin 2A (MT2A) 

MT2A, 16. kromozomun, 16q13 bölgesinde bulunan, düşük molekül ağırlığında (6042 

Da) proteinlerdir. MT2A proteini, 20’si sistein olmak üzere toplam 61 amino asitten 

oluşmaktadır (Kayaaltı, 2007). MT2A’nın kromozom yapısı Şekil 1.6’da gösterilmiştir 

(Kayaaltı, 2007). 

 

 

Şekil 1.6. MT2A’nın 16. kromozom üzerindeki lokalizasyonunun şematik gösterimi 

(Kayaaltı, 2007) 

Metallotiyonin proteinlerinin 10 fonksiyonel izoformu bulunmaktadır. Farklı metallere 

karşı bu izoformlar arasında MT2A’nın daha fazla sentezlendiği görülmüştür (Liu vd., 

2007; Vasak, 2005). Metaller, MT’lerin sisteince zengin olduğu bölgelerine bağlanırlar. 

MT2A, toplamda 7 adet metal iyonunu (N terminalinde üç adet ve C terminalinde dört 

adet) bağlayabilmektedir (Kayaaltı, 2007).  
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1.9.3. Metallotiyonin 3 (MT3) 

MT3 büyüme engelleyici faktör (GIF) olarak da bilinmektedir. 66-68 aminoasit kalıntısı 

içermektedir ve biri N terminalinde (β-alanı) ve diğeri C terminalinde (α-alanı) olmak 

üzere iki metal-tiyolat alanı bulunmaktadır (Zheng vd., 2004). MT3, Zn, Cu veya Cd gibi 

metalleri neredeyse diğer metallotiyonin ailesiyle aynı şekilde bağlayabilmektedir 

(Toriumi vd., 2005). Bir çalışmada, MT3’ün Cu+2’ye MT-1 ve MT-2’den daha yüksek 

affinite gösterdiği tespit edilmiştir (Toriumi vd., 2005). Başka bir çalışmada, MT-1 ve 

MT3’ün Zn+2 ve Cd+2’nin metal bağlanma kapasitesi karşılaştırılmıştır. MT3’ün MT-1 ile 

karşılaştırıldığında daha yüksek metal bağlama kapasitesine sahip olduğu belirlenmiştir 

(Palumaa vd., 2003). 

1.9.4. Metallotiyoninler ve Metal Detoksifikasyonu 

 

Birçok mikroorganizma metallere maruz kaldığında, metal bağlayıcı proteinler 

sentezlemektedir. Bu sentezin, ağır metallerin detoksifikasyon mekanizması gereği 

yapıldığı saptanmıştır. Geleneksel biyosorbentlerle karşılaştırıldığında, MT’ler birçok 

ağır metale karşı yüksek bağlanma affinitesine sahiptir. Yapılan çalışmalar metal 

derişimlerinin artışına paralel olarak, metal bağlayıcı proteinlerin sentezinin arttığını 

göstermektedir (Adam vd., 2014). MT’ler, hücre içerisinde serbest dolaşarak, metalleri 

bağlar ve hücreye zarar vermelerini engellemektedir (Dziegiel, 2004). Ayrıca MT’ler, 

hücreleri oksidatif hasardan korumaktadır (Aktay ve Söylemezoğlu, 2001). MT’lerin 

metal detoksifikasyonları; maruz kalan hücreye, metalin özelliğine ve konsantrasyonuna 

göre değişiklik göstermektedir. Bir çalışmada, düşük konsantrasyonlarda Cd 

maruziyetinde bile MT miktarının arttığı ileri sürülmüştür. Kısa süreli maruz kalma 

durumunda metal detoksifiye edilirken, uzun süreli maruziyetin sonunda ise Cd 

bağlanmış MT (Cd-MT) formunun karaciğerden böbreklere taşınması nedeniyle, 

nefrotoksik etki oluşturduğu saptanmıştır (Sauer vd., 1997). Yapılan çalışmalarda, MT 

izoformlarının bir metale maruz kalması sonucunda hepsinde aynı anda bir artış 

görülmemiştir. Bu konuda yapılmış olan çalışmalarda, metalleri detoksifiye etmek için 

MT-1 ve MT-2’nin ekspresyonlarında hemen artış gözlenirken, MT-1A’nın, metaller 

ancak hücreye toksik etki yapmaya başladıklarında ekspresyonlarını artırdıkları 

gözlenmiştir (Boogaard vd., 1991). Ayrıca, yapılan bir çalışmada, insanda MT2A geninin 

bazal düzeydeki ekspresyonunun, MT-1 geninden daha yüksek olduğu bulunmuştur. Bu 

durum MT izoformlarının farklı miktarlarda sentezlendiğini göstermektedir (West vd., 
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1990). Metallotiyoninlerin, Pb’ye maruz kaldığında ekspresyonlarını artırarak, Pb-MT 

kompleksi oluşturarak Pb toksisitesini azalttığı yapılan çalışmalarda gözlemlenmiştir. 

Hücre kültürü ile yapılan çalışmalarda, MT’nin hücrelerde Pb konsantrasyonu düşük 

olduğunda, kısa süreli maruziyette ve tümör oluşumu fazla ilerlememiş ise metalin toksik 

etkilerini azaltmaya çalıştığı ifade edilmiştir ancak uzun süreli maruziyette ve ölümcül 

düzeydeki Pb konsantrasyonları için bir koruma sağlamadığı ileri sürülmüştür (Park vd., 

2001).  

1.9.5. Metallotiyoninlerin İndüksiyonu 

MT ekspresyonu üzerine, en çok metallerin ve glukokortikoidlerin etkileri araştırılmıştır. 

MT izoformlarının ekspresyonlarının hepsini metallerin indüklediği tespit edilmiştir. 

Ancak, glukokortikoidlerin sadece MT2A ve MT-1E genlerinin ekspresyonunu 

indüklediği rapor edilmiştir (Kayaaltı, 2007). Yapılmış olan çalışmalar sonucunda MT 

sentezini artıran birçok etmen olduğu belirlenmiştir. Bu etmenler aşağıda sıralanmıştır 

(Aktay ve Söylemezoğlu, 2001). 

• Metaller (Zn+2, Cu+2, Cd+2, Hg+2 vb.), 

• UV Radyasyon, 

• Kimyasal maddeler (Parakuaı, CCl43), 

• Alkilleyici maddeler, 

• Kanser tedavisinde kullanılan ilaçlar (doksorubisin, cisplatin, bleomisin), 

• İnflamasyon, 

• Sitokinler (interleukin-1, interleukin-6,TNF-a:tümör nekroz faktör), 

• Glukokortikoidler (deksametazon), 

• Katekolaminler (epinefrin, norepinefrin), 

• Forbol Esterleri, 

• Adenozin, 

• Bakteriyel Enfeksiyonlar, 

• Fiziksel ve Kimyasal stresler (sıcak, soğuk, ekzersiz), 

• Polipeptid Hormonlar (Anjiolensin-II, Glukagon). 

Bazı bakteriler ağır metallerin homestazında etkili olan bakteriyel MT’leri içermektedir. 

E. coli dâhil olmak üzere birçok gram negatif bakteride Cd, Zn ve Co’ya karşı direnç 

sağlayan en iyi karakterize edilmiş metal akış sistemlerinden biri Czc dir. Metallere karşı 
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MT sentezleyen bazı bakteriler şunlardır: Synechococcus PCC 7942 (SmtA), Anabaena 

PCC7120 (SmtA), Oscillatoriabrevis (BmtA), P. aeruginosa (BmtA) ve Pseudomonas 

putida (BmtA) (Turner vd., 1996). 

1.10.Adsorpsiyon İzotermleri 

Adsorpsiyon; herhangi bir katı, sıvı veya gaz türünün, bir malzemenin yüzeyinde 

kütlesine göre daha yüksek konsantrasyonda bulunmasına denir. Adsorban, yüzeyinde 

adsorpsiyonun gerçekleştiği maddedir. Adsorban yüzeyinde, adsorbe edilen madde ise 

adsorbat olarak adlandırılır (Pengfei, 2016). Adsorpsiyon prosesinde, sulu fazda çözünen 

metal iyonlarının konsantrasyonu ile biyosorbana bağlanan metal iyonlarının 

konsantrasyonu arasında bir denge kurulur. İzoterm, adsorbat ile adsorban arasındaki 

etkileşimi karakterize etmek için kullanılır. Böylece, adsorpsiyon ortamındaki adsorbat 

konsantrasyonu ile her iki faz dengedeyken katı fazda adsorbe edilen adsorbat arasındaki 

ilişkiyi açıklar (Öztürk vd., 2011). Adsorpsiyon izotermi, sabit sıcaklıkta adsorpsiyon 

işlemi bir denge durumuna ulaştığında adsorpsiyon moleküllerinin sıvı faz ile katı faz 

arasında nasıl dağıldığını gösterir (Ertugay ve Malkoç, 2014). Adsorpsiyon, bir katı 

yüzeyinde kirleticilerin tutulması iken biyosorpsiyon ise biyolojik bir madde yüzeyine 

kirleticilerin bağlanmasıdır. Kirleticiler adsorbana aktif ve pasif olmak üzere iki farklı 

şekilde tutulmaktadır. Aktif tutulmada, kirleticilerin hücre içinde biriktirilmesi 

gerçekleşirken, pasif tutulmada ise kirleticilerin biyosorbent yüzeyinde bulunan aktif 

bölgelere bağlanır (Vergili, 2006; Hatay, 2006). Adsorpsiyonun bir arıtma yöntemi olarak 

kullanılabilirliğinin belirlenmesinde adsorpsiyon izotermleri önemli rol oynamaktadır. 

Metallerin biyosorbentlere bağlanması, adsorpsiyon izotermlerine uymaktadır. 

İzotermlerden en yaygın olarak kullanılan Langmuir ve Freundlich izotermleridir (Kılıç, 

2004). Alt başlıklarda bu izotermler hakkında detaylı bilgi verilmiştir.  

1.10.1.Langmuir İzotermi 

Langmuir izoterminde yüzeyde adsorplanan moleküller tek tabaka halinde adsorplanır. 

Adsorpsiyon, adsorbatın başlangıçtaki konsantrasyonuna ile doğru orantılı olarak 

artmaktadır. Langmuir izoterminin dayandığı varsayımlar; adsorbat yüzeyinin her 

tarafında adsorpsiyon enerjisinin aynı olduğu, yer yer yüzeyde boşluklar olduğu, yüzeyde 

tutunan moleküller arasında etkileşme olmadığı ve desorpsiyon hızı adsorbat yüzeyine 
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bağlanan madde konsantrasyonu bağlı olarak değişmesidir (Şencan, 2006). Langmuir 

izotermi aşağıdaki denklem ile ifade edilmektedir. 

Ce/qe= (1/KL qm) + (Ce/qm)                                                  (1) 

qe= Denge anında adsorplanan madde miktarı (mg/g adsorban), 

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

KL = Langmuir adsorpsiyon sabiti, 

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

Bu eşitliğe göre Ce değerlerine karşılık Ce/qe grafiği çizilerek doğrunun eğiminden qm, 

kayma değerinden ise KL sabiti hesaplanabilir (Maleki vd., 2015). Ayrıca uygun alanın 

ve adsorbanın gözenekliliği, KL sabiti ile ilişkilendirilebilir, bu da daha yüksek 

adsorpsiyon kapasitesinin geniş yüzey alanına ve gözenek hacmine bağlı olduğu anlamına 

gelir (Al-Ghouti ve Daana, 2020). Heterojen sistemlerde ise langmuir izoterminin 

dengeye ulaştığını tespit etmek için RL değerinin hesaplanması gereklidir. Genellikle 

ayrışma faktörü veya denge parametresi olarak adlandırılan boyutsuz bir katsayı olan RL, 

Langmuir sabitine dayalı olarak türetilebilir ve aşağıdaki denklem ile belirlenebilir. 

RL=1/1+KLCo                                                                                     (2) 

KL: Langmuir sabiti (L/mg) 

Co: Başlangıçtaki madde konsantrasyonu (mg/L) 

RL değeri, adsorpsiyonun uygun olup olmadığının belirlenmesini sağlar. Eğer RL>1 ise 

uygun olmayan, RL=1 ise lineer, 0<RL<1 arasında ise uygun, RL=0 ise tersinmez anlamına 

gelir (Al-Ghouti ve Daana, 2020). 
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1.10.2. Freundlich İzotermi 

Freundlich adsorpsiyon izoterm modeli, tersinir ve ideal olmayan adsorpsiyon sürecini 

tanımlar. Freundlich modelinde, Langmuir izoterminden farklı olarak tek tabaka oluşumu 

ile sınırlı olmayıp, çok tabakalı adsorpsiyon uygulanması mümkündür. Bu izoterm 

modelinde, adsorpsiyon ısısı ve afinitelerinin heterojen yüzey üzerinde düzgün bir şekilde 

dağılmasına gerek yoktur. Freundlich izoterm modeli, aktif bölgelerin ve aktif bölgelerin 

enerjilerinin üstel dağılımının yanı sıra yüzeyin heterojenliğini tanımlar. Genel olarak, 

ideal adsorpsiyon gösteren sistemler Langmuir modeline uyan sistemlerdir. Adsorbanın 

yüzeyinin homojen olmaması ve adsorplanmış moleküller arasında meydana gelen 

etkileşimler sonucu Langmuir denkleminden sapmalar olur. İdeal olmayan sistemler, 

Freundlich izotermi gibi bazı ampirik izotermlere uyabilirler (Al-Ghouti ve Daana, 2020). 

Aşağıda Freundlich izoterminin tanımlandığı denklem verilmiştir. 

log qe=log KF + 1/n log Ce                                                                         (3) 

qe: Denge anında adsorbe edilen madde miktarı (mg/g) 

KF: Adsorpsiyon kapasitesini veren bir sabit.  

n: Adsorpsiyon yoğunluğunu veren bir sabit.  

Ce: Denge durumunda çözeltide kalan madde miktarı (mg/L) 

Çizilen izoterm grafiği yardımıyla, KF ve n sabitleri hesaplanabilmektedir. KF değeri 

doğrunun ekseni kesme noktası, n ise eğimidir, 1 ˂  n ˂  10 ise etkili bir adsorpsiyon olduğu 

anlamına gelir (Aytan, 2010). 

1.11. Adsorpsiyon Kinetiği 

Adsorpsiyon kinetiğinde, adsorbatın derişiminin zamana göre nasıl değiştiği bulunur. 

Böylece etkin adsorbat-adsorbanın temas süresi tespit edilir (Savcı, 2010). 

Adsorpsiyon prosesi 4 temel basamakta gerçekleşmektedir: 

1. Gaz ya da sıvı fazda bulunan adsorbat (kirletici), adsorbanı (biyosorbent) kapsayan 

bir film tabakası sınırına doğru difüze olur (bulk solution transport). Bu basamak, 
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adsorpsiyon düzeneğinde belirli bir hareketlilik (karıştırma) olduğu için çoğunlukla 

ihmal edilir.  

2. Film tabakasına gelen adsorbat buradaki durgun kısımdan geçerek adsorbanın 

gözeneklerine doğru ilerler (film kütle transferi/sınır tabaka difüzyonu). 

3. Sonra adsorbanın gözenek boşluklarında hareket ederek adsorbsiyonun meydana 

geleceği yüzeye doğru ilerler (parçacık içi difüzyon). 

4. En son olarak, adsorbatın adsorbanın gözenek yüzeyine tutunması meydana gelir 

(sorpsiyon). 

İlk ve son basamak genelikle ihmal edilebilir. Hız sınırlayıcı basamaklar 2. ve 3. 

basamaklardır (Savcı, 2010).  

Birinci derece Lagergren eşitliği: 

ln(qe – qt) = lnqe – k1t                                                         (4) 

Yalancı ikinci dereceden kinetik eşitliği: 

t/qt = (1/k2.q
2

eq)+ (1/qeq)t 

k1: Lagergren adsorpsiyon hız sabiti (dakika-1) 

k2: Yalancı ikinci dereceden adsorpsiyon hız sabiti (g/mg.dakika) 

qe: Denge anında adsorbe edilen madde miktarı (mg/g) 

qeq: Hesaplanan, adsorbe edilen madde miktarı (mg/g) 

qt: Herhangi bir t zamandaki adsorbe edilen madde miktarı (mg/g)’dır. 

Birinci derece Lagergren kinetiği için ln(qe-qt)’ye karşılık t grafiği, yalancı ikinci 

dereceden kinetik için ise t/qt değerlerine karşılık t grafiği çizilerek k1, k2 ve qe değerleri 

hesaplanabilir (Savcı, 2010). 
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1.12. Adsorpsiyon Termodinamiği 

Termodinamik parametreler, adsorpsiyon prosesinin kendiliğinden veya dışardan enerji 

alarak gerçekleşme durumunun tespit edilmesini sağlar. Termodinamiksel yönden 

adorpsiyon prosesinin incelenmesi, bu prosesin uygulanabilirliğini belirlemek açısından 

oldukça önemlidir. Gibbs serbest enerjisi (ΔG), Entalpi değişimi (ΔH) ve entropi değişimi 

(ΔS) değerleri aşağıdaki formüller kullanılarak hesaplanır.  

ΔH=ΔG+TΔS                                                                   (5) 

Burada, 

ΔG: Gibbs serbest enerjisi (kJ/mol) 

ΔH: Entalpi değişimi (kJ/mol) 

ΔS: Entropi değişimi (kJ/molK) 

T: Mutlak sıcaklık (Kelvin) 

Ayrıca Gibss serbest enerjisi aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanabilir. 

ΔG= -RT*lnKc                                                                  (6) 

Burada; 

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

T: Sıcaklık (Kelvin) 

Kc: Dağılma Katsayısıdır. 

Kc= Ca/Ce                                                                            (7) 

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

Ce: Arıtım sonrasında çözeltide kalan madde konsantrasyonu (mg/L) 

Entropi (ΔS) ve entalpi (ΔH) hesabında kullanılan formül 

lnKc=(ΔS/R) – (ΔH/RT)                                                    (8) 
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ΔS ve ΔH ise 1/T’ye karşı lnKc grafiği çizilerek eğimden ΔH ve kesim noktası kayma 

değerinden ΔS değerleri hesaplanabilir (Nollet vd., 2003). 

1.13. Literatür Araştırması 

1.13.1.Sulardan Krom ve Kurşun Giderimine Yönelik Çalışmalar 

Cr ve Pb biyoremediasyonunda yabanıl bakteri türleri kullanılarak yapılmış olan 

çalışmalar aşağıda verilmiştir. 

Guo ve ark (2010) tarafından Cd hiperakümülatörü Solanum nigrum L. (Köpek üzümü) 

bitkisinden çoklu metal dirençli bir endofitik bakteri Bacillus sp. L14 (EB L14) izole 

edilmiştir. Çalışmada suşun, Cd(II), Pb(II), Cu(II) ve Cr(VI) ağır metal iyonlarının 

sentetik çözeltilerinin biyoremediasyonu araştırılmıştır. LB ortamında suşun MİK 

değerlerini; Cu(II) 10 mM; Cd(II) 2 mM;  Cr(VI) 12 mM; Pb(II) 4 mM; Zn(II) 5 mM 

olarak belirlenmiştir. EB L14 suşuna, bu metaller 10 mg/L konsantrasyonunda ayrı ayrı 

(24 saat boyunca) uygulandıktan sonra, suşun metal iyonlarını alma kapasitelerini; Cd(II) 

% 75,8; Pb(II) % 80,5; Cu(II) % 21,3 olarak tespit edilmiştir. Ancak neredeyse hiç Cr 

alımı gözlemlenmemiştir. Hücre altı fraksiyonlama çalışmalarında, hücreler tarafından 

alınan Cd(II) ve Pb(II)’nin sırasıyla % 80,8’i ve % 76,5’i membran fraksiyonunda 

bulunurken, sitoplazmik fraksiyonda ise Cd(II) ve Pb(II) varlığı sırasıyla %5,5 ve %7,4 

olarak bulunmuştur. Hücre duvarında ise toplam alımın sırasıyla %13,7 ve %16,1 olduğu 

bildirilmiştir.   

Naik ve ark (2012) tarafından gerçekleştirilen çalışmada, Mandovi Halicinden 

(Hindistan) izole edilen Pseudomonas aeruginosa WI-1 suşunun SDS Page analizi 

sounucunda Pb’ye direncinin metallotiyonin bmtA (11 kDa) geninin varlığından 

kaynaklandığı tespit edilmiştir. Suşun Pb, Cd ve Hg için MİK değerleri sırasıyla 0,8 mM, 

0,5 mM ve 0,03 mM olarak bulunmuştur. Atomik absorpsiyon analizi (AAS) sonucunda, 

bakteri hücresinin 26,5 mg Pb/g kuru ağırlığının hücre içi biyoakümülasyonu olduğu 

saptanmıştır. Yeni keşfedilen bu suşun gelecekte Pb ile kirlenmiş ortamların 

temizlenmesi için önemli model bir mikroorganizma olabileceği ileri sürülmüştür. 

Dadrasnia ve ark (2015), Bacillus salmalaya 139SI (B. salmalaya) izole ettikleri suşun 

sulu çözeltilerden Cr(VI) biyosorpsiyon potansiyelini araştırmışlardır. Çalışmada, yüzey 

sorpsiyonunun artan metal konsantrasyonu ile birlikte arttığını belirtmişlerdir. Bu 
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durumun nedeni olarak, hücre yüzey modifikasyonu ve koruma stratejisi olabileceğini 

ifade etmişlerdir. Bununla birlikte, Cr birikiminin B. Salmalaya 139SI izolatının 

detoksifikasyon mekanizmasının hücre içi birikimden ziyade, hücre duvarında meydana 

geldiğini rapor etmişlerdir.  

Kumari ve ark (2016), tabakhane atıksuları ile kontamine olmuş topraktan izole ettikleri 

Bacillus cereus Cr1 suşunun serbest ve immobilize (hareketsizleştirilmiş) hücrelerini 

kullanarak tabakhane çıkış suyundan Cr(VI)’nın arıtımı (indirgenmesi) üzerindeki 

etkinliğini araştırmışlardır. Cr(VI) redüksiyonunun nerede olduğunu bulmak için kültür 

süpernatanında, hücre duvarı ve hücresiz fraksiyonlar olmak üzere üç fraksiyonun 

hepsinde toplam Cr ve Cr(VI) miktarlarını belirlemişlerdir. Suşa, 80 mg/L Cr(VI) 

uyguladıktan sonra kültür süpernatanında 4 mg/L Cr(VI) ve 75,8 ± 0,2 mg/L toplam Cr 

bulmuşlardır. Ancak, hücre duvarında Cr(VI) ve toplam Cr tespit edilemez iken, hücresiz 

fraksiyonda ise Cr(VI) bulunmazken, toplam Cr’u 0,2 ±0,1 mg/L olarak belirlemişlerdir. 

Çalışmada, 48 saat sonunda serbest ve hareketsizleştirilmiş hücreler tarafından tabakhane 

atıksuyundan Cr gideriminin verimlerinin sırasıyla %73 ve %92 olduğu tespit edilmiştir. 

Sonuç olarak, Cr içeren atıksuyun arıtımında hareketsizleştirilmiş hücrelerin daha etkili 

olduğu saptanmıştır. 

Sathishkumar ve arkadaşları (2017), Pseudomonas stutzeri L1 ve Acinetobacter 

baumannii L2 bakterileri ile Cr(VI)’nın daha az toksik Cr(III)’e indirgenmesindeki 

etkinliklerini araştırmışlardır. Cr(VI)’nın indirgenmesi üzerine pH (5-6-7-8-9-10), 

sıcaklık (27, 37 ve 60 °C) ve Cr konsantrasyonu (100–200-300-400-500-1000 mg/L) 

parametrelerinin etkisinin araştırıldığı çalışmada, her bir parametre için 24 saat inkübe 

edilmiştir. Çalışmada L1 ve L2 suşlarının varlığında, Cr(VI)’nın biyolojik indirgeme 

oranının sırasıyla % 40-97 ve % 84-99 arasında olduğu tespit edilmiştir. Sonuç olarak, L2 

suşunun Cr(VI)’nın 1000 mg/L konsantrasyonuna maruz kalsa bile hayatta kalabildiğini 

ve Cr(VI)’nın bu toleransının çözünür enzim fraksiyonlarının aktivitesi ile bağlantılı 

olduğunu rapor etmişlerdir.  

Karthik ve ark (2017) tarafından, tabakhane atıksuyu ile kontamine olan toprak 

örneğinden izole edilen yeni bir haloalkalifilik Cr(VI) toleranslı Cellulosimicrobium 

funkei AR8 suşunun kesikli deneylerde, farklı pH (5-9), sıcaklık (25–45 °C), NaCl (% 0-

3) ve Cr(VI) konsantrasyonları (100-250 µg/mL) gibi parametrik koşulların Cr(VI) 
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indirgemesi üzerine etkisini araştırmışladır. Suşun 1100 µg/mL Cr(VI) 

konsantrasyonunun olduğu ortamda büyüyebildiğini belirtmişlerdir. Çalışmada, suşun 

250 µg/ml Cr(VI) 120 saatin sonunda % 78,2 oranında indirgeyebildiği gözlemlenmiştir. 

Cr(VI)’nın tam olarak (%100) indirgenmesi, 100, 150 ve 200 µg/mL Cr(VI) 

konsantrasyonları için sırasıyla 40, 80 ve 120 saatte gerçekleşmiştir. Sonuçlar, Cr(VI) 

indirgenmesi için gereken sürenin, artan Cr(VI) konsantrasyonları ile giderek arttığını 

göstermektedir. Bunun nedeni olarak yüksek Cr(VI) konsantrasyonunun, suş üzerinde 

toksik baskı oluşturması ve büyüme fazını uzatarak ve tam indirgeme süresinin de önemli 

ölçüde uzamasına yol açmış olabileceğini bildirmişlerdir.  

Pugazhendhi ve ark (2018), Ralstonia solanacearum KTSMBNL 13 suşunu ağır metalle 

kirlenmiş elektrokaplama sanayi toprağından izole etmişlerdir. Pb konsantrasyonu, pH, 

sıcaklık ve temas süresi gibi Pb giderimini etkileyen faktörlerin etkisini araştırmışlardır. 

Sonuç olarak, 100 mg/L Pb başlangıç metal konsantrasyonu ile pH 6, 35 °C sıcaklıkta ve 

26 saatlik temas süresinde maksimum Pb giderimine (%90) ulaşıldığını belirtmişlerdir. 

Wu ve ark (2019) tarafından gerçekleştirilen çalışmada, Cr(VI) dirençli bakteriler 

Chengdu’da (Çin) bulunan tabakhane atık bertaraf sahasından toplanan Cr(VI) kontamine 

topraktan izole edilmiştir. Bacillus sp. CRB-7 suşunun Cr(VI) MİK değeri 450 mg/L 

olarak belirlenmiştir. Kültür optimizasyon deneyleri sonunda, 120 mg/L Cr(VI), pH 7 ve 

37 °C sıcaklıkta 48 saat sonunda tamamen indirgediği gözlemlenmiştir.  

Zeng ve arkadaşları (2019) tarafından, Oceanobacillus oncorhynchi bakterisi Cr ile 

kirlenmiş topraktan izole edilmiştir. 72 saatlik inkübasyonun sonunda başlangıç 200 

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

Göçenoğlu Sarıkaya (2019), P. ostreatus (mantar) biyokütlesini kullanılarak sulu 

çözeltilerden Cr(VI)’nin biyosorpsiyonunda biyosorbent olarak kullanım potansiyelini 

araştırmıştır. Biyosorpsiyon prosesinin, Freundlich izotermine uyduğunu ve ΔG 

değerinin negatif olması nedeniyle biyosorpsiyonun kendiliğinden gerçekleştiğini ileri 

sürmüştür.  

Su ve ark (2020) tarafından gerçekleştirilen çalışmada, Hg, Pb ve Cd stresi altında 

Rhodobacter sphaeroides SC01 suşunun metalleri giderme yeteneğini tahmin etmek için 

oksidatif hasar ve antioksidan savunma sistemi ile birleştirilerek metal iyonlarını giderme 
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mekanizmaları incelenmiştir. Çalışmada, en yüksek oranda (%98) Pb’nin giderildiğini ve 

Pb’nin SC01’in hücre yüzeyindeki hidroksil, amino ve fosfat gruplarına bağlanabildiğini 

ileri sürmüşlerdir. Bu sonuçlara dayanarak, SC01’in muhtemelen stresli koşullar altında 

antioksidan sistemi düzenleyerek ve Pb fosfat hidroksit çökeltilerinin oluşumuyla Pb’ye 

karşı yüksek dirence ve yüksek Pb giderme verimliliğine sahip olduğunu rapor 

etmişlerdir. 

Tan ve ark (2020), atıksu arıtma tesisi çamurundan yüksek Cr(VI) toleransına sahip olan 

Bacillus sp. suşunu izole etmişlerdir. Suşun farklı konsantrasyonlardaki Cr(VI) giderim 

oranları sırasıyla; 150 mg/L’yi %89, 200 mg/L’yi %85 ve 300 mg/L’yi %43 oranında 

giderdiğini tespit etmişlerdir. Şuşun 300 mg/L üzerindeki Cr konsantrasyonlarında metal 

gideriminin azaldığı belirtilmiştir.  

1.13.2.Rekombinant Bakteriler ile Metallerin Giderimine Yönelik Çalışmalar 

Literatürde rekombinant bakteriler ile yapılmış olan çeşitli biyogiderim 

(biyoremediasyon ve biyosorpsiyon) çalışmaları mevcuttur. Bu çalışmalar ile ilgili detaylı 

bilgi aşağıda verilmiştir. 

Chen ve Wilson (1997), E. coli Jm109 suşuna Hg taşıyıcı sistem ve MT genini eş zamanlı 

olarak eksprese etmişlerdir. Sonuç olarak rekombinant suşunun, kontrol suşuna göre Hg+2 

biriktirme kapasitesinin dört kat daha fazla olduğu tespit edilmiştir.  

Valls ve ark (2000) tarafından gerçekleştirilen çalışmada, ağır metal toleranslı Ralstonia 

eutropha suşuna fare metallotiyonini eksprese edilmiştir. Cd+2 ile kirlenmiş toprağın 

Ralstonia ile aşılanmasının, ağır metalin tütün bitkilerinin büyümesi üzerindeki toksik 

etkilerini önemli ölçüde azalttığı gösterilmiştir. 

Mauro ve Pazirandeh (2000) tarafından E. coli suşuna Neurospora crassa (kırmızı ekmek 

mantarı) MT (Mtt1) proteini 1’den 12’ye kadar tekrarlı olarak eksprese edilerek E. 

coli’nin Cd’yi bağlama kapasitesinin arttırılması amaçlanmıştır. Tekrarlı olarak eksprese 

edilen MT genleri arasında tek bir metal bağlama alanına sahip hücreye kıyasla 9 mer 

ifade eden hücrenin 6,5 kat daha fazla Cd’yi bağlarken, gen içermeyen kontrol E. coli 

suşuna göre Cd bağlama kapasitesinin 65 kat arttığı belirlenmiştir. 
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Deng ve Wilson (2001) tarafından yapılan çalışmada, eş zamanlı olarak Hg taşıma sistemi 

(MerP-MerT) ve GST ile füzyonlanmış bezelye metallotiyonini (GST-MT) eksprese eden 

genetik olarak tasarlanmış bir E. coli, farklı metal iyonlarını içeren gerçek elektrolit 

atıksuyundan Hg+2 giderimi için kullanılmıştır. Rekombinant hücrelerin atıksudaki 

Hg’nin %99’undan fazlasını giderdiği tespit edilmiş ve biriken Hg miktarının 26,8 mg/g 

hücre kuru ağırlığı iken diğer metal iyonlarının (Na+, Mg+2, Ca+2, K+) hiçbirinin sudan 

uzaklaştırılmadığı tespit edilmiştir. Bu sonuçlar, rekombinant E. coli’nin Hg için yüksek 

bir afiniteye ve spesifik olarak giderme özelliğine sahip olduğunu göstermiştir. 

Zhao ve ark (2005), Hg taşıma proteini (merT-merP) ve metallotiyonin ekspresyonu ile 

rekombinant E. coli Jm109 suşunun Hg metal iyonunu biyoakümülasyon kapasitesini 

artırmıştır. Kontrol suşuna kıyasla LB ortamında, Hg+2 konsantrasyonu 7,4 mg/L’ye 

kadar olan yüksek konsantrasyonda rekombinant suşun büyüdüğü görülmüştür. 

Kim ve ark (2005), sulu çözeltiden Cd’yi gidermek için bir manganez taşıma geni (mntA) 

(pZH3-5) ve GST ile füzyonlanmış maya MT (pMT) genlerini E. coli Jm109 suşuna 

klonlamışlardır. Ayrıca membran biyoreaktörde biyoakümülasyon çalışmalarını 

yapmışlardır. Optimum şartlar altında (pH: 7, 37 °C ve OD 600: 0.5, 1,5 mM IPTG 

indüksiyonu), Cd birikimini 21,5 mol Cd/g kuru hücre olarak tespit etmişlerdir. Cd, üç 

farklı metalin (Cu+2, Zn+2 ve Pb+2) eşit konsantrasyonunu ihtiva eden bir çözelti içinde 

seçici olarak biriktirilmiştir, bu da toplam biriken metallerin %90’ından fazlasının Cd 

olduğu anlamına gelmektedir. Membran reaktör deneyinde ise, giriş çözeltisindeki 1 

mg/L Cd’nin, çıkışta 0,2 mg/L’ye düşerek Cd’nin %80’inin sürekli olarak giderildiğini 

tespit etmişlerdir. 

Deng ve ark (2007) tarafından, Cd taşıma sistemi ve GST ile füzyonlanmış bezelye 

metallotiyonini (MT) E. coli Jm109 suşuna ayrı ayrı eksprese edilmiştir. Çalışmada sulu 

çözeltiden spesifik olarak Cd+2 biriktirebilen suşların elde edilmesi amaçlanmıştır. MT 

geni içeren E. coli suşunun (M4) Cd toksisitesine direnç gösterdiği ve kontrol suşuna göre 

Cd+2 alımının bir kattan daha fazla olduğu tespit edilmiştir. Cu+2, Pb+2 ve Zn+2 varlığı, M4 

tarafından Cd+2 alımını önemli derecede inhibe ettiği, Ni+2 ve Mn+2 metallerinin ise Cd+2 

biyoakümülasyonunu yavaşça azalttığı bulunmuştur. Ayrıca çalışmada, EDTA’nın, Cd+2 

bağlamasını olumsuz yönde etkilediği ileri sürülmüştür. 
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Raghu ve ark (2008) çalışmalarında, Rhodopseudomonas palustris CGA009 (RP) ve 

Novosphingobium aromaticivorans F-199 (NA) 21 suşlarına ait NiCoT genlerini E. coli 

suşuna klonlayarak Ni ve Co metallerinin giderilmesini amaçlamışlardır. Çalışmada, %85 

oranında Co gidermişlerdir. 

Singh ve ark (2008) tarafından, Fucus Vesiculosus (kahverengi deniz yosunu)’dan As 

bağlayan metallotiyonin (fMT) geni E. coli suşuna eksprese edilmiştir. Geni taşıyan 

rekombinant E. coli suşunun kontrol suşuna göre, As(III) ve As(V)’ı sırasıyla 30 ve 26 

kat daha yüksek oranda bağladığı tespit edilmiştir. 

Su ve ark (2009), insan hepatik MT (hMT_IA) genini E. coli’ye eksprese ederek 

rekombinant suşun As(III) biyoakümülasyon kapasitesi araştırılmışlardır. Çalışmada, 

As(III) giderimine Hg, Cd ve Zn metal iyonlarının etkisi de araştırılmıştır. Bu metal 

iyonlarının, As(III) metal iyonlarının biyoakümülasyonunu inhibe ettiği sonucuna 

varılmıştır. Rekombinant E. coli’nin (pGHM) biyoakümülasyon kapasitesinin (319,6 

μg/g kuru hücre), kontrol suşundan (76,3 μg/g kuru hücreden) 4 kat daha fazla olduğunu 

tespit etmişlerdir.  

Patel ve ark (2010) tarafından yapılan çalışmada, Caulobacter crescentus suşuna 

hekzahistidin (6his) peptidi hücre yüzeyine eksprese edilerek sulu çözeltilerden Cd 

biyoremediasyonu araştırılmıştır. Çalışmada 15 mg/L Cd’nin rekombinant suşta 16 mg/g 

kuru hücre iken kontrol suşunda 11,6 mg/g kuru hücre olduğu bulunmuştur. Sonuç olarak, 

Cd’nin remediasyonunda etkili olduğu ve Pb, Cu, Ni gibi iki değerlikli metal 

iyonlarınında gideriminde bir ajan olarak kullanılabileceği ifade edilmiştir. 

Deng ve Jia (2011), atıksudan Hg+2’nın biyoakümülasyonunda fotosentetik bir bakteri 

olan Rhodopseudomonas palustris suşunun potansiyelini belirlemeyi amaçlamıştır. Eş 

zamanlı olarak Hg taşıma sistemini (MerP- MerT) ve atıksudan Hg giderimi için GST ile 

füzyonlanmış bezelye metallotiyonini (GST-MT) suşa eksprese etmişlerdir. Sonuç 

olarak; rekombinant R. Palustris suşunun yabanıl suştan üç kattan (22 mg/g kuru 

hücreden 75 mg/g kuru hücreye çıkardığı) daha fazla Hg+2 biriktirebildiği tespit 

edilmiştir. Ayrıca, Hg+2 yüklü hücrelere EDTA muamelesi ile hücre yüzeyinde Hg+2’yi 

absorbe eden yabanıl tip R. Palustris’ten farklı olarak, rekombinant R. palustris 

tarafından bağlanan Hg+2’nın %80’den fazlasının hücrelere taşındığı kanıtlanmıştır. 

Hücre duvarlarında en çok Hg+2’yi biriktiren yabanıl tip R. Palustris’ten farklı olarak, 
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rekombinant R. palustris/pSUTP + pGPMT, hücre zarı yakınında Hg taşıma sistemini 

ifade ettikten sonra, %87 oranında Hg+2’yi hücrelere başarıyla taşıyabildiği sonucuna 

varılabileceği ifade edilmiştir. 

Ruiz ve ark (2011) tarafından yapılan çalışmada, E. coli Jm109 suşuna fare mt1 geni ve 

polifosfat kinaz (ppk) geni ayrı ayrı eksprese edilmiştir. Mt1 geni içeren rekombinant 

bakteriye 120 µM Hg uygulandıktan sonra %83,3 oranda (100 µM Hg) Hg’yi biriktirdiği 

rapor edilmiştir.  

Ma ve ark (2011) tarafından gerçekleştirilen çalışmada, E. coli BL21 (DE3) suşunun 

As(III) ve Cd(II) biyoakümülasyon kapasitesini arttırmak için GST ile füzyonlanmış 

insana ait MT (hMT-1A) geni üst üste eksprese edilmiştir. Biyoakümülasyon 

deneylerinde, E. coli (pGEX-MT), E. coli (pGEX-2MT), E. coli (pGEX-3MT), E. coli 

(pGEX-4MT) ve E. coli (pGEX-4T-1 kontrol) suşları kullanılmıştır. En yüksek 

biyoakümülasyon kapasitesinin E. coli (pGEX-3MT) suşunda olduğunu ve E. coli 

(pGEX-MT) suşundan As(III) için 1,4 ve Cd için 1,8 kat daha fazla biyoakümülasyon 

kapasitesi olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca, MT içeriği arttıkça metal bağlama 

kapasitesinin artmadığı ve MT geninin belli bir limit değerden sonra metalleri daha fazla 

bağlayamadığı sonucuna varılmıştır. 

Sauge-Merle ve ark (2012) tarafından yapılan çalışmada, E. coli’nin metal bağlama 

kapasitesini artırmak için koyun MTII geni maltoz bağlayıcı protein (MBP) ile E. coli’nin 

sitoplazmasına ve periplazmasına füzyonlanmıştır. Sitoplazmada MBP-MT aşırı eksprese 

edilen suşta önemli miktarda Cd, As, Hg ve Zn biyoakümülasyonu gözlenirken, MBP-

MT periplazmada aşırı eksprese edildiğinde sadece Cu’nun daha yüksek seviyelere 

toplandığı görülmüştür. Sitoplazmada biriken Zn(II), Cd(II) ve As(III) seviyeleri, kontrol 

suşundan sırasıyla 5,5; 8,4 ve 55 kat daha yüksek iken, periplazmada bu seviyeler kontrol 

suşunun seviyelerinden sırasıyla 1; 3,1 ve 7,5 kat daha yüksek bulunmuştur. Sonuç olarak, 

sitoplazmada yapılan giderimin daha yüksek olduğu tespit edilmiştir. 

Biondo ve ark (2012) tarafından yapılan çalışmada, Cupriavidus metallidurans 

bakterisinin Pb+2, Zn+2, Cu+2, Cd+2, Mn+2 ve Ni+2 metal iyonlarına karşı olan direncini 

arttırmak ve biyoremediasyon kapasitesini geliştirmek için suşa sentetik EC20 ((Glu-

Cys)20Gly) fitoşelatin geni klonlanmıştır. Çalışmada, yabanıl tip hücrelerin 

adsorpsiyonunun 110,8 nmol Cd+2/mg hücre kuru ağırlığı olduğu bulunmuştur. 
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Rekombinant suşun Zn+2, Pb+2, Cu+2, Cd+2, Ni+2 ve Mn+2 metal iyonlarının adsorpsiyon 

kapasitesi kontrol suşuna göre sırasıyla yaklaşık olarak %219, %210, % 6, %59, %45 ve 

% 31 fazla olduğu tespit edilmiştir. C. metallidurans (EC20) rekombinant bakterisinin 

metal birikimindeki en yüksek artış Pb için 547,5 nmol Pb+2/mg kuru hücre ve Zn için 

510,7 ± 15,3 nmol Zn+2/mg kuru hücre olduğu, metal iyonlarının her ikisinin de yabanıl 

tip suşa göre 3 kat daha fazla biriktiği belirlenmiştir.  

Nguyen ve ark (2013) tarafından yapılan çalışmada, yüksek Pb bağlama kapasitesine 

sahip olan ThrAsnThrLeuSerAsnAsn (TNTLSNN) peptidi E. coli suşuna transforme 

edilmiştir. Çalışmada, rekombinant suşun Pb, Co, Ni ve Cu metalleri arasından seçici 

olarak Pb adsorbsiyonu araştırılmıştır. Rekombinant hücrenin, Pb ve Cu’yi hücre 

yüzeyinde bağlama kapasitesinin, yabanıl E. coli hücresine (kontrol grubu) göre 4,5 kat 

daha fazla olduğunu ve 0,2 mM Pb’nin %80’den fazlasını 30 dakikada bağladığı rapor 

edilmiştir. Rekombinant hücrenin Pb adsorpsiyonunun, Langmuir izoterm modeline 

uygun olduğunu ve maksimum Pb adsorpsiyon kapasitesinin (qmax) 526 μmol/g kuru 

hücre olduğu belirtilmiştir. 

He ve ark (2014), S. henanense tatlı su yengecinin MT genini SUMO füzyon proteini ile 

stabil hale getirmişlerdir. Çalışmada mutant suşların Zn, Cu ve Cd’ye olan toleranslarını 

ve birikim kapasitelerini arttırmak için SUMO-MT’den, SUMO-MTt1 ve SUMO-MTt2 

olmak üzere iki mutant suşları oluşturulmuştur. Çalışmada, bu metallere olan tolerans ve 

biyoakümülasyon kapasiteleri sırasıyla, SUMO-MTt1>SUMO-MTt2>SUMO-MT olarak 

belirlenmiştir. 

Adam ve ark (2014) tarafından gerçekleştirilen çalışmada, E. coli’ye insan MT3 genini 

klonlandıktan sonra kontrol suşu ile Cd ve Pb direnç kapasitesine olan etkisi 

araştırılmıştır. Çalışmada, Cd için kontrol ve MT3 geni klonlanmış E. coli suşlarının 

LC50 değerleri sırasıyla; 39,2 µM ve 95,5 µM iken Pb için sırasıyla; 352,5 µM ve 207 

µM olarak bulunmuştur. Sonuç olarak, artan Cd konsantrasyonlarının rekombinant E. coli 

suşunun toleransını artırırken, artan Pb konsantrasyonlarının rekombinant suşun 

tolerasının azaldığı ileri sürülmüştür. Bu durum, Cd ve Pb’nin MT3 geni ile etkileşim 

mekanizmalarının farklı olmasına bağlanmıştır.  

Chaturvedi ve Archana (2014) tarafından yapılan bir çalışmada, Deinococcus 

radiodurans R1’in metal toleransını geliştirmek için bir fitoşelatin analoğu (EC20) ve 
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siyanobakteriyel Synechococcus metallotiyonin (MT) geni (smtA kodlayan sentetik bir 

gen) olmak üzere iki metal bağlayıcı peptidin ekspresyonu yapılmıştır. Çalışmada 2,5 µM 

Cd uygulandığında, EC20 içeren rekombinant suşun, kontrol suşundan yaklaşık olarak 

1,5 kat daha fazla, 5 µM Cd uygulandığında ise, SmtA içeren rekombinant suşun 2,5 kat 

fazla Cd biriktirdiği tespit edilmiştir. Ayrıca, SmtA rekombinantının, EC20 

rekombinantına göre Cd’ye karşı 2,5 kat daha fazla dirençli olduğu ileri sürülmüştür.  

Liang ve ark (2015) tarafından yapılan çalışmada, atıksuda Hg’yi gidermek için E. coli 

BL21 suşuna P16S-g10-merT-merP-merB1-merB2-ppk-rpsT sentetik operonu 

transforme edilmesi ile atıksudaki Hg’nin %43,7 oranında giderildiği gözlemlenmiştir.  

Gogada ve ark (2015) tarafından Co’nun radyoaktif sulardan giderimi için 

Rhodopseudomonas palustris CGA009 (RP) ve Novosphingobium aromaticivorans F-

199 (NA)’un bakteriyel Ni/Co taşıyıcı (NiCoT) genleri Deinococcus radiodurans suşuna 

eksprese edilmiştir. Bu rekombinant suşun %60 oranında giderim yaptığı rapor edilmiştir.  

Drewniak ve ark (2015), bakteri türlerinin arseniti (As(III)) oksitleyebilme ve direnç 

kapasitesini arttırmak için iki rekombinant plazmiti (pAIO1 ve pARS1) genetik olarak 

tasarlamışlardır. Sinorhizobium sp. M14, E. coli Top10, Agrobacterium tumefaciens 

LBA288, Pseudomonas sp. OS20R, Brevundimonas sp. GZS11R ve Stenotrophomonas 

sp. LM24 suşlarına rekombinant plazmitler transfome edilmiştir. Çalışmada, pAIO1 

plazmidini barındıran tüm suşların As(III) oksitleyebildiği ve As(III)’ü As(V)’e tam 

oksidasyonunun 60–120 saatlik kültivasyondan sonra sabit büyüme fazında olduğu tespit 

edilmiştir. Sonuç olarak, rekombinant suşların plazmit pARS1 varlığında As(III)’e karşı 

(20 mM’a kadar) dirençli olduğu ileri sürülmüştür.  

Maruthamuthu ve ark (2015) çalışmalarında, ZraS/ZraR iki bileşenli hücre dışı Pb ve Zn 

algılama ve giderim sistemini E. coli hücresine transforme etmişlerdir. 1 mM Pb 

rekombinant bakteriye uygulandığında, hücre yüzeyinde 487 µmol Pb/g kuru hücre 

adsorbe edildiğini ve ortamdaki Pb’nin %48,6 oranında giderildiğini tespit etmişlerdir. 

Ayrıca rekombinant bakteriye Cu, Zn, Co ve Ni dahil olmak üzere çeşitli metalleri içeren 

yapay atıksuyu uygulamışlardır. Sonuç olarak, atıksuda en yüksek oranda adsorbe edilen 

metalin %85,3’lük oranla Pb olduğunu ve 1 gr kuru hücre başına 427 µmol Pb’yi 

bağladığını belirtmişlerdir.  
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He ve ark (2018) tarafından yapılan çalışmada, Serratia sp. S2 suşundaki ChrA, ChrB ve 

ChrAB olmak üzere üç farklı Cr(VI) direnç geni, E.coli BL21suşuna transforme edilerek 

Cr(VI) absorpsiyonu ve Cr(VI) alım mekanizmaları araştırılmıştır. Suşlara uygulanan 25-

50-75-100 mg/L Cr(VI) konsantrasyonlarına en dirençli suş Serratia sp. S2 olarak 

bulunmuştur. Rekombinant türler arasında ise en etkili ChrAB, ikinci sırada ChrA ve son 

sırada ChrB olduğu rapor edilmiştir. Toplam Cr’nin hücre içi giderimi için elde edilen 

veriler çok düşük bulunmuştur. Cr giderim kapasiteleri sırasıyla; Serratia sp. S2 > 

ChrAB≈ ChrA > ChrB > kontrol şeklinde tespit edilmiştir. Sonuç olarak, E. coli BL21’e 

göre ChrA ve ChrAB genleri klonlanan bakterilerin, Cr(VI)’ya karşı yüksek direnç 

gösterdiği ancak ChrB proteininin böyle bir kapasiteye sahip olmadığı tespit edilmiştir.   

Shehata ve Yamazaki (2018) çalışmalarında Cupriavidus metallidurans CH34 suşundan 

Pb bağlayan PbrR genini ve Synechoccocus suşundan SmtB MT genini, E. coli’ye ekprese 

etmişlerdir. Isı uygulayarak inaktif hale getirdikleri rekombinant E. coli (PbrR/SmtB-AT) 

biyosorbentini, 100 mg/L Pb içeren çözeltiye uygulandıktan 12 saat sonra %77 oranında 

Pb giderimi olduğunu ve 1 gr kuru hücre başına 31,8 mg Pb’nin giderildiğini tespit 

etmişlerdir. Isıya maruz bırakılan ve kontrol biyosorbentlerinin Pb biyosorpsiyon oranları 

arasında önemli bir fark olmadığını belirtmişlerdir.  

Shahpiri ve Mohammadzadeh (2018), dört farklı pirinç MT (OsMT) izoformunu GST ile 

füzyonlayarak, As(III) biriktirme kapasiteleri üzerindeki etkisini araştırmışlardır. Sonuç 

olarak, GST-OsMT1 (6 sistein), GST-OsMT2 (8 sistein), GST-OsMT3 (4 sistein) ve 

GST-OsMT4 (3 sistein) rekombinant suşlarının, As(III) biriktirme kapasiteleri kontrol 

suşuna göre sırasıyla; 8; 5,6; 3 ve 1,1 kat daha fazla olduğu belirtmişlerdir. 

Ma ve ark (2019) tarafından Sinopotamon henanense tatlı su yengecine ait olan MT geni 

E. coli bakterisine eksprese edilmiştir. Bu MT geni SUMO (diğer proteinleri 

değiştirebilen ve böylece stabilitelerini arttırabilen ubikuitin benzeri bir protein) füzyon 

proteini ile stabil hale getirilmiş ve MT geni birkaç kez üst üste (SUMO-MT, SUMO-

2MT, SUMO-3MT) eksprese edilmiştir. Rekombinant E. coli suşunun Cu, Cd ve Zn 

metallerinin biyoakümülasyonu araştırılmıştır. Rekombinant E. coli suşlarının 

biyoakümülasyon kapasiteleri sırasıyla; SUMO-3MT ˃ SUMO-2MT ˃ SUMO-MT ˃ 

kontrol şeklinde bulunmuştur. Üst üste üç kez MT geni füzyonlanmış suşun diğer suşlara 

göre daha etkili olduğu sonucuna varılmıştır. 
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Keshav ve ark (2019), Cupriavidus metallidurans CH34 suşunun pbrD genini E. coli 

BL21 (DE3) bakterisine eksprese etmişlerdir. Gen eksprese edilmiş E. coli’nin 

Pb(NO3)2’yi  % 99,7 oranında giderdiğini saptamışlardır.  

Yang ve ark (2019) tarafından gerçekleştirilen çalışmada, S. henanense’nin (tatlı su 

yengeci) MT geni E. coli suşuna eksprese edilmiştir ve Zn, Cd, Cu ve Pb metallerine karşı 

direnci araştırılmıştır. Cd-MT izoformunun monovalent metal iyonlarına karşı daha 

yüksek affiniteye sahip olduğu tespit edilmiştir. Sonuç olarak, Sinopotamon henanense 

yengecinin MT geninin Cd’nin detoksifikasyonunda ve Zn homeostazının 

düzenlenmesinde önemli fizyolojik özelliklere sahip olduğu saptanmıştır. 

Shahpiri ve Rahimi (2019) yapmış oldukları çalışmada, dört farklı pirinç MT (OsMT) 

izoformunu heterolog olarak eksprese eden E. coli hücreleri ile Cr(III) ve Cr(VI)’nın 

biyoakümülasyonunu araştırmışlardır. Rekombinant OsMT1, OsMT2, OsMT3 ve 

OsMT4 hücrelerinin kontrol suşundan sırasıyla 6,5; 2,7; 5,5; ve 2,1 kat daha fazla 

Cr(III)’ü biriktirebildiğini saptamışlardır. Ayrıca, Cr(VI)’nın biyobirikiminin ise kontrol 

suşuna kıyasla bu dört farklı pirinç MT (OsMT) izoformunun sırasıyla 9, 3, 5 ve 3 kat 

daha fazla olduğunu belirlemişlerdir. Sonuç olarak, diğer rekombinant türlere kıyasla 

OsMT1 suşunun daha etkili olduğunu ve bu geni içeren rekombinant bakterinin Cr(III)’ü 

kuru hücre başına 34 mg ve Cr(VI)’yı 21,4 mg biriktirdiğini bildirmişlerdir. 

Li ve ark (2021) yaptıkları çalışmada, S. henanense tatlı su yengecinin MT genini 

eksprese eden E. coli hücresi elde etmişlerdir. SUMO-ShMT3 eksprese eden E. coli’nin 

maksimum Cd, Cu ve Zn biyobirikim sergilediğini ve ortalama seviyeleri 2,05 ± 0,12, 

1,81 ± 0,15 veya 1,44 ± 0,11 µmol/g kuru hücre olarak bulmuşlardır. SUMO-ShMT3 

eksprese eden E. coli hücresinin, SUMO-ShMT eksprese eden E. coli'ye göre Cd, Cu ve 

Zn biyobirikiminde 1,86 ± 0.02; 1,71 ± 0.03 ve 2,13 ± 0.02 kat artış olduğunu rapor 

etmişlerdir. 

 

 

 

 



50 

 

 

 

 

 

2.  BÖLÜM  

YÖNTEM VE MATERYAL 

 

2. Materyal 

2.1.1. Çalışmada Kullanılan Bakteriler 

Tez çalışmasında, yabanıl E. coli Jm109 suşu (kontrol) ve E. coli Jm109 suşuna insan 

MT2A ve MT3 genlerinin klonlanması ile elde edilen rekombinant suşlar Cr ve Pb 

metallerinin biyolojik arıtımında kullanılmıştır. Alt başlıklarda deneylerde kullanılan 

kimyasallar ve cihazlar hakkında detaylı bilgiye yer verilmiştir. 

 

Şekil 2.1. E. coli Jm109 ve rekombinantları 

2.1.2. Çalışmada Kullanılan Besiyerleri 

Deneysel çalışmalarda, katı besiyeri olarak Luira bertani (LB) agar ve sıvı besiyeri olarak 

LB broth kullanılmıştır. Tablo 2.1 ve Tablo 2.2’de besiyeri bileşimleri ve oranları 

verilmiştir. Gerekli tartımlar yapıldıktan sonra besiyeri içerikleri saf suda çözülmüştür ve 

otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra kullanılmıştır. 
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Tablo 2.1. Çalışmada kullanılan LB agar besiyeri bileşimi 

 

Tablo 2.2. Çalışmada kullanılan LB sıvı besiyeri bileşimi 

 

Rekombinat suşlar için yabanıl suştan farklı olarak, kullanılan LB katı ve sıvı 

besiyerlerine amfisilin antibiyotiği (100 µg/mL) ilave edilmiştir. 

 

2.1.3. Çalışmada Kullanılan Metaller 

Çalışmada, Kurşun nitrat (PbNO3)2 ve Potasyum dikromat (K2Cr2O7) ağır metal tuzları 

kullanılmıştır. Kullanılan metal iyonlarının tuz formları ve molekül ağırlıkları Tablo 

2.3’te gösterilmiştir. 

Tablo 2.3. Metal tuzlarının kimyasal formülü ve molekül ağırlıkları 

Metal isimleri Metal moleküler 

ağırlığı (g/mol) 

Tuz formunun 

kimyasal formülü 

Tuz formunun 

moleküler ağırlığı 

(g/mol) 

Marka 

Kurşun nitrat 207,2 Pb(NO3)2 331,2 Merc 

Potasyum 

dikromat 

51,9 K2Cr2O7 294,2 İsolab 

 

2.1.4. Kullanılan Cihazlar ve Kimyasallar 

Laboratuvar çalışmalarında kullanılan cihazların ve kimyasalların listesi Tablo 2. 4 ve 

Tablo 2.5’te verilmiştir.  

LB Broth İçerik g/L Kimyasal Marka 

Beef ekstrakt 10 Lab M 

Pepton ekstrakt 10 Lab M 

NaCl 3 Sigma 

Agar 15 Sigma 

LB Agar İçerik g/L Kimyasal Marka 

Beef ekstrakt 10 Lab M 

Pepton ekstrakt 10 Lab M 

NaCl 3 Sigma 
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Tablo 2.4. Deneylerde kullanılan cihazlar  

Cihaz Marka/Model 

Çok amaçlı mikroplaka okuyucu THERMO, VARIO SKAN FLASH 

Hassas terazi (0,0001 G) RADWAG 

İnkübatör JSR/ JSGI 150T 

Orbital çalkalayıcı Major Science 

Otoklav ALP–CLG-40M 

Soğutmalı Santrifüj cihazı Hermle- Z326K 

Otomatik Pipetler  

(50-200-1000-5000 µL) 

BRAND 

Saf ve ultra saf su cihazı SMP Minipure SUR M-UP-1013996 

Isıtmalı manyetik karıştırıcı WiseStir MSH-20A 

Vorteks BENCMARK BV1005 

Steril düz tabanlı mikroplaklar TPP 92096 

0,45 μm çaplı fitre İsolab 

0,22 µm çaplı steril filtre İsolab 

15 mL steril falkon tüpler  İsolab 

50 mL non-steril falkon tüpler İsolab 

Kapaklı cam erlenler (50 mL) İsolab 

Tek kullanımlık petri İsolab 

Steril şırınga (5-10 ml)  

Parafilm İsolab 

Bek alevi  

Yuvarlak uçlu metal öze  
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Tablo 2.5. Deneylerde kullanılan kimyasallar  

Kimyasal isimleri Kimyasal formülü Marka 

Nitrik asit HNO3 Merck  

Sülfirik asit H2SO4 Merck 

Aseton  C3H6O Merck  

1,5 Difenil karbazit  C6H5NHNHCONHNHC6H5 Acros 

Hidrojen peroksit H2O2 Merck 

Etilen diamin tetra asetik asit 

(EDTA) 

C10H16N2O8 Sigma 

Kalsiyum klorür  CaCl2 Merck 

Amfisilin antibiyotiği  C16H18N3NaO4S Sigma Aldrich 

Glutaraldehit C5H8O2 Alfa Aesar  

Osmium tetraoksit solüsyon OsO4 Roth 

EcoRI Restriksüyon endonükleaz 

enzimi 

Thermo Scientific 

Notl Restriksüyon endonükleaz 

enzimi 

Thermo Scientific 

T4 DNA ligazı   

Qiagen QIAprep Spin Miniprep 

kiti 

 Qiagen 

2,3,5 Trifeniltetrazoryum 

klorür (TTC) 

 Sigma 

Gliserol   Merck 

2.1.5. Çalışmada Kullanılan Çözeltiler 

Krom stok çözeltisi: 5000 mg/L’lik Cr stok çözeltisi hazırlamak için 1,414 gr K2Cr2O7 

tartılıp, 100 mL saf suda çözülmüştür. 

Kurşun stok çözeltisi: 5000 mg/L’lik Pb stok çözeltisi hazırlamak için 0,8 gr Pb(NO3)2 

tartılıp 100 mL saf suda çözülmüştür.  



54 

 

Hazırlanan Cr ve Pb metal çözeltileri otoklavda steril edildikten sonra kullanılmıştır. 

Metal çözeltileri her deney öncesinde taze olarak hazırlanmıştır ve +4 °C’de 1 hafta 

boyunca muhafaza edilmiştir. 

Amfisilin antibiyotik çözeltisi: 15 mL steril falkon tüpüne, amfisilinden 1 gr tartılıp 10 

mL steril saf suda çözülerek steril ortamda hazırlanmıştır. Antibiyotik stok çözeltisinden 

LB agar ve LB broth besiyerleri otoklavda steril edikten ve yaklaşık olarak 50 °C’ye kadar 

soğutulduktan sonra steril koşullarda besiyerinde 100 µg/mL amfisilin olacak şekilde 

hazırlanmıştır.  

1,5 Difenilkarbazit çözeltisi: 0,25 gr difenilkarbazit, 100 mL asetonda çözülerek 

hazırlanmıştır. Çözelti ışık geçirmez, amber şişede saklanmıştır. Çözelti kısa sürede 

bozulduğu için her kullanımdan önce taze hazırlanarak +4 °C’de muhafaza edilmiştir. 

0,2 N (0,1 M) Sülfürik asit (H2SO4) çözeltisi: Balon jojeye ilk olarak bir miktar saf su 

eklenmiştir. %95’lik H2SO4’ten 0,283 mL alınarak son hacim saf su ile 50 mL’ye 

tamamlanmıştır. 

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

balon jojede çözülerek son hacim saf su ile 500 mL’ye tamamlanmıştır.  

HNO3/H2O2 (v/v %50 HNO3- w/v %30 H2O2) asit çözeltisi:  

%50 HNO3: İçinde bir miktar saf su içeren balon jojeye 192,3 mL %65’lik HNO3’ten 

eklenmiş ve son hacim 250 mL’ye saf su ile tamamlanmıştır. 

%30 H2O2: İçinde bir miktar saf su içeren balon jojeye %35’lik H2O2’ten 214,3 mL 

eklenmiş ve saf su ile son hacim 250 mL’ye tamamlanmıştır. 

Son olarak bu iki asit çözeltisi 500 mL erlende karıştırılarak hücre içinde biriken metal 

miktarını belirlemek için yaptığımız kalıntı analizinin üçüncü ekstraksiyonunda 

kullanılmıştır. Çözelti ışık geçirmez, amber şişede saklanmıştır. 

2,3,5 Trifeniltetrazolyum klorür çözeltisi: %0,1 2,3,5 Trifeniltetrazolyum klorür (TTC) 

saf suda çüzüldükten sonra steril milipore şırınga (0,2 μm) filtreden süzüldükten sonra 

amber şişede karanlıkta ve + 4 °C’de muhafa edilmiştir. Bu çözelti her kullanımdan önce 

taze olarak hazırlanmıştır. 
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2.2. Metot 

2.2.1. Gen Klonlama ve Bakteri Transformasyonu  

MT2A (Gen bankası veri tabanı: NM_005953.5) ve MT3 (Gen bankası veri tabanı: 

NM_005954.4) CDS gen fragmanları ticari olarak Twist Bioscience şirketinden temin 

edilmiştir. DNA fragmanları ve pET21 plazmidi, EcoRI ve Notl restriksiyon enzimleri ile 

iki kez kesilmiş ve ligaz enzimi ile birbirine bağlanmıştır. Transformasyondan önce, E. 

coli Jm109 bakteri hücreleri CaCl2 yöntemi kullanılarak komponent (kompetan) hücre 

elde edilmiştir. Yani bakteri geni almaya hazır (geçirgen) hale getirilmiştir. Rekombinant 

pET21 plazmidi E. coli Jm109 hücrelerine transforme edilmiştir. Daha sonra genleri 

hücre içine alan rekombinant hücreleri seçmek için amfisilin, X-gal ve büyümeyi 

destekleyici IPTG içeren LB agara yayma ekim yapılmış ve 37 °C’de yaklaşık olarak 18 

saat boyunca inkübe edilmiştir. Agara ilave edilen X-gal sayesinde, mavi/beyaz renk 

koloni oluşumuna göre geni taşıyan plazmidlerin seçilimi sağlanmıştır. Beyaz koloniler 

geni taşıyan plazmidleri içeren bakteriler olarak belirlenmiştir. Daha sonra plazmidler, kit 

protokolü Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kiti (Kat no: 27104) kullanılarak beyaz ve 

büyük kolonilerden izole edilmiştir. Genleri doğrulamak için, izole edilmiş plazmidlerin 

sekanslama kütüphaneleri hazırlanmış ve Miseq platformu tarafından sekanslanmıştır. 

Şekil 2.2’de transformasyon işleminde kullanılan enzimler ve insan MT2A ve MT3 

genleri gösterilmiştir. Şekil 2.3’te ise, pET-21 plazmidinin fiziki haritası gösterilmiştir 

(Addgene, 2022). 

 

Şekil 2.2. Klonlamada kullanılan enzim ve genler: Restriksüyon endonükleaz enzimleri 

(a), Ligaz enzimi (b), MT2A ve MT3 insan genleri (c) 
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Şekil 2.3. pET-21 plazmidinin fiziki haritası 

2.2.1.1. Genlerin Restriksiyon Enzimleri ile Kesilmesi ve Ligasyon 

pET21 plazmidlerine sentetik gen fragmanlarını klonlamak için, ilk olarak EcoRI ve Notl 

restriksiyon enzimleri ile plazmid iki yerinden kesilmiştir. EcoRI ve NotI (NEB) 

restriksiyon enzimleri (10 U), 1X NEB2 tamponu ve saflaştırılmış pET21 plazmid 

(Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ürünü 3 μg ve 3 μg eksize edilmiş) bileşenleri kesim 

için ependorf tüplerine alınmıştır. Karışım 37 °C’de 2 saat inkübe edilmiştir. pET21 

plazmidine istenilen genlerin ligasyonu ile geni içeren plazmid elde edilmiştir. Ligasyon 

ürünü, devam eden prosedüre göre komponent E. coli Jm109 suşuna transforme 

edilmiştir. Rekombinant koloniler seçilmiş ve geni içeren plazmidler izole edilmiştir. 

2.2.1.2.Transformasyon 

Geni taşıyan plazmid, E. coli Jm109 suşuna transforme edilmeden önce E. coli Jm109 

hücreleri komponent hale getirilmiştir. E. coli Jm109 suşundan tek koloni alınarak 

antibiyotik içermeyen 2 mL LB besiyerine aşılanmıştır. Hücreler bir gece 37 °C’de (200-

250 rpm) çalkalamalı olarak büyütülmüştür. Gece kültüründen 1 mL hücre alınarak steril 

100 mL LB içeren erlene inoküle edilmiş ve 37 °C’de, çalkalamalı olarak (250 rpm), 
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A590 nm 0,375’e ulaşana kadar büyütülmüştür. Kültür, iki adet 50 mL’lik erlene alınmış 

ve 10 dakika boyunca buz üzerinde bekletilmiştir. Daha sonra, hücreler 10 dakika süreyle 

4000 rpm’de santrifüj edilmiştir. Süpernatant atılmış ve her pelet, buz üzerinde 5 mL 

sterilize edilmiş CaCl2 (4mM) çözeltisi içerisinde yeniden süspanse edilmiştir. Hücreler, 

5 dakika boyunca 2500 rpm’de santrifüjlenmiş ve süpernatant atılmıştır. Her pelet tekrar 

2 mL buz üzerinde CaCl2 (4mM) çözeltisi içinde yeniden süspanse edilmiştir. 

Santrifüjleme bir kez daha tekrarlanmıştır. Her pelet, 2 mL buz üzerinde, CaCl2 (4mM) 

çözeltisi ile yeniden süspanse edilmiştir. Etkili bir transformasyon sağlamak için hücreler 

iki hafta boyunca +4 °C’de bekletilmiştir. Komponent E. coli Jm109 hücresine, gen 

taşıyan plazmid (ligasyon reaksiyon ürünleri) transforme edilmiştir. Steril 2 mL tüpe; 5 

μL geni taşıyan plazmid ve 50 μL komponent E. coli Jm109 hücresi pipetlenmiş ve 30 

dakika buz üzerinde bekletilmiştir. Daha sonra hücreler, 42 °C’de 45 saniye şoklanmıştır. 

200 μL LB sıvı besiyerine bu karşım alınmıştır. Hücreler 37 °C’de 45 dakika inkübe 

edildikten sonra hücreler, hızlı bir şekilde buz içeren erlene alınmış ve tüplere, ampisilin 

(50 μg/mL), X-gal (mavi/beyaz koloni oluşumu için) (80 μg/mL) ve IPTG (hücre 

büyümesi için 100 μg/mL) içeren LB sıvı besiyerinden eklenmiştir. Plakalar bir gece 37 

°C’de inkübe edilmiştir. İnkübasyondan sonra, beyaz ve büyük koloniler (gen taşıyan 

rekombinant hücreler) seçilmiş ve 200 µl LB içeren steril tüplere alınmıştır. Bu kültür, 

%50 gliserol içeren steril tüplere alınmıştır. Bu hücreler gliserol stok ve plazmid 

izolasyonu yapmak için kullanılmıştır. Seçilen koloniler, klonlamanın doğrulanması için 

spesifik primerler kullanılarak PCR ile çoğaltılmıştır. Şekil 2.4’te ısı şoku metodu ile E. 

coli Jm109’a yapılan gen transformasyonuna ait görseller verilmiştir. 

 

Şekil 2.4. Rekombinant plazmid (a), Isı şoku ile gen aktarımı için sıcaklığın 42 °C’ye 

ayarlanması (b-c)  



58 

 

2.2.1.3. Seçilen Kolonilerden Plazmid İzolasyonu  

Plazmidler, Qiagen QIAprep Spin Miniprep Kiti (Kat no: 27104) protokolüne göre izole 

edilmiştir. Aşağıda plazmid DNA izolasyonunda kullanılan protokole yer verilmiştir 

(Özsait Selçuk, 2010). 

 

1. 2 mL’lik bakteri kültürü, 14.000 rpm’de 2 dakika boyunca santrifüj edilmiştir. 

2. Süpernatant atıldı. Tüp ters çevrildi ve fazla ortamı uzaklaştırmak için bir kağıt havlu 

ile kurutulmuştur. 

3. Toplanan pellete, kit içeriğinde bulunan 250 μL Tampon Pl (RNAz eklendi) eklenmiş 

ve görünür hücre kümeleri kaybolana kadar vortekslenmiştir. 

4. Tüpe, 250 μL Tampon P2 eklenmiştir. Daha sonra tüp içeriği yavaşça dört kez ters-düz 

edilerek karıştırılmış, oda sıcaklığında yaklaşık 5 dakika inkübe edilmiştir. 

5. 350 µL N3 tamponu ilave edilmiş ve tüp 4 kez ters çevrilerek karıştırılmıştır. 

6. Numune tüpleri, 10 dakika boyunca 14.000 rpm’de santrifüj edilmiştir. 

7. Temizlenen lizat dikkatlice spin kolonlara yüklenmiştir. 

8. Kolon, kullanımdan önce alkol eklenen PE tamponu (750 µL) ile yıkanmış ve 1 dakika 

14.000 rpm’de santrifüj edilmiştir. 

9. Alta süzülen sıvı bölüm atılmış ve 1 dakika 14.000 rpm’de ek bir santrifüj ile 

uzaklaştırılmıştır. 

10. Kolon yeni bir 1,5 mL’lik steril tüpe alınmıştır. Kolona bağlanan DNA’yı elde etmek 

amacı ile elüsyon tamponu (50µL) membranın tam ortasına gelecek şekilde yüklenmiştir. 

11. Yıkama tamponunu tamamen uzaklaştırmak için 1 dakika 14.000 rpm’de santrifüj 

edilmiştir.  

12. Kolon düzeneği çıkarılmış ve plazmid DNA, -20 °C’de saklanmıştır. Tüm santrifüjler 

oda sıcaklığında uygulanmıştır. 
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13. Eklenen genleri doğrulamak için, izole edilmiş plazmidler için sekanslama 

kütüphaneleri hazırlanmış ve 2x150 PE okumaları olarak Illumina Miseq platformu 

kullanılarak sekanslanmıştır. Şekil 2.5’te rekombinant hücrelerin katı besiyerinde kültüre 

edildikten sonraki görüntüleri verilmiştir.  

 

Şekil 2.5. MT2A ve MT3 genleri klonlanan hücrelerin petrideki koloni görünümü 

2.3. Gece Kültürlerinin (Overnight) Hazırlanması 

+4 °C’de muhafaza edilen yabanıl E. coli Jm109 suşu steril şartlar altında öze ile alınarak 

Bölüm 2.1.2’de anlatıldığı gibi hazırlanan LB broth (30 mL/100mL) içeren erlenlere 

inoküle edilmiştir. Rekombinant suşlar (MT2A ve MT3), yabanıl suştan farklı olarak 

amfisilin antibiyotiği (100 µg/mL) ilave edilmiş LB broth (30 mL/100mL) içeren 

erlenlere inoküle edilmiştir. Yabanıl ve rekombinant suşlar 37 °C’de ve 120 rpm’de 

çalkalamalı olarak bir gece inkübe edilmiştir. İnkübasyonun sonunda bakterilerin 

yoğunluğu OD:0,5’e ayarlanmıştır. MİK deneylerinde ve kalıntı analizlerinde bu 

kültürler kullanılmıştır. Şekil 2.6’da overnight kültür ve gliserol stokların hazırlanması 

ile ilgili görüntüler gösterilmiştir. 
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Şekil 2.6. Overnight kültürlerin (a) ve gliserol stokların (b) hazırlanması 

2.3.1. Bakteri Stoklarının Hazırlanması 

Bu çalışmada kullanılan bakterilerin uzun süreli stokları steril %50 gliserol (v/v) (500 

µL) içeren eppendorf tüplerine, Bölüm 2.3.1’de anlatıldığı gibi hazırlanan overnight 

yabanıl ve rekombinant kültürlerden 500 µL alınarak tüpe transfer edilmesi ile 

hazırlanmıştır ve -80 ºC’de muhafaza edilmiştir. Gliserol stoklar altı ayda bir 

yenilenmiştir. Ancak çalışmalarımızda kullanılan E. coli Jm109 ve rekombinant MT2A 

ve MT3 bakterileri, Bölüm 2.1.2’ de anlatıldığı gibi hazırlanan LB agar içeren petrilerde 

taze olarak üretilmiştir ve +4 ºC’de muhafaza edilmiştir. Kültürleri korumak amacıyla 20 

günde bir pasajlamaları yapılarak kültürlerin taze kalması sağlanmıştır. Deneyler boyunca 

taze stok kültürler kullanılmıştır. 

2. 4. Metal Giderim Tayini 

2. 4. 1. Metallerin Sulu Çözeltilerinin Hazırlanması 

Cr ve Pb metallerinin 5000 mg/L derişimlerinde ana stok çözeltileri hazırlanmıştır. Bu 

çözeltiler, ağır metal bileşiklerinin tuz formlarının kimyasal formülleri dikkate alınarak 

hesaplamalar yapılmış, Bölüm 2.1.5’te anlatıldığı şekilde hazırlanmıştır. Deneyde 

kullanılan ara metal konsantrasyonları, bu ana stok çözeltilerinin seyreltilerek 

kullanılmıştır. 

2.4.2. Minimum İnhibisyon Konsantrasyonu (MİK) 

MİK; bir mikroorganizmanın üremesini durduran, en az düzeyde engelleyen metal 

konsantrasyonu olarak tanımlanmaktadır. Mikroorganizmaların %90’ını inhibe eden 
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konsantrasyon da denir (Schwarz vd., 2010). Bölüm 2.3.1 başlığında anlatıldığı gibi 

overnight kültürler her üç bakteri türü için hazırlanmıştır. 

Yapılan ön denemeler sonucunda, Cr metal iyonu için belirlenen konsantrasyon aralığı; 

22,5-34-51-76-114-125-138-152-167-183-202 mg/L iken, Pb metal iyonu için belirlenen 

konsantrasyon aralığı; 50-100-200-400-600-800-1000-1250-1500-1750-2000 mg/L’dir. 

Yabanıl E. coli Jm109 ve rekombinant (MT2A ve MT3) suşlarının MİK’lerini belirlemek 

için, belirlenen konsantrasyonlara göre hazırlanan metal çözeltileri, steril 15 mL’lik 

falkonlarda steril şartlarda hazırlanmıştır. Şekil 2.7’de ana stok metal çözeltilerinden ara 

stokların hazırlanışı gösterilmiştir. 

 

Şekil 2.7. Ağır metal konsantrasyonlarının hazırlanması: Stok çözeltilerinden seyreltme 

yapılması (a), Farklı konsantrasyonlarda hazırlanan metal ara stokları (b) 

MİK tayininde, üç farklı kontrol grubu kullanılmıştır. Bunlar; 

 

 Blank çözeltisi: LB (sadece besiyeri içeren) 

 Negatif kontrol: LB+metal çözelisi olarak hazırlanmıştır.   

 Hücre kontrol: LB+ OD: 0,5’e ulaşmış bakteri hücresidir. 

Mikroplaka okuyucu ile MİK tayininde, farklı konsantrasyonlardaki Cr ve Pb 

çözeltilerinden, mikro pipetle 250 μL çekilerek 96 kuyucuklu mikroplaka (steril kapaklı 

flat-bottom 96 well plate) kuyucuklarına pipetlenmiştir. Daha sonra Cr ve Pb içeren 

kuyucuklara, 20 μL OD600: 0,5’e ulaşmış bakteri hücreleri pipetlenmiştir. Daha sonra 

plakalar, 37 °C’de 120 rpm’de 24 saatlik inkübasyona bırakılmıştır (Şekil 2.8 (a)). 

İnkübasyondan sonra, örneklerin biyokütle yoğunlukları 600 nm’de mikroplaka 
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okuyucuda (Thermo Scientific Varıoskan Flash (Şekil 2.8 (b)) ölçülmüştür (Adam vd., 

2014). 

 

Şekil 2.8. MİK tayini: Çalkalamalı inkübatör (a), Mikroplaka okuyucu (b) 

Metale maruz bırakılan hücrelerin biyokütle yoğunlukları ölçüldükten hemen sonra, 

filtreyle steril edilmiş %0,1’lik canlılık indikatörü olan steril TTC mikroplaka 

kuyucuklarına 20’er µL eklenmiştir ve 24 saat 120 rpm’de 37 °C’de inkübasyona 

bırakılmıştır. İnkübasyonun sonunda mikrobiyal aktivite sonucu oluşan trifenil formazan 

kuyucuklara kırmızı renk verdiğinden, rengin olmadığı en düşük konsantrasyon MİK 

olarak kaydedilmiştir (Ersoy Ömeroğlu, 2011). Deneyler, üç tekrarlı olarak yapılmıştır. 

MİK değerinin belirlenmesi için uygulanan işlem adımları aşağıda verilmiştir.  

 

 

 

 

 

 

a b 

250 µL LB+Metal Çözeltisi+20 μL OD:0,5’e 

ulaşmış bakteri hücresi 

 

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

 

20 µL steril TTC’nin kuyucuklara pipetlenmesi 

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

ve renk değişiminin değerlendirilmesi 
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Şekil 2. 9’da 96 kuyucuklu mikroplaka dizaynı gösterilmiştir. Plakada, A satırı A2-A12 

arası Cr ve Pb için kontrol grubudur. Bu kuyucuklarda sadece LB+ metal (Cr/Pb) çözeltisi 

bulunmaktadır. Her bir konsantrasyon için, üçerli tekrarlı olacak şekilde kuyucuklara 

pipetleme yapılmıştır.  

 

Şekil 2.9. Cr MİK değerinin saptanması için kullanılan mikroplaka kuyucuk dizaynı 

 
Şekil 2.10. Pb MİK değerinin saptanması için kullanılan mikroplaka kuyucuk dizaynı 
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2.5. Biyobirikim Deneyleri 

Literatür araştırmaları sonucunda elde edilen bilgiler, SKKY’de belirtilen endüstrilerin 

Cr ve Pb deşarj limit değerleri ve bakterilerin Cr ve Pb için belirlenen MİK değerleri 

dikkate alınarak biyogiderim deneylerinde uygulanacak metal konsantrasyonları tespit 

edilmiştir. Bakterilere biyogiderim deneylerinde uygulanan Cr konsantrsayonları; 0,05-

0,1-0,3-0,5-10-25-50 mg/L iken, Pb konsantrasyonları, 0,01-0,5-1-5-50-100 mg/L’dir. 

Kalıntı analizinde yabanıl E. coli Jm109, MT2A ve MT3 gece kültürleri Bölüm 2.2.1’de 

anlatıldığı şekilde hazırlandı. Overnight kültürler, OD600: 0,5 yoğunluğa geldikten sonra, 

50 mL LB sıvı besiyeri içeren 100 mL’lik erlenlere 170’er µL kültürler aşılanmıştır. Daha 

sonra her bir erlenin Cr konsantrasyonları 0,05-0,1-0,3-0,5-10-25-50 mg/L olacak şekilde 

hazırlanmıştır. Pb konsantrasyonları ise 0,01-0,5-1-5-50-100 mg/L olarak ayarlanmıştır. 

Erlenler, 37 °C’de 150 rpm çalkalanarak 24 saat boyunca inkübe edilmiştir. Bakterilerin 

Cr ve Pb alma kapasitelerini belirlemek için 24 saatlik inkübasyondan sonra erlenlerden 

örnek alınarak ICP-MS cihazında ölçülmüştür. Deneyler üç paralelli olarak 

gerçekleştirilmiştir. Besiyerinde kalan metal miktarı, hücre yüzeyinde tutulan metal 

miktarı ve hücre içine alınan metal miktarı olmak üzere her bir numune için 3 farklı ICP-

MS kalıntı analizi yapılarak hem Cr hem de Pb konsantrasyonları ayrı ayrı tespit 

edilmiştir (Shamim vd., 2014). 

2.5.1. Besiyerinde Birikim 

Besiyeri ortamında kalan metal miktarının tespiti için, metal uygulanan hücrelerden 24 

saat sonunda örnekler alınmıştır. Vortekslenerek homojen hale getirilen örnekler, steril bir 

tüpe aktarılarak +4 °C’de 10000 rpm devirde 10 dakika santrifüj edilmiştir. Çöken pellet 

bir sonraki deney için +4 °C’de muhafaza edilmiştir. Üstte kalan süpernatant, 0,45 

mikrometre (µm) por çapına sahip filtreden süzülerek filtrattaki ağır metal miktarı (Cr ve 

Pb) 1/100 oranında dilüsyon sonrasında ICP-MS ile tespit edilmiştir.  
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Şekil 2.11. Santrifüj sonrasında örneklerin şırınga filtreden süzülmesi 

2.5.2. Hücre Yüzeyinde Birikim 

Hücre dışındaki metal birikiminin belirlenmesinde; bir önceki aşamada santrifüj işlemi 

sonrasında çökelen pelletlerin üzerine, 10 mL 50 mM EDTA çözeltisi eklenerek 2500 

devirde 3 dakika vortekslenmiştir. Bu şekilde hücre yüzeyine bağlanan metallerin 

desorbsiyonu sağlanmıştır. Pellet, bir saat EDTA ile oda sıcaklığında muamele edilerek 

metallere bağlanması sağlanmıştır. Daha sonra +4 °C’de 10000 rpm devirde 10 dakika 

santrifüj edilmiştir. Pellet, hücre içinde metal birikimini tayin etmek için +4 °C’de 

saklanmıştır. Üstte kalan sıvı kısım, 0,45 µm por çapına sahip filtreden süzülerek 

filtrattaki ağır metal iyonu miktarı 1/100 oranında dilüsyon sonrasında ICP-MS’de tespit 

edilmiştir.  

 

Şekil 2.12. Hücre yüzeyinde metal birikimi çalışmaları 
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2.5.3. Hücre İçinde Birikim 

Hücre içine alınan metal birikiminin belirlenmesinde bir önceki aşamada santrifüj 

sonrasında dibe çöken pelletin üzerine 5 mL HNO3/H2O2 (v/v %50 HNO3- w/v %30 

H2O2) asit çözeltisi ilave edilmiştir. Asit ilave edilen pellet, 2500 devirde 3 dakika 

vortekslenmiştir ve oda sıcaklığında bir gece muamele edilerek hücre içine giren metal 

iyonu miktarının tespit edilmesi sağlanmıştır. Daha sonra 10000 rpm devirde 10 dakika 

santrifüj edilmiştir. Süpernatant, 0,45 μm por çapına sahip filtreden süzülerek filtrattaki 

metal miktarı 1/100 oranında dilüsyon sonrasında ICP-MS cihazında tespit edilmiştir. 

Ağır metal giderimi yüzde olarak aşağıdaki denkleme göre hesaplanmıştır (Anusha vd., 

2020).  

% Metal giderimi: ((Co-Cs) / Co) * 100                            (9) 

Co: Başlangıç metal konsantrasyonu (mg/L) 

Cs: Arıtma sonrasındaki metal konsantrasyonu (mg/L) 

2.6. Difenilkarbazit Yöntemi ile Cr(VI) Tayini  

Cr(VI)’nın Cr(III)’e indirgenmesi spektrofotometrik olarak 1,5 difenilkarbazit metodu ile 

tayin edilmiştir (Thacker vd., 2006). Biyogiderim deneylerinde Cr giderimi için 

hazırlanan numunelerin süpernatant örnekleri +4 °C’de muhafaza edilmiştir. Bu 

numuneler Cr(VI)’nın indirgenmesini yani giderimini tespit etmek için de bu deneyde 

kullanılmıştır. 200 µL süpernatant falkon tüpüne pipetlendikten sonra üzerine 330 µL 6M 

H2SO4 ilave edilmiştir. Bu karışıma, 400 µL difenilkarbazit eklenmiştir. Son hacim, 10 

mL’ye saf su ile tamamlanmıştır. Hazırlanan numuneler, menekşe moru rengi oluşana 

kadar oda sıcaklığında 5-10 dakika bekletildikten sonra ölçüm yapılmıştır (Şekil 2.13). 

Bilinen konsantrasyondaki standart Cr(VI) çözeltileri (0-50 mg/L) hazırlanmıştır. Bu 

numunelerden örnekler alınarak 540 nm dalga boyunda mikroplaka cihazında okuma 

yapılmıştır. Elde edilen absorbans değerleri kaydedilerek kalibrasyon eğrisi çizilmiştir ve 

bu grafiğe göre numunelerdeki Cr(VI) miktarı hesaplanmıştır (Şekil 2.14). 

Cr(VI) indirgenmesi yüzde olarak aşağıdaki formüle göre hesaplanmıştır.  

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

Cs: Arıtma sonrası (indirgeme sonrası) Cr(VI) konsantrasyonu mg/L 

 

Şekil 2.13. Difenilkarbazit metodu: Cr(VI) standart çözeltilerinin hazırlanması (a), 

Standart çözeltileri difenilkarbazit eklendikten sonraki menekşe moru renk oluşumu (b) 

 

 

Şekil 2.14. Cr(VI) kalibrasyon eğrisi 

2.7. Krom Kaplama Tesisi Atıksuyundan Cr ve Pb Biyogiderimi 

Tez çalışması kapsamında, E. coli Jm109, MT2A ve MT3 suşlarının, gerçek atıksudan Cr 

ve Pb giderim kapasitelerini tayin etmek amacıyla, Kayseri Organize Sanayi Bölgesinde 

(KOSB) faaliyet gösteren dört farklı krom kaplama tesisinden atıksu örnekleri alınmıştır. 

KOSB’de çok sayıda krom kaplama endüstrisi bulunurken, sadece Pb endüstrisi olan bir 

tesis olmaması nedeniyle, hem Cr hem de Pb içeren krom kaplama endüstrilerinin 

atıksuları çalışmada tercih edilmiştir. Şekil 2.15’te dört farklı krom kaplama tesisinden 

alınan atıksu numuneleri gösterilmiştir. 
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Şekil 2.15. KOSB Krom kaplama tesisi atıksu numuneleri 

Öncelikle bu atıksuların karakterizasyonları (pH, iletkenlik, AKM, KOİ, metal 

konsantrasyonları vb.) gerekli analizler yapılarak belirlenmiştir (Tablo 2.6). 4 tesisten 

alınan atıksular bakterilere uygulanmadan önce, membran manifold düzeneği 

kullanılarak süzülmüştür (Şekil 2.16). Atıksuların asidik pH’ya sahip olması nedeniyle 

(yaklaşık olarak 2), pH değerleri bakterilere uygulanmadan önce NaOH ile 7’ye 

ayarlanmıştır. Daha sonra atıksular steril şartlar altında 0,22 µm por gözenekli steril 

şırınga filtreden geçirilerek steril edilmiştir ve deneyler tamamlanana kadar +4 °C’de 

muhafaza edilmiştir. 

 

Şekil 2.16. Manifold düzeniği 
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Tablo 2.6. KOSB Krom kaplama tesislerinin atıksu karakterizasyonu 

 Tesisler 

Elementler 1 2 3 4 

pH 2,3 2,5 2,4 2,1 

EC (µS/cm) 2780 1314 5990 3380 

KOİ (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) 222,4 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 dört farklı atıksu, 3 bakteri türüne ayrı ayrı uygulanmıştır. Atıksular 

bakterilere uygulandıktan 24 saat sonra, hücreler LB agara ekilerek canlı koloniler tespit 

edilmiştir. Şekil 2.17’de bakterilere ikinci krom kaplama tesisi atıksuyu uygulandıktan 24 

saat sonra koloni görünümü gösterilmiştir.  

   

Şekil 2.17. İkinci krom kaplama tesisi atıksuyunun hücrelere uygulandıktan 24 saat 

sonraki koloni görünümü: E. coli Jm109 (a), MT2A (b), MT3 (c) 

a b c 
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Şekil 2.17’ye bakıldığında, üç bakteri kültürünün ikinci krom kaplama tesisi atıksuyunda 

büyüdüğü görülürken diğer tesislerin atıksularında istenilen şekilde koloni oluşumları 

gözlemlenmemiştir. Çalışmada bu tesisin atıksu karakterizasyonunun genel olarak krom 

kaplama tesisi atıksularını yansıtması ve diğer krom kaplama tesislerinin atıksularına 

kıyasla, daha yüksek konsantrasyonda Pb içermesi nedeniyle kullanılmıştır. 

2.7.1. Krom Kaplama Tesisi Atıksuyunun Biyolojik Arıtımı 

 

Overnight E. coli Jm109, MT2A ve MT3 kültürleri, OD 600:0, 5 yoğunluğa ulaştıktan 

sonra, 50 mL krom kaplama tesisi atıksuyunu içeren 100 mL’lik erlenlere 200’er µl 

inoküle edilmiş ve 37 °C’de, 120 rpm çalkalamalı olarak 24 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra kültürlerden örnekler alınarak 6000 rpm’de 30 dakika santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası elde edilen süpernatant, 0,45 µm gözenekli şırınga filtreden 

geçirildikten sonra numunelerdeki metal kalıntısı ICP-MS cihazı ile tayin edilmiştir. 

Hücrelerin Cr ve Pb giderim kapasitesini tespit etmek için santrifüj sonrasında çöken 

pellet üzerine EDTA (5 ml) eklenerek 1 saat oda sıcaklığında bekletilmiştir. Örnekler, 

0,45 µm gözenek çapındaki filtreden geçirildikten sonra örneklerdeki Cr ve Pb kalıntısı 

ICP-MS ile ölçülmüştür. Bu deneyler üç tekrarlı olarak gerçekleştirilmiştir. 

2.8. Biyosorpsiyon Deneyleri 

Biyosorpsiyon deneyleri, toplam Cr gideriminde ve Cr(VI) indirgenmesinde en etkili tür 

olan MT2A ve Pb gideriminde en etkili tür olan MT3 için yapılmıştır. Ölü MT2A ve MT3 

bakteri biyokütlelerini hazırlamak için hücreler 500 mL’lik erlenlerde 100 µg/mL 

amfisilin içeren LB besiyerinde (24 saat, 37 °C ve 150 rpm) kültürlenmiştir. Ardından, 

üstel büyüme fazına kadar büyütülen hücreler 6000 rpm’de 4 °C’de santrifüj edilmiştir. 

Dipte kalan pellet birkaç defa saf su ile yıkanmış, daha sonra pelletlere 0,1 M HCl 1 saat 

boyunca uygulanmıştır. Pellet, 80 °C’de 24 saat etüvde kurutularak ölü biyokütle elde 

edilmiştir (Srinath vd., 2002). Kurutulan biyokütle, havanda toz haline getirilerek elekten 

geçirilmiştir. Hazırlanan biyosorbentler, farklı konsantrasyonlarda Cr (50-100-150-200-

225-250 mg/L) ve Pb (50-100-150-200 mg/L) içeren 100 mL’lik çözeltilere ilave 

edilmiştir. Bu karışımlar, 25 °C’de 2 saat boyunca 150 rpm’de çalkalanmıştır. Deneyler 

3 paralelli olarak yapılmıştır. Ortamdan belirli zaman aralıklarında numuneler alınarak 

6000 rpm’de 10 dakika santrifüj edildikten sonra şırınga filtreden süzülmüştür. 

Örneklerdeki Cr ve Pb miktarları ICP-MS ile ölçülmüştür. Yüzde Cr ve Pb giderim 
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oranları, başlık 2.5.3’te verilen formül kullanılarak hesaplanmıştır. Kuru hücre başına 

tutulan Cr ve Pb miktarları aşağıdaki formül kullanılarak hesaplanmıştır.  

qe = ((Co – Cs)*V)/m                                                        (11) 

qe: Denge anında adsorbe edilen metal miktarı (mg metal/g kuru biyokütle) 

Co: Başlangıç metal konsantrasyonu (mg/L) 

Cs: Arıtma sonrası metal konsantrasyonu (mg/L) 

V: Çözelti hacmi (L) 

M: Kuru hücre ağırlığı (g). 

2.9. Desorpsiyon ve Yeniden Kullanım Prosedürü 

Biyosorpsiyondan sonra, biyokütlelerdeki Cr ve Pb’yi uzaklaştırmak ve biyokütlenin 

tekrar kullanımını sağlamak için desorpsiyon işlemi yapılmıştır. Her biyosorpsiyon 

deneyinden sonra biyokütleler santrifüj edilerek alınmış ve saf su ile 3 kere yıkanmıştır. 

Desorpsiyon için biyokütlelere 1 saat boyunca 0,1 M HCl çözeltisi uygulanarak rejenere 

edilmiştir. İnkübasyondan sonra reaksiyon karışımı santrifüj edilmiş ve süpernatanttaki 

metal miktarı ICP-MS ile tayin edilmiştir. Ayrıca desorbe edilmiş bakteri kütlesini içeren 

pelet, saf su ile yıkanarak 60 °C’de 24 saat boyunca kurutulmuştur. Elde edilen 

biyokütlenin, metal giderim verimliliğini değerlendirmek için adsorpsiyon-desorpsiyon 

döngüsü 5 defa tekrarlanmıştır. Aşağıdaki formül kullanılarak desorpsiyon oranı 

hesaplanmıştır (Kahraman, 2012).  

Desorpsiyon oranı = A / B * 100                                       (12) 

A: Desorbe olan metal miktarı 

B: Biyosorbent üzerinde tutulan metal miktarı                                             

2.10. Taramalı Elektron Mikroskop (SEM) ve Taramalı Geçirimli Elektron 

Mikroskobu (STEM) Analizleri 

OD 600: 0,5 yoğunluğa ulaşan E. coli Jm109, MT2A ve MT3 hücreleri, metal içermeyen 

ve metal içeren 50 mL LB sıvı besiyerine %1 oranda ekilerek 120 rpm, 37 °C’de 24 saat 
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inkübe edilmiştir. İnkübasyondan sonra, besiyerlerinden alınan örnekler 4500 rpm’de 10 

dakika santrifüj edilmiştir. Santrifüj sonrasında üst faz atılarak elde edilen pellet, fosfat 

tamponu ile (PBS) ile üç kez yıkanmıştır. Daha sonra pellet, 4 °C’de 4 saat boyunca %2,5 

Glutaraldehit ile fikse edilmiştir. Bu süre sonunda santrifüj yapılmıştır. Dibe çöken pellet 

tekrar PBS ile iki kere yıkandıktan sonra, osmium tetraoksit ile 2 saat boyunca fikse 

edilmiştir. Fiksasyondan sonra pellet santrifüj edilmiştir ve pellet artan alkol 

konsantrasyonlarında %15, 30, 60, 90 ve100 (v/v) dehidre edilmiştir (Kumari vd., 2016; 

Sharma ve Shukla, 2021). Sabitlenen hücreler lam üzerine periferik yayılarak 2-3 dakika 

oda sıcaklığında bekletildikten sonra, altın paladyum kaplama cihazı ile kaplanmıştır. 

Bakterilerin, Cr ve Pb’ye maruz kalması sonucunda hücre üzerindeki etkilerini ve hücre 

etkileşimleri Adıyaman Üniversitesi Merkezi Araştırma Laboratuvarı bünyesinde 

bulunan ZEISS & EVO marka LS 10 taramalı elektron mikroskobu ile görüntülenmiştir. 

Ayrıca çalışmada, enerji dağıtımlı X-ışını analizörü (Enerji dağılımlı X-ışını 

spektroskopisi, EDS) ile hücrelerin görüntüsü çekilerek o bölgelerdeki elementlerin 

dağılımları belirlenmiştir. STEM analizinde ise numuneler, SEM analizinde uygulanan 

prosedüre göre hazırlanmıştır. STEM görüntüleri sadece toplam Cr gideriminde ve 

Cr(VI) indirgenmesinde en etkili tür olan MT2A’nın kontrolü ve Cr uygulanan örnekleri 

için çekilmiştir. Pb gideriminde en yüksek kapasitede giderim yapan türün MT3 olması 

nedeniyle; bu türün kontrolü ve Pb uygulanan örneklerinin STEM görüntüleri alınmıştır. 

Numunelerin STEM görüntüleri, LEO 440 Computer Controlled Digital marka taramalı 

elektron mikroskobu ile Erciyes Üniversitesi Teknoloji Araştırma ve Uygulama 

Merkezinden hizmet alımı yapılarak çekilmiştir. 

2.11. Dönüşümlü Kızılötesi Spektrometre (FTIR) analizi  

Bakteriler; proteinler, lipitler ve polisakkaritler gibi bileşenlerden oluşur ve ağır metallere 

maruz kaldıklarında, metalleri bağlamak için bağlanma bölgelerini geliştirirler (Anusha 

vd., 2020; Sharma ve Shukla, 2021). FTIR spektroskopisi, bakteri hücre duvarının 

kimyasal ve moleküler yapısındaki değişiklikleri gösteren bir analiz yöntemidir 

(Chatterjee vd., 2011). SEM ve STEM analizlerinde olduğu gibi Cr için MT2A ve Pb için 

MT3 türlerinin FTIR spektrum analizi yapılmıştır. Kontrol örneklerinde hücreler, LB sıvı 

besiyeri içeren 100 mL’lik erlenlere % 1 oranında inoküle edilmiştir. 25 mg/L Cr içeren 

LB sıvı besiyerine MT2A hücresi ekilerek hazırlanmıştır. Pb uygulanan örnek için ise, 

100 mg/L Pb içeren LB sıvı besiyerine MT3 suşu inoküle edilmiştir. Kontrol ve metal 
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uygulanan örneklerin hepsi 150 rpm’de çalkalanarak 37 °C’de 24 saat inkübe edilmiştir. 

İnkübasyondan sonra örnekler, 5000 rpm’de 20 dakika santrifüj edilmiştir. Dibe çöken 

pelletler, PBS tamponu (0,1 M, pH: 7,2) ile iki kez yıkandıktan sonra liyofilize edilmiştir 

(Karthik vd., 2017). FTIR analizleri Erciyes Üniversitesi Teknoloji Araştırma ve 

Uygulama Merkezi bünyesinde bulunan FT-IR spektrometresinde (Perkin Elmer, 400 FT-

IR/FT-FIR spektrofotometre spotlight 400) 400 cm-1 ile 4000 cm-1 dalga boyları arasında 

analiz edilmiştir. 

2.12. Verilerin İstatistiksel Analizi 

Deneysel sonuçların istatistiksel analizi SPSS 22 kullanılarak yapılmıştır. Gruplar 

arasındaki farklar, tek yönlü bir varyans analizi (ANOVA) ile test edilmiştir. Suşlar 

arasındaki farklılıkların önemi Student t testi ile belirlenmiştir. p ≤ 0.05’teki farklılıklar 

istatistiksel olarak anlamlı kabul edilmiştir.  
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3.  BÖLÜM 

BULGULAR 

 

Çalışmada toplam Cr, Cr(VI) ve Pb’nin sulu çözeltilerden ve krom kaplama tesisi 

atıksuyundan yabanıl E. coli Jm109 ve rekombinant MT2A ve MT3 suşları kullanılarak 

biyogiderimleri araştırılmıştır. Alt başlıklarda yapılan çalışmaların sonuçları detaylı 

olarak verilmiştir. 

3.1. Hücrelerin Büyümesine Cr ve Pb’nin Etkisi 

3.1.1. Hücrelerin Büyümesine Cr’nin Etkisi 

Cr’nin hücrelerin büyümesi üzerindeki etkilerini tespit etmek için farklı Cr 

konsantrasyonları (0-25-50-75-100-200-400 mg/L) hücrelere 24 saat boyunca 

uygulanmıştır. Erlenlerden belirli aralıklarda örnekler alınarak 600 nm dalga boyunda 

hücre yoğunlukları ölçülmüştür. Cr uygulanan tüm hücrelerin kontrol gruplarına (Cr 

uygulanmayan) kıyasla, hücre yoğunluklarında azalmalar olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 

3.1- 3.3). E. coli Jm109, MT2A ve MT3 türlerinde 24. saate kadar büyümenin devam 

ettiği, 36. saatten sonra büyüme oranlarının azaldığı ve hücrelerin doyuma ulaştığı tespit 

edilmiştir. Artan Cr konsantrasyonları ile birlikte hücreler üzerindeki toksik etkinin arttığı 

ve buna bağlı olarak hücrelerin büyümesinde azalmalar olduğu görülmüştür. Cr’ye maruz 

bırakılan türler arasında hücre büyümesi büyükten küçüğe doğru şu şekilde sıralanabilir: 

MT2A, MT3, E. coli Jm109. Sonuç olarak, Cr’ye karşı en yüksek toleranslı suş MT2A 

iken, en hassas suş E. coli Jm109 olarak belirlenmiştir. Hücre büyümesindeki azalma 

miktarları, hücrelerin Cr MİK değerlerinin tespit edilmesinde dikkate alınmıştır. 
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Şekil 3.1. Farklı konsantrasyonlarda Cr uygulanan E. coli Jm109’un büyüme eğrisi 

 

Şekil 3.2. Farklı konsantrasyonlarda Cr uygulanan MT2A’nın büyüme eğrisi 
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Şekil 3.3. Farklı konsantrasyonlarda Cr uygulanan MT3’ün büyüme eğrisi 

3.1.2. Hücrelerin Büyümesine Pb’nin Etkisi 

Pb’nin hücrelerin büyümesi üzerindeki etkilerini tespit etmek için farklı Pb 

konsantrasyonları (0-50-100-200-400-800 mg/L) hücrelere 24 saat boyunca 

uygulanmıştır. Belirli zaman aralıklarında erlenlerden örnekler alınarak 600 nm dalga 

boyundaki hücre yoğunlukları ölçülmüştür. Pb uygulanan tüm hücrelerin, kontrol 

gruplarına (Pb uygulanmayan) göre hücre yoğunluklarında azalmalar olduğu tespit 

edilmiştir (Şekil 3.4-3.6). Tüm bakteri türlerinde 24. saate kadar hücre yoğunluklarında 

artış olduğu E. coli Jm109’un 24. saatten itibaren neredeyse hiç büyümenin olmadığı, 

durağan faza girdiği gözlemlenmiştir. MT2A ve MT3 kontrol gruplarında maksimum 

hücre sayısına, 36. saatte ulaşılmıştır. Artan Pb konsantrasyonlarında tüm hücrelerin 

büyüme oranlarının azaldığı saptanmıştır. Özellikle 24 saat sonunda tüm hücrelerde 

büyüme oranında önemli bir artış olmadığı belirlenmiştir. Sonuç olarak Pb’nin, hücreleri 

strese sokarak büyümenin durağan faza ulaşmasını geciktirerek hücre büyümesini 

yavaşlattığı gözlemlenmiştir. Pb’ye karşı en hassas olan tür E. coli Jm109 iken, en 

dayanıklı olan tür MT3 olarak belirlenmiştir. Büyüme oranlarındaki azalma miktarı 

hücrelerin Pb MİK değerlerinin tespit edilmesinde dikkate alınmıştır. 
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Şekil 3.4. Farklı konsantrasyonlarda Pb uygulanan E. coli Jm109’un büyüme eğrisi 

 

Şekil 3.5. Farklı konsantrasyonlarda Pb uygulanan MT2A’nın büyüme eğrisi 
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Şekil 3.6. Farklı konsantrasyonlarda Pb uygulanan MT3’ün büyüme eğrisi 

3.1.3. Bakterilerin Cr ve Pb MİK Değerlerinin Belirlenmesi 

E. coli Jm109, MT2A ve MT3 suşlarına, farklı konsantrasyonlarda (0-20-30-50-75-100-

120-140-150-160-180-200 mg/L) Cr içeren LB sıvı besiyeri 24 saat boyunca uygulanarak 

MİK değerleri saptanmıştır. Ayrıca hücrelere, farklı Pb konsantrasyonlarını (0-50-100-

200-400-600-800-1000-1250-1500-1750-2000 mg/L) içeren LB sıvı besiyeri 24 saat 

boyunca uygulanmıştır. MİK değerleri, metal uygulaması sonrasında hücre 

yoğunluğundaki değişim ve metal uygulaması sonrasında canlı hücrelerin varlığında renk 

değişimine dayanan TTC analizi sonuçlarına göre belirlenmiştir. TTC analizi sonunda 

canlı hücre bulunan mikroplaka kuyucuklarında renk kırmızıya dönerken, canlı hücrelerin 

olmadığı kuyucuklarda renk değişimi görülmemiştir. Rengin kaybolduğu ilk 

konsantrasyon MİK olarak belirlenmiştir. TTC analizi sonunda hücrelerin mikroplaka 

görüntüleri Şekil 3.7– 3.12’de gösterilmiştir. Yapılan deneyler sonunda, hücrelerin Cr 

MİK değerleri 50 mg/L ve üzerinde bulunurken, Pb MİK’leri 1000 mg/L ve üzerinde 

bulunmuştur. Tablo 3. 1’de hücrelerin MİK değerleri verilmiştir. 

Tablo 3.1. Bakterilerin Cr ve Pb MİK değerleri 
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Şekil 3.7. Cr uygulanan E. coli Jm109 suşunun mikroplaka görüntüsü 

 

Şekil 3.8. Cr uygulanan MT2A suşunun mikroplaka görüntüsü 
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K2Cr2O7 
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Şekil 3.9. Cr uygulanan MT3 suşunun mikroplaka görüntüsü 

 

Şekil 3.10. Pb uygulanan E. coli Jm109 suşunun mikroplaka görüntüsü 

75 mg/L 

K2Cr2O7 

1000 mg/L 

Pb(NO3)2 



81 

 

 

Şekil 3.11. Pb uygulanan MT2A suşunun mikroplaka görüntüsü 

 

Şekil 3.12. Pb uygulanan MT3 suşunun mikroplaka görüntüsü 
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3.2. Biyogiderim Sonuçları 

3.2.1. Hücrelerin Cr Biyogiderim ve Cr(VI) İndirgeme Oranları 

Hücrelerin, sulu çözeltilerden toplam Cr giderim oranları Şekil 3.13’te gösterilmiştir. 

0,05-0,1-0,3-0,5-10-25-50 mg/L konsantrasyonlarında Cr içeren LB sıvı besiyerinden E. 

coli Jm109’un toplam Cr giderim oranları sırasıyla %90, %90, %85, %80, %70, %68 ve 

%35’tir. Bu oranlar MT2A türü için; %97, %95, %94, %92, %90, %89 ve %75 iken, MT3 

için %95, %91, %89, %83, %80, %76 ve %62 olarak bulunmuştur (Şekil 3. 13). 

Şekil 3.13. Hücrelerin sulu çözeltilerden Cr giderim oranları 

MT2A’nın 0,5 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L ve 50 mg/L konsantrasyonları için toplam Cr 

giderimleri oranları E. coli Jm109 suşu ile kıyaslandığında yaklaşık olarak 1,2; 1,3; 1,3 

ve 2,2 kat daha fazla bulunmuştur. Bu Cr konsantrasyonları için MT3’ün E. coli Jm109 

suşuna kıyasla 1; 1,2; 1 ve 1,7 kat daha fazla olduğu bulunmuştur. Numunelerdeki Cr(VI) 

miktarını tespit etmek amacıyla, numunelere difenilkarbazit metoduyla tayin edilmiştir 

(Başlık 2.6’da anlatılan metot kullanılmıştır). Difenilkarbazit metodu uygulanan 

örneklerde, Cr(VI) varlığında menekşe moru renk oluşmaktadır. Numunelere bu analiz 

uygulandıktan sonra renk değişimi incelenmiştir (Şekil 3.14). Şekilde görüldüğü üzere 

özellikle düşük Cr(VI) konsantrasyonlarında, ortamda Cr(VI) varlığının göstergesi olan 

menekşe moru rengin oluşmadığı görülmüştür. Ancak daha yüksek Cr(VI) 

konsantrasyonundaki örneklerde çok açık pembe rengin oluştuğu tespit edilmiştir. 
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Şekil 3.14. Numunelere difenilkarbazit çözeltisi eklendikten sonraki renk oluşumu 

Şekil 3.15’te hücrelerin Cr(VI) indirgeme oranları verilmiştir. Hücrelerin Cr(VI) 

indirgeme oranları ile Cr giderim oranlarının birbirine yakın olduğu tespit edilmiştir. 

Artan konsantrasyonlarında Cr(VI) (0,05-0,1-0,3-0,5-10-25-50 mg/L) içeren LB sıvı 

besiyerinden E. coli Jm109’un Cr(VI) indirgeme oranları sırasıyla %98, %97, %92, %88, 

%60, %50 ve %23’dür. Bu oranlar MT2A türü için %99, %99, %99, %99, %82, %76 ve 

%69 iken, MT3 için %99, %99, %99, %98, %73, %62 ve %45’dir (Şekil 3.15).  

 

Şekil 3.15. Hücrelerin Sulu Çözeltilerden Cr(VI) İndirgeme Oranları 

0,5 mg/L, 10 mg/L, 25 mg/L ve 50 mg/L Cr(VI) konsantrasyonları için MT2A’nın E. coli 

Jm109’a kıyasla, Cr(VI) indirgeme oranları 1,1; 1,4; 1,5 ve 3 kat daha yüksek iken, MT3 
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türünün 1,1; 1,2; 1,2 ve 1,9 kat daha yüksek olduğu bulunmuştur. Düşük Cr(VI) 

konsantrasyonlarında (0,05-0,1-0,5 mg/L) tüm türlerin, Cr(VI) indirgeme oranlarının 

birbirine çok yakın olduğu tespit edilmiştir. MT2A ve MT3 suşlarının 0,05-0,1-0,5 mg/L 

Cr(VI) konsantrasyonlarının neredeyse %100’ünü Cr(III)’e indirgediği gözlemlenmiştir. 

Ayrıca, MT2A ve MT3 rekombinantlarının, E. coli Jm109’a göre tüm Cr(VI) 

konsantrasyonları için Cr(VI) indirgeme oranları daha yüksek bulunmuştur. Cr 

konsantrasyonuna bağlı olarak tüm hücrelerde, toplam Cr giderim ve Cr(VI) indirgeme 

oranlarında azalmalar olduğu gözlemlenmiştir. Sonuçlardan anlaşıldığı üzere, hem 

toplam Cr gideriminde hem de Cr(VI) indirgenmesinde MT2A’nın diğer türlere kıyasla 

daha etkili olduğu saptanmıştır. Özellikle 10 mg/L Cr konsantrasyonundan itibaren, 

toplam Cr giderimi ve Cr(VI)’nın indirgenmesinde belirgin bir şekilde rekombinant 

MT2A ve MT3 suşlarının E. coli Jm109’a kıyasla daha yüksek kapasiteye sahip olduğu 

belirlenmiştir (Şekil 3.13-3.15). Ancak, Cr konsantrasyonunun artışına bağlı olarak 

hücrelerin toplam Cr giderim ve Cr(VI) indirgeme oranlarında azalmalar olduğu 

görülmüştür. Bu durum, artan Cr konsantrasyonları ile birlikte Cr’nin hücreler üzerinde 

toksik etkisinin artmasından kaynaklanmaktadır.  

3.2.2. Hücrelerin Krom Kaplama Atıksuyundan Cr Biyogiderim Oranları 

Hücrelerin krom kaplama tesisi atıksuyundan Cr giderim oranları Şekil 3.16’da 

verilmiştir. 

 

Şekil 3.16. Hücrelerin krom kaplama tesisi atıksuyundan Cr giderim oranları 
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Hücrelerin krom kaplama tesisi atıksuyundan Cr giderim oranları ile sulu çözeltilerden 

Cr giderim ve indirgenme oranlarının birbirine benzediği tespit edilmiştir. Krom kaplama 

tesisi atıksuyunu giderim oranları MT2A, MT3 ve E. coli Jm109 suşları için sırasıyla 

%65, %55 ve %45 olarak bulunmuştur.  

3.2.3. Pb Biyogiderim Oranları 

Hücrelerin, sulu çözeltilerden Pb giderim oranları Şekil 3.17’de gösterilmiştir. 0,01-0,5-

1-5-50-100 mg/L konsantrasyonlarında Pb içeren LB sıvı besiyerinden E. coli Jm109’un 

Pb giderim oranlarının sırasıyla %42, %37, %28, %22, %15 ve %8 olduğu tespit 

edilmiştir. Bu oranlar MT2A türü için %75, %68, %62, %55, %42 ve %35 iken, MT3 

için %89, %80, %76, %69, %54 ve %48 olarak bulunmuştur (Şekil 3.17). Hücrelerin, 

Pb’nin düşük konsantrasonlarında (0,01-0,5-1 mg/L) giderim oranlarının yüksek Pb 

konsantrasyonlarına göre daha yüksek olduğu gözlemlenmiştir. Pb’nin yüksek 

konsantrasyonlarında hücreler üzerindeki toksik etkisinin artması nedeniyle giderim 

oranlarının her üç bakteri türü için de azaldığı tespit edilmiştir. Sulu çözeltilerden Pb 

giderim oranı en yüksek olan suş MT3 olarak belirlenmiştir. Pb’nin tüm 

konsantrasyonları için giderim oranları büyükten küçüğe doğru şu şekilde sıralanabilir: 

MT3, MT2A, E. coli Jm109.  

 

Şekil 3.17. Hücrelerin sulu çözeltilerden Pb giderim oranları 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

0,01 0,5 1 5 50 100

B
iy

o
b

ir
ik

im
 o

ra
n

ı 
(%

)

Pb Konsantrasyonları (mg/L)
E. coli Jm109 MT2A MT3



86 

 

Hücrelerin en yüksek Pb konsantrasyonundaki (100 mg/L) Pb giderim oranları; MT3 > 

MT2A > E. coli Jm109 olarak sıralanabilir.  

3.2.4. Hücrelerin Krom Kaplama Atıksuyundan Pb Biyogiderim Oranları 

Hücrelerin, sulu çözeltilerden Pb giderim oranlarına benzer sonuçlar krom kaplama tesisi 

atıksuyundan Pb giderimi için de tespit edilmiştir. Şekil 3.18’de hücrelerin krom kaplama 

tesisi atıksuyundan Pb giderim oranları verilmiştir.  

 

Şekil 3.18. Hücrelerin krom kaplama tesisi atıksuyundan Pb giderim oranları 

Hücrelerin krom kaplama tesisi atıksuyundan Pb giderim oranları MT3 türünde %70, 

MT2A türünde %50 ve E. coli Jm109’da %25 bulunmuştur. 

3.3. Biyosorpsiyon Sonuçları 

MT2A biyosorbentinin Cr biyosorpsiyon kapasitesi üzerine pH, sıcaklık, temas süresi, 

biyosorbent konsantrasyonu ve Cr konsantrasyonları gibi değişkenlerin etkisi 

araştırılmıştır. Deneyler 3 paralelli olarak yapılmıştır. Bu deneyler, literatür araştırmaları 

dikkate alınarak 100 ml hacimde, 100 mg/L Cr konsantrasyonunda ve 0,1 g biyosorbent 

kullanılarak gerçekleştirilmiştir.  
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3.3.1. Cr Biyosorpsiyon Verimine pH’nın Etkisi 

Cr biyosorpsiyonu üzerine pH’nın etkisini incelemek için farklı pH değerleri (1, 2, 3, 4, 

5, 6, 7) derişik H2SO4 ve NaOH çözeltileri kullanılarak ayarlanmıştır. Deney 100 ml 

hacimde, 100 mg/L Cr başlangıç konsantrasyonunda, 25 °C’de ve 0,1 g biyosorbent 

kullanılarak 1 saat boyunca, 120 rpm karıştırma hızında gerçekleştirilmiştir. Cr’nin 

MT2A tarafından giderim verimine pH’nın etkisi Şekil 3.19’da verilmiştir. 

 

 
Şekil 3.19. MT2A biyosorbentinin pH’ya bağlı Cr biyosorpsiyonu 

Şekil 3.19 incelendiğinde en yüksek Cr biyosorpsiyon kapasitesinin pH 2’de %80 

oranında olduğu görülmüştür. Ancak artan pH ile bu oran yaklaşık olarak 8 kat azalmıştır. 

Özellikle pH 3’ten itibaren biyosorpsiyon oranlarının azalmaya başladığı, pH 5’ten 

itibaren ise biyosorpsiyonun sabit kaldığı gözlemlenmiştir. Metal iyonları ve fenolik 

hidroksil fonksiyonel grupları arasındaki koordinasyon bağları ve biyokütle yüzeyindeki 

diğer iyon değişebilen kısımlar hafif asidik çözeltide (pH 3-5) oldukça zayıf olduğundan, 

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

3.3.2. Cr Biyosorpsiyon Verimine Sıcaklığın Etkisi 

Cr biyosorpsiyonu üzerine sıcaklığın etkisini incelemek için deney farklı sıcaklıklar (20, 

25, 30, 35, 40 °C) altında, 100 ml hacimde, 100 mg/L Cr başlangıç konsantrasyonunda, 

pH 2’de ve 0,1 g biyosorbent kullanılarak 1 saat boyunca, 120 rpm karıştırma hızında 

gerçekleştirilmiştir. Cr’nin MT2A tarafından giderim verimine sıcaklığın etkisinin 

sonuçları Şekil 3.20’de verilmiştir. 
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Şekil 3.20. MT2A biyosorbentinin sıcaklığa bağlı Cr biyosorpsiyonu 

Şekil 3.20 incelendiğinde, biyosorpsiyon verimliliğinin 25 °C’de maksimum olduğu 

sıcaklık artışı ile birlikte azaldığı görülmüştür. Sıcaklığın 20 °C’den 25 °C’ye 

çıkarılmasıyla, biyosorpsiyon veriminin arttığı tespit edilmiştir. Cr biyosorpsiyon oranları 

20 °C, 25 °C, 30 °C, 35 °C ve 40 °C için sırasıyla, %65, %77, %67, %53 ve %51 

bulunmuştur. 25 °C’de Cr biyosorpsiyonu en yüksek seviyeye ulaşmıştır ve sıcaklık artışı 

ile birlikte giderim oranı giderek azalmıştır.  

3.3.3. Cr Biyosorpsiyon Verimine Temas Süresinin Etkisi 

Cr biyosorpsiyonu üzerine temas süresinin etkisini incelemek için deney farklı temas 

sürelerinde (20, 40, 60, 80, 100, 120 dakika), 100 ml hacimde, 100 mg/L Cr başlangıç 

konsantrasyonunda, pH 2’de, 25 °C’de ve 0,1 g biyosorbent kullanılarak 120 rpm 

karıştırma hızında gerçekleştirilmiştir. MT2A’nın Cr biyosorpsiyon verimine temas 

süresinin etkisinin sonuçları Şekil 3.21’ de verilmiştir. 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

15 20 25 30 35 40

B
iy

o
so

r
p

si
y
o

n
 (

%
)

Sıcaklık (°C)



89 

 

 

Şekil 3.21. MT2A biyosorbentinin zamana bağlı Cr biyosorpsiyonu 

Cr biyosorpsiyonunun 40. dakikaya kadar lineer olarak arttığı gözlemlenmiştir (Şekil 

3.21). 60. dakikada maksimum biyosorpsiyon kapasitesine ulaşıldığı tespit edilmiştir. 

Zamanla MT2A’nın hücre yüzeyindeki fonksiyonel grupların Cr’yi bağlayarak doyuma 

ulaştığı ve 60. dakikadan sonra sabitlenerek dengeye ulaştığı gözlemlenmiştir (Şekil 

3.21). Daha uzun temas sürelerinde (80-100-120 dakika), Cr biyosorpsiyonun da kayda 

değer değişiklikler olmamıştır. Bu nedenle Cr biyosorpsiyonun da optimum temas süresi 

60 dakika (%70) olarak belirlenmiştir. 

3.3.4. Cr Biyosorpsiyon Verimine Biyosorbent Konsantrasyonunun Etkisi 

Cr biyosorpsiyonu üzerine biyosorbent konsantrasyonunun etkisini incelemek için deney 

farklı biyosorbent konsantrasyonlarında (0,05, 0,1, 0,15, 0,2 g), 100 ml hacimde, 100 

mg/L Cr başlangıç konsantrasyonunda, pH 2’de, 25 °C’de ve 120 rpm karıştırma hızında 

gerçekleştirilmiştir. Biyosorbent konsantrasyonunun Cr biyosorpsiyonu üzerindeki etkisi 

Şekil 3.22’de verilmiştir. 
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Şekil 3.22. MT2A biyosorbent konsantrasyonuna bağlı Cr biyosorpsiyonu 

Cr biyosorpsiyon verimi, biyosorbent konsantrasyonunun 0,05 g’dan 0,1 g’a 

çıkarıldığında %42’den %68’e artmıştır. Biyosorbent konsantrasyonundaki bu artış, 

biyosorbentin yüzey alanını ve aktif bölgelerinin sayısını artırarak Cr’nin 

biyosorpsiyonunun artmasına neden olmuştur. Ancak 0,1 g’dan daha yüksek biyosorbent 

konsantrasyonlarında biyosorpsiyonun neredeyse hiç değişmediği görülmüştür (Şekil 

3.22). Bu durum adsorpsiyonun denge eğiliminde olduğunu göstermektedir. Bu nedenle, 

optimum MT2A biyosorbent konsantrasyonu 0,1 g olarak belirlenmiştir.  

3.3.5. Cr Biyosorpsiyon Verimine Başlangıç Cr Konsantrasyonunun Etkisi 

Cr biyosorpsiyonu üzerine başlangıç Cr konsantrasyonunun etkisini incelemek için 

deney, belirlenen 6 farklı Cr konsantrasyonunda (50, 100, 150, 200, 225, 250 mg/L), 0,1 

g biyosorbent kullanılarak, pH 2’de, 25 °C’de ve 1 saat boyunca 120 rpm karıştırma 

hızında gerçekleştirilmiştir. Başlangıç Cr konsantrasyonunun, Cr biyosorpsiyonu ve 

adsorpsiyonu üzerindeki etkisi Şekil 3.23’te gösterilmiştir. 
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Şekil 3.23. MT2A biyosorbentinin Cr konsantrasyonuna bağlı Cr biyosorpsiyonu 

Şekil 3.23 incelendiğinde, başlangıç Cr konsantrasyonlarının artmasıyla birlikte Cr 

biyosorpsiyon oranının kademeli olarak azaldığı ancak adsorpsiyon kapasitesinin arttığı 

tespit edilmiştir. MT2A biyokütlesinin 50, 100, 150, 200 ve 250 mg/L Cr için 

biyosorpsiyon oranları sırasıyla; %92, %85, %%81, %62, %56 ve %50 bulunmuştur. 

Başlangıç Cr konsantrasyonunun artmasıyla birlikte Cr biyosorpsiyon oranının azaldığı 

tespit edilmiştir. Adsorpsiyon kapasitesinin ise 50, 100, 150, 200 ve 250 mg/L Cr için 

sırasıyla; , 46±1 mg Cr/g biyokütle, 84,6±3 mg Cr/g biyokütle, 121,5±3 mg Cr/g 

biyokütle,  124±2 mg Cr/g biyokütle, 124,9±2 mg Cr/g biyokütle ve 125,1±3 mg Cr/g 

biyokütle olarak bulunmuştur (Şekil 3.23).  

3.4. Pb Biyosorpsiyonu 

MT3 biyosorbentinin Pb biyosorpsiyon kapasitesi üzerine pH, sıcaklık, temas süresi, 

biyosorbent konsantrasyonu ve Pb konsantrasyonları gibi değişkenlerin etkisi 

araştırılmıştır. Deneyler 3 paralelli olarak yapılmıştır. Bu deneylerde literatür 

araştırmaları dikkate alınarak 100 ml hacimde, 100 mg/L Pb konsantrasyonunda ve 0,2 g 

biyosorbent kullanılarak gerçekleştirilmiştir. 

3.4.1. Pb Biyosorpsiyon Verimine pH’nın Etkisi 

MT3 tarafından farklı pH koşulları (4, 5, 6, 7) derişik H2SO4 ve NaOH çözeltileri 

kullanılarak ayarlanmıştır. Deney 100 ml hacimde, 0,2 g biyosorbent konsantrasyonunda, 
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30 °C’de ve 120 dakika boyunca 120 rpm karıştırma hızında gerçekleştirilmiştir. pH’nın 

Pb biyosorpsiyonu üzerindeki etkisi Şekil 3.24’te verilmiştir. 

 
Şekil 3.24. MT3 biyosorbent pH’ya bağlı Pb biyosorpsiyonu 

Katyonik Pb iyonlarının negatif yüklü hücre yüzeyi fonksiyonel gruplarına bağlanma 

afinitesi, çözelti pH’sına güçlü bir şekilde bağlıdır (Mohapatra ve Panda, 2017). 

Çalışmada pH seviyesi 4’ten 5’e çıkarıldığında Pb biyosorpsiyon oranının %47’ten 

%83’e çıktığı gözlemlenmiştir. Ayrıca çözelti pH’sının alkali aralığa çıkarılmasıyla, Pb 

biyosorpsiyonunun azaldığı gözlemlenmiştir (Şekil 3.24). Pb biyosorpsiyonu, çeşitli pH 

aralıklarında sırasıyla %47 (pH 4), %52 (pH 8), %65 (pH 7), %74 (pH 6), %83 (pH 5) 

olarak bulunmuştur. MT3 suşunun en düşük Pb biyosorpsiyon verimliliği, pH 4’te iken 

maksimum Pb biyosorpsiyonu pH 5’te tespit edilmiştir.  

3.4.2. Pb Biyosorpsiyon Verimine Sıcaklığın Etkisi 

Pb biyosorpsiyonu üzerine sıcaklığın etkisini incelemek için deney farklı sıcaklıklar (25, 

30, 35, 40 °C) altında, 100 ml hacimde, 100 mg/L Pb konsantrasyonunda, pH 5’te ve 0,2 

g biyosorbent kullanılarak 120 dakika boyunca 120 rpm karıştırma hızında 

gerçekleştirilmiştir. Pb’nin MT3 tarafından giderim verimine sıcaklığın etkisi Şekil 

3.25’te verilmiştir. 
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Şekil 3.25. MT3 biyosorbent sıcaklığa bağlı Pb biyosorpsiyonu 

Çalışmada en yüksek Pb biyosorpsiyonunun, 30 °C’de %79 oranında olduğu tespit 

edilmiştir. Sıcaklık arttıkça (35 ve 40 °C) Pb biyosorpsiyonunun azaldığı 

gözlemlenmiştir. Tüm sıcaklıklarda Pb biyosorpsiyonu sırasıyla %51 (40 °C), %55 (25 

°C), %64 (35 °C), %79 (30 °C) bulunmuştur (Şekil 3.25). Sonuç olarak, MT3’ün 30 

°C’den düşük ve yüksek sıcaklıklarda adsorpsiyon kapasitesinin azaldığı tespit edilmiştir. 

3.4.3. Pb Biyosorpsiyon Verimine Temas Süresinin Etkisi 

Pb biyosorpsiyonu üzerine temas süresinin etkisini incelemek için deney 100 ml hacimde, 

100 mg/L Pb konsantrasyonunda, pH 5’te, 0,2 g biyosorbent ve 120 rpm karıştırma 

hızında gerçekleştirilmiştir. Çalışma ortamından belirlenen aralıklarda (0-20-60-120-

180-240 dakika) numuneler alınarak analiz edilmiştir. Pb’nin MT3 tarafından giderim 

verimine temas süresinin etkisi Şekil 3.26’da verilmiştir. 
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Şekil 3.26. MT3 biyosorbentinin temas süresine bağlı Pb biyosorpsiyonu 

Çalışmada ilk 120 dakikada Pb biyosorpsiyonunun lineer olarak arttığı, daha sonra bu 

artışın azaldığı ve sabitlendiği görülmüştür (Şekil 3.26). Pb biyosorpsiyonu farklı temas 

sürelerine göre sıralanırsa, %14 (20 dakika sonunda), %45 (60 dakika sonunda), yaklaşık 

%78 (120-180 ve 240 dakika sonunda) olarak bulunmuştur (Şekil 3.26). Pb biyosorpsiyon 

oranının 120 dakikadan sonra azaldığı, 180. ve 240. dakika sonunda değişmediği ve 

dengeye ulaştığı gözlemlenmiştir. Sonuç olarak, Pb biyosorpsiyonu için en uygun denge 

süresi 120 dakika olarak belirlenmiştir. 

3.4.4. Pb Biyosorpsiyon Verimine Biyosorbent Konsantrasyonunun Etkisi 

Pb biyosorpsiyonu üzerine biyosorbent konsantrasyonunun etkisini incelemek için deney 

100 ml hacimde, 100 mg/L Pb konsantrasyonunda, pH 5’te ve farklı biyosorbent 

konsantrasyonları (0,05-0,1-0,2-0,3 g) kullanılarak 120 dakika boyunca 120 rpm 

karıştırma hızında gerçekleştirilmiştir. Pb’nin MT3 tarafından giderim verimine 

biyosorbent konsantrasyonunun etkisi Şekil 3.27’de verilmiştir. 
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Şekil 3.27. MT3 biyosorbent konsantrasyonuna bağlı Pb biyosorpsiyonu 

Biyosorbent konsantrasyonu 0,05 ila 0,2 g arasında değiştiğinde, biyosorpsiyon oranının 

%19’dan %78’e kadar kademeli olarak arttığı tespit edilmiştir (Şekil 3.27). Başlangıçta, 

bağlanmamış yüzey ligandlarının daha fazla olması nedeniyle, biyosorbent 

konsantrasyonundaki bir artışla adsorpsiyon oranı (0,2 g biyosorbent eklendiğinde %78’e 

kadar) önemli ölçüde artmıştır (Ren vd., 2015). 0,2 g biyosorbent konsantrasyonundan 

sonra biyosorpsiyon hızının nerdeyse hiç değişmediği, sabit kaldığı görülmüştür. 0,3 g 

biyosorbent uygulandığında Pb biyosorpsiyonun %73 düştüğü tespit edilmiştir. Bu 

nedenle optimum biyosorbent konsantrasyonu 0,2 g olarak belirlenmiştir. 

3.4.5. Pb Biyosorpsiyon Verimine Başlangıç Pb Konsantrasyonunun Etkisi 

Bu çalışmada, Pb konsantrasyonunun Pb biyosorpsiyonu ve adsorpsiyonu üzerindeki 

etkisini araştırmak için farklı başlangıç konsantrasyonları (50-200 mg/L) uygulanarak 

biyosorpsiyon deneyleri yapılmıştır. Deney şartları: pH 5, sıcaklık 30 °C, 0,2 g 

biyosorbent eklenerek ve 120 dakika olarak ayarlanmıştır. Şekil 3.28’de MT3 

biyosorbentinin Pb konsantrasyonuna bağlı olarak Pb biyosorpsiyonundaki ve Pb 

adsorpsiyonundaki değişim verilmiştir. 
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Şekil 3.28. MT3 biyosorbentinin Pb konsantrasyonuna bağlı Pb biyosorpsiyonu 

Düşük metal konsantrasyonlarında, metal konsantrasyonunun biyokütlenin yüzey alanına 

oranının düşük olması nedeniyle, artan metal konsantrasyonları doğrusal olarak 

adsorpsiyon kapasitesini arttırmaktadır. Bu artış metal konsantrasyonundan bağımsızdır. 

Ancak yüksek metal konsantrasyonları uygulandığında, biyokütlede bulunan metal 

bağlama bölgelerinin sayısı, metal konsantrasyonuna göre azalır. Bu nedenle, yüksek 

konsantrasyonlardaki metallerin adsorpsiyon kapasitesi metal konsantrasyonuna bağlıdır 

(Tunalı vd., 2006). Şekil 3.28 incelendiğinde; Pb’nin başlangıç konsantrasyonu arttıkça, 

Pb biyosorpsiyonunun azaldığı görülmüştür. Biyosorpsiyon oranları 50, 100, 150 ve 200 

mg/L Pb için sırasıyla, %90, %85, %61 ve %48 olarak bulunmuştur. Pb adsorpsiyon 

kapasitesinin ise düşük Pb konsantrasyonlarında lineer olarak arttığı, belli bir limit 

değerden sonra dengeye ulaştığı gözlemlenmiştir. Ancak MT3 biyosorbentinin metal 

bağlayıcı aktif bölgelerinin Pb’ye doygun hale gelmesi sonucunda (yaklaşık 100 mg/L 

Pb’de) dengeye ulaştığı tespit edilmiştir. Pb adsorpsiyon kapasitesi 50, 100, 150 ve 200 

mg/L Pb için sırasıyla; 22,5±1 mg/g, 42,5±1 mg/g, 46±2 mg/g ve 48±2 mg/g olarak 

belirlenmiştir.  

3.5. Biyosorbentlerin Tekrar Kullanılabilirliği ve Desorpsiyon Oranları 

3.5.1. Cr Desorpsiyonu ve Biyosorbentin Tekrar Kullanılabilirliği 

Biyosorbentin yeniden kullanılabilirliğini değerlendirmek için biyosorpsiyon deneyi 5 

döngüde kullanılmıştır. Şekil 3.29’da Cr’nin biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranları 
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verilmiştir. 5 döngüden sonra, biyosorbentin biyosorpsiyon verimliliğinde bir azalma 

olduğu tespit edilmiştir. 

 

Şekil 3.29. MT2A’nın döngü sayısına göre Cr biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranları 

HCl, ağır metal ve adsorbanın bağlanma bölgeleri arasındaki etkileşim kuvvetlerini 

etkileyerek Cr’nin desorpsiyonuna yardımcı olur. Bu çalışmada, MT2A biyosorbentini 

rejenere etmek için HCl çözeltisi kullanılmıştır. Sonuçlara göre, MT2A’nın 

biyosorpsiyon kapasitesinin ilk döngüden son döngüye kadar sırasıyla %84,6’dan 

%59,2’ye azaldığı tespit edilmiştir. Biyosorbentin HCl ile rejenere edildikten sonra 

yeniden kullanımı ile birlikte biyosorpsiyon oranında azalmalar olduğu ve en fazla 5 

döngüde verimli olarak kullanılabileceği saptanmıştır. Özellikle üçüncü döngüden 

itibaren biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranlarında önemli ölçüde azalmalar olduğu 

belirlenmiştir.  

3.5.2. Pb Desorpsiyonu ve Biyosorbentinin Tekrar Kullanılabilirliği 

MT3 biyokütlesinin yeniden kullanılabilirliğini değerlendirmek için biyosorpsiyon 

deneyi 4 döngü boyunca rejenere edildikten sonra tekrar kullanılmıştır. Deney sonuçları 

Şekil 3.30’da verilmiştir.  
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Şekil 3.30. MT3’ün döngü sayısına göre Pb biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranları 

Şekil 3.30 incelendiğinde, MT3 biyosorbentinin 4 döngü boyunca Pb’yi biyosorbe 

edebildiği belirlenmiştir. MT3 biyosorbentine bağlanan Pb’nin ilk döngüde yaklaşık 

olarak %74’ünün desorbe edilebildiği bulunmuştur. Ancak döngü sayısı arttıkça hem 

biyosorpsiyon hem de desorpsiyon oranlarında azalmalar olduğu görülmüştür (Şekil 

3.30). İlk döngüdeki biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranları %80 ve %74 iken son 

döngüde %55,2 ve %42’ye düştüğü bulunmuştur. 

3.6. Hücrelerin Adsorpsiyon Eğrileri 

3.6.1. Cr Adsorpsiyon İzoterm Eğrileri 

Bu çalışmada, yaygın olarak kullanılan izoterm modellerinden Langmuir ve Freundlich 

izoterm modelleri kullanılmıştır. Adsorpsiyon izotermleri, matematiksel olarak 

biyosorbentin maksimum kapasitelerinin, yüzey özelliklerinin ve biyosobent 

katsayılarının belirlenmesi amacıyla kullanılır. Denge biyosorpsiyon izotermleri, 

biyosorpsiyon sürecinin mekanizmalarının anlaşılması için en önemli verilerden biridir. 

Bu nedenle MT2A biyosorbentinin, Cr’nin 50-250 mg/L aralığındaki konsantrasyonlarına 

göre çizilen Langmuir ve Freundlich izoterm eğrileri Şekil 3.31-3.32’de verilmiştir. Bu 

izoterm eğrilerine göre elde edilen veriler Tablo 3.2’de verilmiştir.  
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Şekil 3.31. MT2A’nın Cr için Langmuir izoterm eğrisi 

 

 
Şekil 3.32. MT2A’nın Cr için Freundlich izoterm eğrisi 

Tablo 3.2. MT2A’nın Cr için izoterm modelleri katsayıları 
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Tablo 3.2 incelendiğinde, Cr’nin MT2A tarafından adsorpsiyonunda kullanılan Langmuir 

ve Freundlich izoterm modellerindeki korelasyon değerleri (R2) sırasıyla; 0,99 ve 0,85 

olarak bulunmuştur. Langmuir izoterm modelindeki R2 değerinin 1’e daha yakın olması, 

Cr adsorpsiyonunun bu izoterm modeline daha uygun olduğu anlamına gelir. Cr’nin 

çizilen Freundlich izoterm grafiği yardımıyla, adsorpsiyon yoğunluğunu temsil eden n 

değeri 3,5 hesaplanmıştır. Bu değer, 1 ˂ n ˂ 10 arasında olduğu için Cr’nin 

adsorpsiyonunun bu izoterm modeline de elverişli olabileceği tespit edilmiştir (Aytan, 

2010). 

3.6.2. Pb Adsorpsiyon İzoterm Eğrileri 

MT3 biyosorbentinin farklı Pb konsantrasyonlarına (50-200 mg/L) göre çizilen Langmuir 

ve Freundlich izoterm eğrileri Şekil 3.33-3.34’te verilmiştir.  Bu izoterm eğrilerine göre 

elde edilen veriler Tablo 3.3’te verilmiştir. 

 
Şekil 3.33. MT3’ün Pb için Langmuir izoterm eğrisi 
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Şekil 3.34. MT3’ün Pb için Freundlich izoterm eğrisi 

Tablo 3.3. MT3’ün Pb için Langmuir ve Freundlich izoterm modellerinin katsayıları 

Langmuir Freundlich 

KL qm (mg/g) R2 KF 1/n n R2 

0,22 50 0,99 18,1 0,23 4,36 0,77 

 

Tablo 3.3 incelendiğinde, MT3’ün Pb biyosorpsiyonunun Langmuir ve Freundlich 

izoterm modellerindeki R2 değerlerinin sırasıyla 0,99 ve 0,77 olduğu görülmektedir. 

Langmuir izoterminin korelasyon değerinin 1’e daha yakın olması nedeniyle, Pb’nin 

MT3 ile adsorpsiyonunun Langmuir izoterm modeline daha elverişli olduğu tarafımızca 

saptanmıştır.  

3.7. Biyosorpsiyon Kinetikleri 

3.7.1. Cr Biyosorpsiyon Kinetikleri 

Farklı temas süreleri boyunca Cr adsorpsiyon prosesinin mekanizması ve hız kontrol 

adımları, adsorpsiyon kinetik modelleri ile incelenmiştir. Adsorpsiyon mekanizmasını 

incelemek için yalancı birinci dereceden ve yalancı ikinci dereceden kinetik modeller 

kullanılmıştır ve bu modellere göre çizilen grafikler Şekil 3.35-3.36’da gösterilmiştir. Bu 

kinetik eğrilere göre elde edilen veriler Tablo 3.4’te verilmiştir. 
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Şekil 3.35. Cr’nin yalancı birinci dereceden kinetik modeli 

 

 

Şekil 3.36. Cr’nin yalancı ikinci dereceden kinetik modeli 

Tablo 3.4. Yalancı birinci mertebeden ve yalancı ikinci mertebeden reaksiyon kinetik 

sabitleri 
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qe 

(mg/L) 

R2 

0,07 107 0,95 5,62 x 10-5 200 0,77 
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Cr’nin MT2A biyokütlesine adsorpsiyon kinetiğini belirlemek için yalancı birinci 

dereceden ve yalancı ikinci dereceden kinetik modelleri kullanılmıştır. Kinetik modeller 

uygulandıktan sonra elde edilen sonuçlar Tablo 3.4’te verilmiştir. Sonuçlara göre R2 

değeri yalancı birinci dereceden kinetikte 0,95 iken yalancı ikinci dereceden kinetikte 

0,77 bulunmuştur. Cr için yalancı birinci dereceden kinetik modelin, yalancı ikinci 

dereceden modele göre daha uygun olduğu tespit edilmiştir. Ayrıca deneysel Cr 

biyosorpsiyon kapasitesi (125,1 mg/g) ile yalancı birinci dereceden kinetiğe göre 

hesaplanan maksimum biyosorpsiyon kapasitesi (107 mg/g) birbirine yakın bulunmuştur. 

Bu sonuçlara göre Cr adsorpsiyonu için en açıklayıcı kinetik modelin yalancı birinci 

dereceden kinetik model olduğu tespit edilmiştir. 

3.7.2. Pb Biyosorpsiyon Kinetikleri 

Farklı temas süreleri boyunca Pb’nin adsorpsiyon prosesinin mekanizması ve hız kontrol 

adımları adsorpsiyon kinetik modelleri ile incelenmiştir. Adsorpsiyon mekanizmasını 

incelemek için yalancı birinci dereceden ve yalancı ikinci dereceden kinetik modeller için 

eğriler çizilmiştir (Şekil 3.37-3.38). Bu modellerden elde edilen sonuçlar Tablo 3.5’te 

verilmiştir. 

 

 

Şekil 3.37. Pb’nin yalancı birinci dereceden kinetik modeli 
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Şekil 3.38. Pb’nin yalancı ikinci dereceden kinetik modeli 

Tablo 3.5. Yalancı birinci mertebeden ve yalancı ikinci mertebeden reaksiyon kinetik 

sabitleri 

Co 

(mg/L) 

Deneysel 

qm (mg/g) 

Yalancı Birinci Dereceden 

Kinetik 

Yalancı İkinci Dereceden 

Kinetik 

 

100 

 

 

42,5 

k1 

(g/mg dak.) 

qe  

(mg/L) 

R2 k2 

(g/mg dak.) 

qe 

(mg/L) 

R2 

0,015 45,5 0,99 5,08 x 10-3 8,41 0,94 

 

Tablo 3.5’e göre, yalancı birinci dereceden ve yakancı ikinci dereceden kinetik 

modellerde R2 değerleri sırasıyla; 0,99 ve 0,94 bulunmuştur. Bu durumda Pb 

biyosorpsiyonu için yalancı birinci dereceden kinetik modelin, yalancı ikinci dereceden 

modele kıyasla daha uygun olduğu tespit edilmiştir. Pb biyosorpsiyon kapasitesi deneysel 

çalışmalar sonunda 42,5 mg/g bulunmuştur. Yalancı birinci dereceden kinetik modele 

göre maksimum Pb biyosorpsiyon kapasitesi değeri 45,5 mg/g olarak hesaplanmıştır. Bu 

değerlerin birbirine yakın olması ve belirlenen R2 değerinin 1’e yakın olması nedeniyle 

Pb biyosorpsiyonunun sözde birinci dereceden kinetik modele daha uygun olduğu 

belirlenmiştir. 
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3.8. Biyosorpsiyon Termodinamikleri 

3.8.1. Cr Biyosorpsiyon Termodinamiği 

Cr biyosorpsiyonunun istemli (kendiliğinden) veya istemsiz olarak gerçekleştiğini tespit 

etmek için ΔH, ΔS ve farklı sıcaklıklardaki ΔG değerleri Bölüm 1.14’te anlatıldığı gibi 

hesaplanmıştır. Sonuçlar, Şekil 3.39’da ve Tablo 3.6’da verilmiştir.  

 
Şekil 3.39. MT2A’nın Cr termodinamiği hesabı için 1/T’ye karşılık lnKc grafiği 

Tablo 3.6. Cr’nin farklı sıcaklıklardaki termodinamik Parametreleri 

 

 

 

 

Tablo 3.6 incelendiğinde, ΔG tüm sıcaklıklarda negatif bulunmuştur. ΔG’nin negatif 

değeri sorpsiyon işleminin termodinamik uygulanabilirliğini ve kendiliğinden 

gerçekleştiğini gösterir (Güneş, 2016). ΔH değeri biyosorpsiyonun fiziksel ya da 

kimyasal olduğu hakkında bilgi vermektedir. ΔH değerinin negatif olması 

biyosorpsiyonun ekzotermik olduğu ve adsorpsiyonun fiziksel olduğu anlamına gelir. ΔH 

değeri 2,1 kJ/mol ile 20,9 kJ/mol arasında ise fiziksel adsorpsiyon, eğer 0,9 kJ/mol ile 

418,4 kJ/mol arasında ise kimyasal adsorpsiyon olduğu anlamına gelir (Ang vd., 2013). 
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ΔS değerlerinin negatif olması biyokütle yüzeyine Cr’nin bağlandığını ve sistem 

düzensizliğinin azaldığını gösterir (Uysal, 2010).  

3.8.2. Pb Biyosorpsiyon Termodinamiği 

Pb biyosorpsiyonunun kendiliğinden veya istemsiz olarak gerçekleştiğini tespit etmek 

için ΔH, ΔS ve 303 K (30 °C), 308 K (35 °C) ve 313 K (40 °C) sıcaklıklarındaki ΔG 

değerleri hesaplanmıştır. Sonuçlar Şekil 3.40’ta ve Tablo 3.7’de verilmiştir.  

 

Şekil 3.40. MT3’ün Pb termodinamiği hesabı için 1/T’ye karşılık lnKc grafiği 

Tablo 3.7. Pb’nin farklı sıcaklıklardaki termodinamik parametreleri 

Sıcaklık 

(K) 

ΔG 

(kJ/mol) 

ΔH 

(kJ/mol) 

ΔS 

(Kj/mol K) 

R2 

303 -3,3  

-102 

 

-0,33 

 

0,99 308 -1,5 

313 -0,1 

 

Tablo 3.7’ye göre 303 K (30 °C), 308 K (35 °C) ve 313 K için elde edilen ΔG değerleri 

negatif bulunmuştur. ΔG değerlerinin -20 kj/mol ile 0 kj/mol arasında olması Pb 

biyosorpsiyonunun fiziksel olduğunu göstermektedir (Güneş, 2016). ΔH değerinin 

negatif olması (-102 kJ/mol) biyosorpsiyonun ekzotermik olduğunu ve adsorpsiyonun 

dışardan enerjiye ihtiyaç duymadan kendiliğinden gerçekleştiğini göstermektedir.  
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3.9. Krom ve Kurşun Uygulanan Bakterilerin SEM Görüntüleri 

 

Bakterilerin Cr (25 mg/L) ve Pb (100 mg/L) uygulama öncesinde ve sonrasında çekilen 

SEM görüntüleri aşağıdadır. Hücrelerin SEM görüntüleri Şekil 3.41-3.43’te verilmiştir. 
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Şekil 3.41. E. coli Jm109 suşu SEM görüntüleri: Metal uygulanmamış (kontrol) E. coli Jm109 (a), Cr(VI) uygulanmış E. coli Jm109 (b), Pb 

uygulanmış E. coli Jm109 (c), Kontrol E. coli Jm109 EDX analizi (d), Cr uygulanmış E. coli Jm109 EDX analizi (e), Pb uygulanmış E. coli 

Jm109 EDX analizi (f) 
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Şekil 3.42. MT2A suşu SEM görüntüleri: Metal uygulanmamış (kontrol) MT2A (a), Cr(VI) uygulanmış MT2A (b), Pb uygulanmış MT2A (c), 

Kontrol MT2A EDX analizi (d), Cr uygulanmış MT2A EDX analizi (e), Pb uygulanmış MT2A EDX analizi (f) 

d e f 
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Şekil 3.43. MT3 suşu SEM görüntüleri: Metal uygulanmamış (kontrol) MT3 (a), Cr(VI) uygulanmış MT3 (b), Pb uygulanmış MT3 (c), Kontrol 

MT3 EDX analizi (d), Cr uygulanmış MT3 EDX analizi (e), Pb uygulanmış MT3 EDX analizi (f)
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Hücrelerin SEM görüntüleri incelendiğinde tüm suşlarda kontrol gruplarının hücre 

yapısının pürüzsüz, basil yapıda ve düzgün olduğu gözlemlenmiştir. E. coli Jm109 suşuna 

Cr uygulandığında, hücrelerin üst üste geldiği ve yapısında bozulmalar olduğu 

görülmüştür (Şekil 3.41 (b)). Cr’ye maruz kaldıktan sonra MT2A hücrelerin uzadığı, üst 

üste bindiği ve yığıldığı hatta bazı hücrelerin yüzeyinin önemli ölçüde dağıldığı 

gözlenmiştir (Şekil 3.42 (b)). MT3 suşuna Cr uygulandıktan sonra, hücrelerde kopmalar 

ve uç kısımlarında kırılmalar oluşmuştur (Şekil 3.43 (b-c)). E. coli Jm109’a Pb 

uygulandığında, hücrelerin üst üste geldiği görülmüştür (Şekil 3.41 (c)). Benzer şekilde 

Pb’ye maruz bırakılan MT2A hücrelerinin de üst üste geldiği ve şekillerinin bozulduğu 

tespit edilmiştir (Şekil 3.42 (c)). Pb uygulanan MT3 hücrelerinin üst üste geldiği, hücre 

uçlarında kırılmalar ve kopmalar olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 3.43 (c)). Cr uygulanan 

tüm hücrelerin EDX’lerinde Cr piklerinin olduğu, Pb uygulanan tüm hücrelerin 

EDX’lerinde ise Pb piklerinin olduğu belirlenmiştir. Hücrelerin kontrol gruplarında bu 

pikler gözlenmezken metal uygulanan gruplarda bu piklerin tespit edilmesi, hücre 

duvarında Cr ve Pb birikimi olduğunu doğrulamaktadır (Şekil 3.41 (e-f), 3.42 (e-f), 3.43 

(e-f)). Bulgularımıza benzer şekilde, Cr uygulanan bakteri hücrelerinde EDX piklerinin 

hücrelerin dış yüzeyinde adsorbe edilen veya çökeltilen Cr partiküllerinin olduğu hatta 

Cr(VI)’nın Cr(III)’e indirgenmesi sonucu oluşan Cr(OH)3 çökeltisinin var olabileceğini 

ifade eden çalışmalar bulunmaktadır (Das vd., 2021; Zhu vd., 2008).  

3.10. MT2A suşunun STEM Görüntüleri 

Hücre içinde Cr birikimini belirlemek için Cr gideriminde ve indirgenmesinde en etkili 

olan MT2A suşu kullanılmıştır. Şekil 3.44’te Cr içeren ve içermeyen LB’de büyütülen 

MT2A suşunun STEM görüntüleri verilmiştir.  
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Şekil 3.44. MT2A STEM görüntüleri: Cr uygulanmayan hücreler (kontrol) (a), 25 mg/L 

Cr uygulanan hücreler (b) 

Cr uygulanan MT2A hücrelerinin STEM görüntülerinde, hücre içinde Cr birikimi 

olduğunu gösteren siyah noktaların oluştuğu tespit edilmiş ancak kontrol grubunda bu 

siyah noktaların olmadığı gözlenmiştir (Şekil 3.44 (a)). Şekil 3.45’te Pb uygulanmayan 

ve Pb uygulanan MT3 hücrelerinin STEM görüntüleri verilmiştir. 

 

Şekil 3.45. MT3 hücresinin STEM görüntüleri: Pb uygulanmayan hücreler (kontrol) (a), 

Pb uygulanan hücreler (b) 

Pb’nin hem sulu çözeltilerden hem de gerçek atıksudan gideriminde en etkili türün MT3 

olması nedeniyle, STEM görüntüleri sadece bu hücrenin kontrolü (Pb uygulanmayan) ve 

Pb’ye maruz bırakılan hücreleri için alınmıştır.  

  

b a 

a b 
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3.11. FTIR Analizi 

Biyosorpsiyon prosesinde Cr ve Pb’nin bağlanmasında etkili olan fonksiyonel grupları 

tespit etmek için, metal uygulanmamış kontrol hücrelerinin ve metal uygulanan 

hücrelerin FTIR spektrumları alınmıştır ve piklerde dalgalanmalar olduğu görülmüştür. 

Cr’nin indirgenmesinde ve giderilmesinde en etkili olan bakterinin MT2A olması 

nedeniyle FTIR analizi sadece bu suşun kontrol ve 25 mg/L Cr uygulanan örneği için 

yapılmıştır. MT2A ve MT3 hücrelerinin FTIR spektrumları Şekil 3.46-3.47’de 

verilmiştir.  

 

Dalga Sayısı (cm-1) 

Şekil 3.46. MT2A kontrol ve Cr uygulanmış (25 mg/L) MT2A’nın FTIR spektrumu  
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Dalga Sayısı (cm-1) 

Şekil 3.47. MT3 kontrol ve Pb uygulanmış (100 mg/L) MT3’ün FTIR spektrumu 
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4.  BÖLÜM 

 

TARTIŞMA, SONUÇ ve ÖNERİLER  
 

4.1. Cr ve Pb’nin Hücre Büyümesine Etkisi 

Cr ve Pb konsantrasyonu arttıkça hücrelerin büyüme toleransının azalması, bu metallerin 

yüksek konsantrasyonlarının hücreler üzerinde toksik etkisinin olduğunu göstermektedir. 

Uygulanan konsantrasyonlar arttıkça, bakterilerin Cr(VI) indirgenme oranı, Cr ve Pb’nin 

biyolojik giderim kapasiteleri düşmüştür. He ve arkadaşları (2009) çalışmalarında 

Ochrobactrum sp. suşuna uyguladıkları artan Cr konsantrasyonu ile birlikte Cr 

toksisitesinin artması sonucunda hücrelerin inhibe olduğunu rapor etmişlerdir. Benzer 

şekilde, B. anthracis (Xu vd., 2015) ve Microbacterium paraoxydans (Mishra vd., 2021) 

suşlarının da metal konsantrasyonundaki artışa bağlı olarak giderim verimlerinin azaldığı 

tespit edilmiştir. 

4.2. MT2A ve MT3 Genlerinin Suşların Cr ve Pb Giderim Oranlarına Etkisi 

 

4.2.1. MT2A ve MT3 Genlerinin Suşların Cr Giderim ve Cr(VI) İndirgeme 

Oranlarına Etkisi 

 

Cr konsantrasyonları arttıkça, bakterilerin Cr giderme ve Cr(VI) indirgenme yüzdeleri 

azalmaktadır ve suşlar arasındaki fark önemli ölçüde artmaktadır. Bu bağlamda yüksek 

metal stresi altında suşlar gelişebilse bile, stresli metabolik yolaklar ve hücrelerin 

biyolojik aktiviteleri Cr giderme ve Cr(VI) indirgenme kapasitelerini inhibe edebilir 

(Zhang vd., 2012; Pan vd., 2014). Literatürde Cr(VI)’nın yabanıl suşlar tarafından 

sulardan ve sulu çözeltilerden giderilmesine ilişkin birçok çalışma bulunmaktadır (Zeng 

vd., 2019; Li vd., 2019; Sathishkumar vd., 2017). Tan ve arkadaşları (2020), arıtma tesisi 

çamurundan izole ettikleri Bacillus sp. CRB-B1 suşunun 200 mg/L ve 300 mg/L 

Cr(VI)’yı sırasıyla %86,2 ve %43,1 oranında giderdiğini, 300 mg/L’nin altındaki Cr 
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konsantrasyonlarında Cr’yi etkili bir şekilde indirgediğini ve artan konsantrasyonların 

suşun Cr(VI) indirgeme kapasitesini azalttığını tespit etmişlerdir. Benzer şekilde Huang 

ve arkadaşları (2021), yeni bir fakültatif anaerobik bakteri olan Sporosarcina saromensis 

W5 suşunun aerobik sistemde, 50 mg/L Cr(VI)’yi tamamen giderdiğini ve artan Cr(VI) 

konsantrasyonları ile birlikte giderim verimlerinin azaldığını belirlemişlerdir. Bhagarava 

ve Mishra (2018), bir deri endüstrisi atıksuyundan izole ettikleri Cellulosimicrobium sp. 

suşunun, 50 mg/L ve 100 mg/L Cr(VI)’yi 24 ve 96 saat sonunda sıraıyla %99 ve %97 

oranında indirgediğini belirlemişlerdir. Bununla birlikte, 200 mg/L ve 300 mg/L Cr(VI) 

konsantrasyonlarının 96 saat sonunda sırasıyla %84 ve %62 oranlarında indirgendiğini 

saptamışlardır. Bu araştırmalardan anlaşıldığı üzere, Cr(VI) konsantrasyonu arttıkça 

indirgenme oranının azaldığı açık bir şekilde görülmektedir. Bu bulgular bu çalışmayı 

desteklemektedir. Bu çalışmada, Cr giderimi ve indirgemesi açısından rekombinant türler 

ile yabanıl türler arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark bulunmuştur (p < 0,05).  

Tüm Cr konsantrasyonları için hem MT2A hem de MT3 suşlarında Cr giderim ve Cr(VI) 

indirgeme oranlarının E. coli Jm109’dan daha yüksek olduğu tespit edilmiştir (Şekil 3.13-

3.15). Toplam Cr gideriminde olduğu gibi, Cr(VI) indirgemesinde de Cr konsantrasyonu 

arttıkça indirgeme oranı azalmıştır. Sonuç olarak hem Cr gideriminde hem de 

indirgenmesinde tüm Cr konsantrasyonları için en etkili suşun MT2A olduğu 

gösterilmiştir. Literatürde bu çalışmadaki bulgulara benzeyen rekombinant bakteriler ile 

yapılan çalışmalar bulunmaktadır. Bir araştırmada, Serratia sp.’nin Cr(VI) direnci ile 

ilişkili ChrA, ChrB ve ChrAB genlerinin E. coli BL21’e klonlanması sonucunda elde 

edilen rekombinant suşlarla Cr(VI) giderimi araştırılmıştır. Kontrol E. coli BL21 suşuna 

kıyasla, ChrA ve ChrAB genleri içeren rekombinant suşların Cr(VI)’ya karşı yüksek 

direnç kazandırdığı tespit edilmiştir. Ancak ChrB proteininin böyle bir özelliğe sahip 

olmadığı bildirilmiştir (He vd., 2018). Pei ve ark., (2020), Cr(VI) gideriminde etkili olan 

E-mcr ve E-gsr genlerini klonladıkları rekombinant suşların, 300 μM Cr(VI)’yı sırasıyla 

%74,8 ve %87,3 oranında giderdiğini saptamışlardır. Ancak, Cr(VI) konsantrasyonu 400 

μM’dan 500 μM’a çıkarıldığında E-mcr ve E-gsr suşlarının Cr(VI) giderme verimlerinin 

%77,6 - %52,2 arasında olduğunu bulmuşlardır. 600 μM Cr(VI) konsantrasyonunda ise 

Cr(VI) giderme verimlerinin E-mcr’de %48,7’ye ve E-gsr’de %62,2’ye düştüğünü rapor 

etmişlerdir. Sonuç olarak, artan Cr(VI) konsantrasyonuna paralel şekilde giderme 

oranlarında azalmalar olduğu rapor edilmiştir. Wang ve arkadaşları (2021), E. coli’nin 

hücre yüzeyine Cr(III) adsorpsiyon proteinini (MerP) eksprese etmişler ve ardından 
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Cr(III) adsorpsiyonunu kolaylaştırmak için onu bir manyetik pellet sistemi ile 

birleştirmişlerdir. Elde edilen E. coli M-BL21 suşunun, 2,38 mmol/g Cr(III)’yi absorbe 

ettiğini gözlemlemişlerdir.  

4.2.2. MT2A ve MT3 Genlerinin Suşların Pb Giderim Oranlarına Etkisi 

Bu çalışmada, suşların Cr giderme ve Cr(VI) indirgenme oranlarına benzer şekilde Pb 

giderim oranlarının Pb konsantrasyonu arttıkça azaldığı tespit edilmiştir. Hücrelerin en 

yüksek Pb konsantrasyonundaki (100 mg/L) Pb giderim oranları: MT3 > MT2A > E. coli 

Jm109. Çalışmada tüm Pb konsantrasyonlarında en yüksek Pb gideriminin MT3 suşunda 

olduğu tespit edilmiştir (Şekil 3.17). Pb’nin mikrobiyal biyobirikim kapasitesi ile ilgili 

benzer çalışmalar literatürde bulunmaktadır. Bu bağlamda, Pseudomonas BC15 (Sharma 

ve Shukla, 2021), Enterobacter sp. J1 (Raja vd., 2006) ve B. cereus BPS9’un (Lu vd., 

2006) Pb’yi sırasıyla %65, %75 ve %78 oranlarında biriktirdiği rapor edilmiştir. 

Literatürde yabanıl türler dışında, farklı MT genleri klonlanmış bakterilerle sulu 

çözeltilerden Pb giderim çalışmaları da bulunmaktadır. Örneğin, bir çalışmada Pb’nin 

mısır MT1 geni klonlanan E. coli BL21 suşuna kontrol suşundan daha yüksek bağlanma 

affinitesine sahip olduğu bildirilmiştir (Duan vd., 2018). Benzer bir çalışmada, tip 2 pirinç 

MT (GST-OsMTI-2b) geni klonlanan rekombinant E. coli DE3 suşunun kontrole göre 

daha fazla Pb biriktirdiği ve bu metale karşı daha yüksek toleransa sahip olduğu rapor 

edilmiştir (Pirzadeh ve Shahpiri, 2016). Keshav ve ark (2019) tarafından Cupriavidus 

metallidurans CH34’ün pbrD geni E. coli BL21 (DE3) bakterisine klonlanmıştır. 

Rekombinant suşun 0,05 µM Pb’yi %99,7 oranında giderdiği saptanmıştır. Başka bir 

çalışmada ise ZraS/ZraR iki bileşenli hücre dışı Pb ve Zn algılama ve giderme 

sistemlerinin aktarıldığı E. coli suşunun 1 mM Pb’yi %48,6 oranında giderdiği ve 1 gr 

kuru hücre başına 487 µmol Pb’nin hücre yüzeyinde bağlandığı tespit edilmiştir 

(Maruthamuthu vd., 2015).  Shehata ve Yamazaki (2018), Cupriavidus metallidurans 

CH34 suşunun Pb bağlayan PbrR genini ve Synechoccocus suşunun SmtB MT genini E. 

coli’ye ekprese etmişlerdir. Isı uygulanmış ölü rekombinant E. coli (PbrR/SmtB-AT) 

biyosorbentinin, 100 mg/L Pb’yi %77 oranında (12 saat sonunda) giderdiği ve kuru hücre 

başına 31,8 mg Pb’nin bağlandığı rapor edilmiştir. Bu çalışmalar yabanıl suşlardan ziyade 

rekombinant suşlar tarafından sulu çözeltilerden daha fazla Cr ve Pb giderimi yapıldığına 

dair bu çalışmadaki bulguları desteklemektedir. Ancak metal giderme etkinliği, kullanılan 

bakteri türüne, klonlanan genin özelliklerine, uygulama süresine, başlangıç metal 
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konsantrasyonuna ve ortamın çevresel koşullarına (pH, sıcaklık vb.) göre değişmektedir 

(Fernández vd., 2018). 

4.3. Ortam Çevresel Koşullarının Cr ve Pb Biyosorpsiyonu Üzerine Etkileri 

4.3.1. pH’nın Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Çözeltinin pH’sı Cr biyosorpsiyonunu önemli ölçüde etkilemektedir. pH, hücre 

yüzeyindeki iyonlaşma derecesini ve metal çözeltisinin kimyasını etkilemektedir 

(Ghoneim vd., 2014). Metal iyonları ve fenolik hidroksil fonksiyonel gruplar arasındaki 

koordinasyon bağları ve biyokütle yüzeyindeki diğer iyon bağlayan bölgeler hafif asidik 

çözeltilerde (pH 3-5) oldukça zayıf olduğundan, sorpsiyon kapasitesi artan pH ile azalır 

(Argun vd., 2007). Literatürde bu konuda yapılan çalışmalar incelendiğinde, düşük 

pH’nın Cr biyosorpsiyonunu arttırdığı sonucuna varılabilir. Yang ve arkadaşları (2020), 

bakteriyel alg aerobik granüler çamurunun düşük pH’larda daha yüksek biyosorpsiyon 

verimine sahip olduğunu ileri sürmüşlerdir. Bir çalışmada, pH 1 ve pH 2’nin Cr(VI)’nın 

Cr(III)’e indirgenmesi için uygun olduğu tespit edilmiş, ancak pH 1’de biyokütlenin 

büyük olasılıkla tamamen protonlanarak, katyon ile katyon arasındaki yüklerin birbirini 

itmesi nedeniyle Cr(III)’e olan yüzeydeki affinitenin sınırlandığı bildirilmiştir. Ayrıca pH 

2’de biyokütledeki protonlaşmanın daha düşük derecede meydana gelebileceği ve hücre 

yüzeyinin Cr’yi bağlamak için yeterli negatif yüke sahip olacağı rapor edilmiştir (Silva 

vd., 2009). Bir diğer çalışmada, ölü B. salmalaya 139SI suşunun en yüksek Cr(VI) 

biyosorpsiyon oranının pH 3’te olduğu saptanmıştır (Dadrasnia vd., 2015). Bu çalışmada 

Şekil 3.19 incelendiğinde, pH artışı ile birlikte Cr gideriminin azaldığı görülmektedir. En 

yüksek Cr gideriminin, pH 2’de %80 oranında olduğu bulunmuştur. Ancak artan pH ile 

bu oranın yaklaşık 8 kat azaldığı tespit edilmiştir. Bu bağlamda ortamın pH’sı azaldıkça 

biyokütle yüzeyinde bulunan fonksiyonel gruplar pozitif yüklenmektedir. Cr(VI), pH 1-

6 arasındaki çözeltilerde Cr2O7
-2 (dikromat) ve HCrO4

- (hidrojen kromat) şeklinde 

anyonik halde bulunur. Düşük pH’da biyokütlenin pozitif yüklü grupları tarafından bu 

anyonik Cr formları biyosorbe edilir (Vinodhini ve Das, 2009). Çalışmada, düşük pH’da 

MT2A biyosorbentinin yüzeyinin protonlanması, ortamdaki Cr2O7
-2 ve HCrO4

- anyonik 

iyonlarının biyosorbente daha fazla bağlanmasına yol açtığı gözlemlenmiştir. 
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4.3.2. Sıcaklığın Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Metal biyosorpsiyonunda sıcaklık, diğer fizikokimyasal faktörlerin etkisiyle 

karşılaştırıldığında daha az önemlidir. Çünkü biyosorpsiyonun enerjiden bağımsız 

mekanizmalar olarak sıcaklıktan daha az etkilenmesi beklenir (Özdemir vd., 2009). 

Literatürde bu konuda yapılmış çalışmalar mevcuttur. Sarı ve Tuzen (2008) yürüttükleri 

çalışmada, C. Virgatum ile Cr biyosorpsiyonunun en iyi 25 °C’de gerçekleştiğini, sıcaklık 

artışı ile birlikte biyosorpsiyonun azaldığını rapor etmişlerdir. Bir çalışmada, 

Synechocystis sp. biyokütlesinin Cr(VI)’yı maksimum 25 °C’de biyosorbe ettiği tespit 

edilmiştir (Öztürk, 2008). Dadrasnia ve ark. (2015) tarafından, B. salmalaya 139SI 

suşunun Cr(VI) biyosorpsiyonunun en yüksek 25 °C’de gerçekleştiği rapor edilmiştir. 

Literatürde bu konuda yapılan çalışmalar ile bu çalışmadaki bulgular uyumludur 

(Masoudzadeh vd., 2011; Khadivinia vd., 2014). Şekil 3.20 incelendiğinde, MT2A 

biyosorbentinin en yüksek Cr biyosorpsiyon kapasitesinin 25 °C’de %77 oranında olduğu 

tespit edilmiştir. Ayrıca sıcaklık artışı ile birlikte Cr biyosorpsiyon oranının azaldığı 

gözlemlenmiştir.  

4.3.3. Temas Süresinin Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Metallerin biyosorpsiyonunda en önemli parametrelerden biri de temas süresidir. 

Biyosorpsiyon başlangıçta temas süresi ile birlikte lineer olarak artar ancak optimum 

temas süresinden sonra biyosorbent doyum noktasına ulaşır ve metal bağlanma oranında 

azalmalar gerçekleşir. Biyosorbentlerin doyum noktasına ulaşması, metalin özelliklerine, 

mikroorganizmanın türüne ve yüzeyindeki bağlanma bölgelerine göre değişmektedir 

(Kumar vd., 2007). Öztürk (2008) tez çalışmasında, Synechocystis sp. BASO670 ölü 

biyokütlesinin Cr(VI) biyosorpsiyonunun ilk 40 dakika boyunca arttığını, 60. dakikada 

itibaren sabitlendiğini ileri sürmüştür. Şekil 3.21 incelendiğinde, MT2A biyosorbentinin 

Cr biyosorpsiyon oranının 40. dakikaya kadar arttığı, ancak 60. dakika en yüksek 

kapasiteye (100 mg/L Cr’nin %70’ini giderdiği) ulaştığı tespit edilmiştir. Bu nedenle 

optimum temas süresi 60 dakika olarak belirlenmiştir. 

4.3.4. Biyosorbent Konsantrasyonunun Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Cr biyosorpsiyonu üzerine MT2A biyosorbent konsantrasyonunun etkisi araştırılırken 

0,05-0,2 g ölü biyokütle konsantrasyonları kullanılmıştır. Bu etkiyi anlamak için Şekil 

3.22’ye bakılırsa, Cr biyosorpsiyon veriminin biyokütle konsantrasyonu 0,1 gr’a ulaşana 
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kadar lineer olarak arttığı ancak bu konsantrasyondan sonra giderim veriminde önemli bir 

değişiklik olmadığı tespit edilmiştir. Ayrıca 0,1 g biyosorbent konsantrasyonundan sonra 

biyosorpsiyonun dengeye ulaşarak sabitlendiği gözlemlenmiştir. Biyosorbent 

konsantrasyonunun artması bağlanma bölgelerinin üst üste gelmesine veya agregasyon 

olmasına neden olur. Böylece biyosorbent doygunluğa ulaşır ve giderim verimi sabitlenir 

(Karthikeyan vd., 2007). Bir çalışmada temas süresinin ilk dakikalarında, artan Bacillus 

sp. BZ-1 biyokütle konsantrasyonunun Cr adsorpsiyon hızını önemli ölçüde 

arttırabileceği ileri sürülmüştür. Ancak, 40 g/L biyokütle konsantrasyonuna ulaşıldığında 

adsorpsiyon oranının (%94) maksimum seviyeye gelerek sabitlendiği saptanmıştır (Ren 

vd., 2015). Ekmekyapar ve arkadaşları (2006), yüksek biyokütle konsantrasyonlarının 

etkin adsorpsiyon alanının azalmasına ve biyosorpsiyon sırasında çökelme oluşumuna 

neden olabileceğini rapor etmişlerdir. Ayrıca adsorpsiyon oranı sabitlendikten sonra, 

biyokütle konsantrasyonunda yapılan artışların adsorpsiyonun azalmasına neden 

olduğunu ileri sürmüşlerdir. 

4.3.5. Başlangıç Cr Konsantrasyonunun Cr Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Metallerin biyosorbentlere bağlanması, metalin türüne ve konsantrasyonuna, 

biyosorbentin türüne, özelliklerine ve yapısına (metal bağlayan fonksiyonel gruplar, 

metal bağlayıcı proteinler vb.), ortam koşullarına (pH, sıcaklık, temas süresi) bağlı olarak 

değişiklik göstermektedir (Öztürk, 2008). Şekil 3.23 incelendiğinde, Cr konsantrasyonu 

arttıkça biyosorpsiyon veriminde azalmalar olduğu gözlemlenmiştir. Ancak adsorpsiyon 

kapasitesinin 150 mg/L Cr’ye kadar lineer olarak arttığı daha yüksek konsantrasyonlarda 

artış oranının azalarak dengeye ulaştığı tespit edilmiştir. Bu bağlamda biyosorpsiyon ve 

adsorpsiyon prosesleri için optimum Cr konsantrasyonu 150 mg/L olarak belirlenmiştir. 

Bermudez ve arkadaşları (2012) tarafından biyokütle yüzeyinin sınırlı bağlanma 

bölgelerine sahip olduğu ve bu bölgelerde adsorpsiyon tamamlandıktan sonra daha fazla 

Cr alımının mümkün olmadığı saptanmıştır. Ayrıca Cr konsantrasyonu 10 mg/L’den 50 

mg/L’ye çıkarıldığında S. Muticum’un adsorpsiyon kapasitesinin 14,5’ten 50,7 mg/g’ye 

yükseldiği rapor edilmiştir. Hücrelerde sınırlı sayıda bağlanma bölgesi bulunduğundan, 

adsorpsiyon kapasitesi, daha yüksek metal iyonu konsantrasyonlarında doygunluk 

gösterebilir. Bu duruma yüksek konsatrasyondaki Cr iyonlarının biyosorbente bağlanmak 

için birbiri ile rekabete girmesi neden olabilir (Rezaei, 2016). Çözeltideki Cr sayısı, 

biyokütle yüzeyindeki adsorpsiyon bölgelerine eşit olduğunda maksimum adsorpsiyon 
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kapasitesine ulaşılır (Zhang vd., 2020). Yu ve arkadaşları (2003), yüksek metal 

konsantrasyonlarında mevcut biyosorpsiyon bölgelerinin daha az sayıda yer aldığını ve 

metal iyonlarının giderim yüzdelerinin başlangıç konsantrasyonuna bağlı olduğunu ileri 

sürmüşlerdir. Dadrasnia ve arkadaşları (2015) yapmış oldukları çalışmada, B. salmaya 

suşunun 50 mg/L Cr’yi %92 oranında giderdiğini ve 1 gr kuru hücre başına 46 mg Cr’yi 

bağladığını bildirmişlerdir. Bir diğer çalışmada, Morganella morganii biyokütlesinin 

50,1; 78,5 ve 97,5 mg/L Cr’yi sırasıyla %83,4; 69,4 ve %54 oranında giderdiği tespit 

edilmiştir. Ayrıca 3 saatlik temas süresi sonunda uygulanan bu Cr konsantrasyonlarının 

adsorpsiyon kapasitelerinin sırasıyla, 21,3 mg/g; 25 mg/g ve 23 mg/g olduğu saptanmıştır 

(Ergül Ülger vd., 2014). Sultan ve ark (2012), B. cereus, B. pumilis ve P. agglomerans 

ölü biyokütlelerinin 50 mg/L Cr’yi sırasıyla, %90; %89 ve %85 oranında giderdiğini 

bulmuşlardır. Bu biyokütlelerin 2 saatlik temas süresi sonunda adsorpsiyon kapasitelerini 

sırasıyla, 11,3 mg/g; 11,2 mg/g ve 10,7 mg/g bulmuşlardır. Tez çalışmasında, MT2A 

biyosorbentinin 1 saatlik temas süresi sonunda 50, 100, 150, 200, 225 ve 250 mg/L Cr’nin 

giderim oranları sırasıyla, %92, %85, %81, %62, %56 ve %50 olarak bulunmuştur. 

Ayrıca MT2A biyosorbentinin bu konsantrasyonlardaki adsorpsiyon kapasiteleleri 

sırasıyla, 46±1 mg Cr/g biyokütle, 84,6±3 mg Cr/g biyokütle, 121,5±3 mg Cr/g biyokütle,  

124±2 mg Cr/g biyokütle, 124,9±2 mg Cr/g biyokütle ve 125,1±3 mg Cr/g biyokütle 

olarak belirlenmiştir (Şekil 3.23). Literatürdeki benzer çalışmalar ile bu çalışmadaki 

bulgular kıyaslandığında temas süresinin kısa, biyosorpsiyon ve adsorpsiyon 

kapasitesitelerinin yüksek olması MT2A biyosorbentinin Cr gideriminde oldukça 

avantajlı olduğunu göstermektedir. 

4.4. Ortam Çevresel Koşullarının Pb Biyosorpsiyonu Üzerine Etkileri 

4.4.1. pH’nın Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi 

pH, metallerin çözünürlüğünü ve biyokütlenin hücre duvarlarındaki fonksiyonel 

gruplarını etkileyen en önemli parametrelerden biridir. Bakteri hücre duvarındaki 

karboksil (-COOH), hidroksil (OH-), sülfit (S-2) ve fosfat (PO4
-3) gibi fonksiyonel gruplar 

pH 4’ün altında pozitif yüklenir. Bu durumda Pb+2 iyonları, biyokütle yüzeyine 

bağlanmak için ortamdaki H+ iyonları ile yarışa girer ve Pb adsorpsiyon oranının 

azalmasına neden olur (Arief vd., 2008). Bu olay, Pb katyonik türleri ile bakteri hücre 

yüzeyinde bulunan anyonik ligandlar arasındaki güçlü elektrostatik çekim kuvveti 
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sonucunda gerçekleşmektedir (Mohapatra vd., 2019). Artan pH ile biyokütle yüzeyindeki 

fonksiyonel gruplar iyonlaşır ve biyosorpsiyon oranı artar (Ren vd., 2015). Öte yandan 

alkali pH’larda (> 7) Pb, kurşun (II) hidroksit (Pb(OH)2) formunda çöker ve kurşun 

hidroksit Pb(OH)+, Pb(II) sorpsiyon veriminin azalmasına neden olur (Ren vd., 2015). Bu 

nedenle çok yüksek pH’lar Pb giderimi için uygun değildir. Bacillus sp. PZ biyokütlesi 

kullanılarak Pb gideriminin yapıldığı bir çalışmada, en yüksek Pb biyosorpsiyon oranının 

pH 5’te olduğu rapor edilmiştir (Ren vd., 2015). Shehata ve Yamazaki (2018), 

rekombinant E.coli (PbrR/SmtB-AT) biyokütlesinin en yüksek Pb gideriminin pH 6’da 

gerçekleştiğini tespit etmişlerdir. Bu konuda yapılan çalışmalar, bu tez çalışmasında elde 

edilen bulguları desteklemektedir. Çalışmada, MT3 biyosorbentinin maksimum Pb 

biyosorpsiyon oranına (%83) pH 5’te ulaştığı tespit edilmiştir. 

4.4.2. Sıcaklığın Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Sıcaklık, reaksiyonun ekzotermik veya endotermik olmasına bağlı olarak adsorbat 

(kirletici madde) denge kapasitesini etkilemektedir (Al-Qodah, 2006). Sıcaklığın Pb 

biyosorpsiyonu üzerindeki etkisini görmek için Şekil 3.25 incelendiğinde, sıcaklığın 25 

°C’den 30 °C’ye çıkarıldığında en yüksek Pb giderim kapasitesine (%79) ulaşıldığı tespit 

edilmiştir. Daha yüksek sıcaklıklarda ise Pb biyosorpsiyon veriminin azaldığı 

görülmüştür. Sıcaklık artışı ile birlikte Pb biyosorpsiyonunun azalması biyosorpsiyonun 

ekzotermik olduğu anlamına gelir. Bu durum, artan sıcaklıkların Van der Waals 

kuvvetlerini azaltmasından kaynaklanıyor olabilir (Kayacan, 2007). Rekombinant E. coli 

(PbrR/SmtB-AT) biyokütlesi ile Pb biyosorpsiyonunun yapıldığı bir çalışmada, düşük 

sıcaklıklarda biyosorpsiyon kapasitesinde azalmalar olduğu rapor edilmiştir (Shehata ve 

Yamazaki, 2018). Puranik ve Paknikar (1999) sıcaklık artışının, Citrobacter MCM B-181 

biyokütlesinin Pb+2, Cd+2 ve Zn+2 gibi metal iyonlarının biyosorpsiyon veriminde 

azalmaya neden olduğunu bildirmişlerdir. Bu bağlamda, yüksek sıcaklıkların biyosorbent 

yüzeyinde bulunan fonksiyonel metal bağlama bölgelerine zarar verdiğini rapor 

etmişlerdir. Bir çalışmada ise Cr(VI), Pb ve Cd’nin Staphylococcus saprophyticusi 

tarafından bağlanması için 20 °C ila 35 °C’nin uygun olduğu bildirilmiştir (İlhan vd., 

2004). Oves ve arkadaşları (2013), 20 °C–35 °C sıcaklık aralığında Pb, Cu ve Cd’nin B. 

thuringiensis OSM29 tarafından yüksek verimde giderildiğini belirtmişlerdir. Bu bilgiler 

ışığında, yüksek sıcaklıkların biyosorbent yüzeyine zarar vererek biyosorpsiyon oranını 

düşürdüğü sonucuna varılabilir. 
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4.4.3. Temas Süresinin Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Çalışmada, MT3 biyosorbentinin farklı temas sürelerindeki (20-240 dakika) Pb 

biyosorpsiyon oranları araştırılmıştır. Zamana bağlı olarak Pb biyosorpsiyonunun, en 

yüksek 120. dakikada (%78) olduğu ve bu süreden sonra dengeye ulaşarak Pb 

gideriminde kayda değer bir değişiklik olmadığı tespit edilmiştir (Şekil 3.26). 

Biyosorpsiyon hızının, sabit bir metal konsantrasyonuna ulaştıktan sonra azaldığı 

görülmüştür. Metal alımındaki bu değişiklikler başlangıçta biyosorbent yüzeyindeki 

bağlanma bölgelerinin boş olması ve çözünen konsantrasyonunun yüksek olmasından 

kaynaklanabilir (Wierzba ve Latala, 2010). 120. dakikadan sonra bakteri hücre duvarında 

az sayıda yüzey aktif bölge kalması nedeniyle Pb alımı neredeyse değişmemiş ve 

biyosorpsiyonun dengeye ulaştığı gözlemlenmiştir. 

4.4.4. Biyosorbent Konsantrasyonunun Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Biyosorbent konsantrasyonu ağır metallerin biyosorpsiyon sürecini etkileyen önemli 

parametrelerden biridir. Biyosorbent konsantrasyonunun artması ağır metallerin 

bağlanmasında etkili olan bağlanma bölgelerinin sayısını arttırarak biyosorpsiyon 

verimini arttırabilir. Ancak biyosorpsiyon hızı belirli bir limit değere kadar artar, bundan 

sonra biyokütle miktarındaki artışla birlikte azalır. Dengeye ulaşıldığında düşük biyokütle 

konsantrasyonu, yüksek biyokütle konsantrasyonundan daha fazla metal iyonunu bağlar 

(Rani vd., 2010). Ayrıca yüksek biyokütle etkin adsorpsiyon alanını azaltarak çökelti 

oluşumuna neden olabilir (Ekmekyapar vd., 2006). Bu nedenle yüksek biyokütle 

konsantrasyonu metallerin biyosorbent yüzeyine bağlanmasını engeller. Biyosorpsiyon 

uygulamalarında yüksek biyokütle konsantrasyonları biyokütle üretim maliyetini 

arttırmaktadır. Ekonomik açıdan da optimum konsantrasyonun belirlenmesi esastır 

(Priyadarshanee ve Das, 2021). Şekil 3.27 incelendiğinde, MT3’ün en yüksek Pb 

biyosorpsiyon verimi (%78) 0,2 g biyosorbent kullanıldığında tespit edilmiştir. Daha 

yüksek biyosorbent konsantrasyonlarında, biyosorpsiyon hızında kayda değer bir 

değişiklik olmadığı görülmüştür. Benzer durum, Staphylococcus xylosus (Aryal vd., 

2010) ve Mesorhizobium amorphae biyokütlesinde (Xie vd., 2013) gözlemlenmiştir.  

4.4.5. Başlangıç Pb Konsantrasyonunun Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Bu tez çalışmasında artan Pb konsantrasyonu ile birlikte biyosorpsiyon oranının azaldığı 

tespit edilmiştir. Ancak Şekil 3.28 incelendiğinde, artan Pb konsantrasyonlarında 
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biyosorbentin adsorpsiyon kapasitesinin arttığı ve daha sonra dengeye ulaştığı 

gözlemlenmiştir. Tez çalışmasında, MT3 biyosorbentinin 2 saatlik temas süresi sonunda, 

50, 100, 150 ve 200 mg/L Pb konsantrayonlarında biyosorpsiyon oranları sırasıyla, %90, 

%85, %61 ve %48 olarak bulunmuştur. MT3 biyosorbentinin bu Pb konsantrasyonları 

için Pb adsorpsiyon kapasitesi sırasıyla; 22,5±1 mg/g, 42,5±1 mg/g, 46±2 mg/g ve 48±2 

mg/g olarak belirlenmiştir. Bu konuda literatürde çalışmalar mevcuttur. Wierzba ve Lata 

(2010), başlangıç Pb konsantrasyonunu 50 mg/L’den 300 mg/L’ye çıkardıklarında, P. 

fluorescens ve B. pumilus ölü biyokütlelerinin adsorpsiyon kapasitelerinin sırasıyla 22 

mg/g’dan 48 mg/g’a ve 31 mg/g’dan 53 mg/g’a çıktığını tespit etmişlerdir. Wang ve Chen 

(2009), metal konsantrasyonunun azalmasıyla biyosorpsiyon hızının arttığını ve yüksek 

metal konsantrasyonlarının metal giderim hızında önemli derecede azalmaya neden 

olduğunu rapor etmişlerdir. Jin ve arkadaşları (2016), Pb konsantrasyonunu 80 mg/L’den 

109 mg/L’ye çıkardıklarında, Arthrobacter sp. 25’in adsorpsiyon kapasitesinin kademeli 

olarak arttığını ve 109 mg/L’den daha yüksek konsantrasyonlarda adsorpsiyonun 

azaldığını rapor etmişlerdir. Başka bir çalışmada, 100 mg/L Pb’ye maruz bırakılan 

Arthrobactor GQ-9’un maksimum Pb adsorpsiyon ve biyorpsiyon kapasiteleri sırasıyla, 

17,6 mg Pb/g kuru hücre ve %21,6 olarak bulunmuştur. Çalışmada sonuç olarak, artan Pb 

konsantrasyonlarının rekabetçi adsorpsiyona ve yetersiz adsorpsiyon bölgelerine neden 

olarak biyosorpsiyon oranında azalmaya yol açtığı ileri sürülmüştür (Wang vd., 2018). 

Literatürde rekombinant biyokütleler ile Pb biyosorpsiyonunun yapıldığı çalışmalar da 

bulunmaktadır. Shehata ve Yamazaki (2018), PbrR-SmtB-AT genlerini içeren 

rekombinant E. coli ölü biyokütlesinin 12 saat temas süresi sonunda 100 mg/L Pb’nin 

%77’sini giderdiğini ve 1 gram kuru biyokütlenin 40 mg Pb’yi bağladığını bildirmişlerdir. 

Kao ve arkadaşları (2006), memeli ve balık MT genlerini klonladıkları rekombinant 

suşun, 4 saat sonunda, Pb adsorpsiyon kapasitesinin 40 mg Pb/g kuru hücre ve 

biyosorpsiyon oranının %98 olduğunu belirlemişlerdir. Bu tez çalışmasında sonuç olarak, 

rekombinant ve yabanıl biyosorbentlerin kullanıldığı literatürdeki çalışmalara kıyasla, 

MT3 biyosorbentinin Pb biyosorpsiyon süresinin kısa olması, giderim oranının yüksek 

olması ve maliyetinin düşük olması önemli avantajları olduğu görülmüştür. 

4.5. MT2A ve MT3 Biyosorbentlerinin Tekrar Kullanılabilirliği 

Biyosorpsiyon oranı ilk döngülerde yüksek olup döngü sayısı arttıkça kademeli olarak 

azalmaktadır. Bu durum, metal bağlama bölgeleri ile ilişkilendirilebilir. Biyosorbentin 
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tercih edilmesini, hızlı metal adsorpsiyonu, kolay desorpsiyon, biyosorbentin maliyeti ve 

yeniden kullanılabilirlik yetenekleri etkilemektedir. Adsorbanların malzeme maliyetini 

azaltmak için desorpsiyon ve yeniden kullanılabilirlik en önemli faktörlerdir. 

Biyosorpsiyon/desorpsiyon döngüleri, MT2A ve MT3 biyosorbentlerinin yeniden 

kullanılabilirliğini incelemek için art arda 5 kez gerçekleştirilmiştir. Şekil 3.29 

incelendiğinde, MT2A biyosorbentinin 5 ardışık biyosorpsiyon/desorpsiyon döngüsünü 

yüksek performansta gerçekleştirdiği saptanmıştır. Son döngüde, ilk döngüye kıyasla 

biyosorpsiyon ve desorpsiyon oranlarının sırasıyla 1,4 ve 1,8 kat azaldığı tespit edilmiştir. 

Art arda yapılan biyosorpsiyon/desorpsiyon döngülerinden sonra bu oranların azalması 

beklenen bir durumdur. Benzer durumlar literatür çalışmalarında da tespit edilmiştir.  

Bazzazzadeh ve arkadaşları (2020), HNO3 desorpsiyon çözeltisi ile süspanse ettikleri S. 

tenerrimum biyokütlesinin absorpsiyon/desorpsiyon döngüsünün 5 kere 

tekrarlanabileceğini saptamışlardır. Bir başka çalışmada, Leiotrametes flavida 

biyokütlesinin optimum koşullarda Cr(VI)’yı  %72,4 oranında adsorbe ettiğini rapor 

etmişlerdir. Biyokütle 1M NaOH ile desorbe edildikten sonra Cr(VI)’nın adsorpsiyon 

oranlarını birinci, ikinci ve üçüncü döngü sonunda sırasıyla %60, %45 ve %30 olarak 

bulmuşlardır. Tekrarlanan kullanımlarda adsorpsiyondaki azalmaların alkali koşullar 

altında desorbe edilmeyen biyokütlenin fonksiyonel gruplarına sıkıca bağlanan Cr 

iyonlarından kaynaklanabileceği sonucuna varılmıştır (Antony vd., 2020). Pb’nin MT3 

biyosorbenti biyosorpsiyon/desorpsiyon döngüsünü incelemek için Şekil 3.30’a 

bakıldığında, bu döngünün 4 defa art arda etkili bir şekilde gerçekleşebileceği 

belirlenmiştir. Ancak artan döngü sayısına paralel olarak biyosorpsiyon ve desorpsiyon 

oranlarının azaldığı tespit edilmiştir. 4 döngü sonunda, ilk döngüye kıyasla biyosorpsiyon 

ve desorpsiyon oranlarının sırasıyla 1,5 ve 1,8 kat azaldığı gözlemlenmiştir. Desorpsiyon 

(rejenerasyon) işleminin ardından biyosorpsiyon kapasitelerindeki azalmaya biyosorbent 

kaybı, biyosorbentin yapısal hasarı ve metal kompleksi tarafından bağlanma bölgelerinin 

tıkanması gibi çeşitli faktörler neden olabilir (Huang ve Liu, 2013).  

4.6. Adsorpsiyon İzotermleri 

Çalışmada Cr ve Pb’nin yaygın olarak kullanılan Langmuir ve Freundlich izoterm 

modellerine uygunluğu araştırılmıştır. Cr ve Pb’nin adsorpsiyon izotermlerinin 

korelasyon (R2) değerleri incelendiğinde, her iki metalin de Langmuir izoterm modeline 

daha uygun olduğu gözlemlenmiştir (Tablo 3.2-3.3). Bu da Cr ve Pb adsorpsiyonunun tek 
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katmanlı ve homojen biyosorbent yüzeyinde gerçekleştiği anlamına gelmektedir. Bu 

çalışmadaki bulgular benzer şekilde Aeromonas caviae (Loukidou vd., 2004), Laminaria 

japonica (Wang vd., 2008) ve Pseudomonas sp (Ziagova vd., 2007) biyosorbentleri ile 

Cr adsorpsiyonunun Langmuir izoterm modeline uygun olduğunu gösteren çalışmalar 

mevcuttur. Cr için, Langmuir izoterm modelinde RL boyutsuz tersinirlik değerleri; 0,02-

0,1 arasında olması (RL değerlerinin 0 ile 1 arasında olması) Langmuir izoterm modeline 

uygun olduğunu doğrulamaktadır. Tablo 4.1’de Cr ve Pb’nin boyutsuz bir katsayı olan 

RL 

değerleri 

verilmiştir.  

Tablo 4.1. Biyosorpsiyonun RL değerlerine göre değerlendirilmesi 

Metal Başlangıç Metal 

Konsantrasyonu (mg/L) 

RL Değerlendirme 

 

 

Cr 

50 

100 

150 

200 

250 

0,11 

0,05 

0,04 

0,03 

0,02 

 

 

Elverişli 

 

 

Pb 

50 

100 

150 

200 

0,08 

0,04 

0,03 

0,02 

 

 

Elverişli 
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Tablo 4.1 incelendiğinde, Cr ve Pb’nin bütün başlangıç konsantrasyonlarının RL 

değerlerinin 0-1 arasında olduğu tespit edilmiştir. Bu aralıktaki RL değerleri adsorpsiyona 

elverişli olduğunu göstermektedir (Al-Ghouti ve Daana, 2020). Langmuir modeli 

kullanılarak tahmin edilen Cr’nin qm (maksimum biyosorpsiyon kapasitesi) 133,33 mg/g 

iken, biyosorpsiyon deneylerinde en yüksek Cr biyosorpsiyon kapasitesi 125,1 mg/g 

bulunmuştur. Tablo 3.3 incelendiğinde, Langmuir izoterm modelinde Pb’nin hesaplanan 

qm değeri 50 mg/g iken, deneysel Pb biyosorpsiyon kapasitesi 48 mg/g bulunmuştur. 

Tunalı Akar ve arkadaşları (2009), Symphoricarpus albus tarafından Pb’nin 

biyosorpsiyon verilerinin Langmuir izotermine daha iyi uyduğunu ve tek tabakalı 

maksimum biyosorpsiyon kapasitesinin 15 ºC’de 46,4 mg/g olduğunu tespit etmişlerdir. 

Bir diğer çalışmada Pb biyosorpsiyonunun Chelatococcus sp. biyokütlesinde tek tabakalı 

olarak gerçekleştiği ve Langmuir izoterm modeline daha çok uyduğu rapor edilmiştir 

(Chintalpudi vd., 2021). Cr ve Pb adsorpsiyonunda deneyde elde edilen veriler ile 

Langmuir modeline göre hesaplanan qm değerlerinin birbirine yakın olması yapılan 

deneylerin doğruluğunu göstermektedir. Sonuç olarak, Cr ve Pb’nin Langmuir izoterm 

modeline daha elverişli olduğu ve daha iyi açıklanabildiği tespit edilmiştir.  

4.7. Adsorpsiyon Kinetiği 

Cr ve Pb biyosorpsiyonlarının kinetiklerini incelemek için yalancı birinci dereceden ve 

yalancı ikinci dereceden kinetik modelleri kullanılmıştır. Tablo 3.5 ve Tablo 3.6 

incelendiğinde, her iki metalin R2 değerlerinin yalancı birinci dereceden kinetik modele 

daha uygun olduğu gözlemlenmiştir. Cr ve Pb için kinetik modeller kullanarak hesaplanan 

qe değerleri ile deneyler sonucunda belirlenen qe değerlerinin yalancı birinci dereceden 

kinetik modelde birbirlerine yakın olduğu görülmüştür (Tablo 3.5-3.6). Bu bağlamda Cr ve 

Pb biyosorpsiyonlarının yalancı birinci dereceden kinetiğe daha uygun olduğu ve bu 

model kullanılarak daha iyi açıklanabileceği sonucuna varılmıştır. Paul ve arkadaşları 

(2012), Acinetobacter junii biyosorbentinin Cr(VI) adsorpsiyonunun yalancı birinci 

dereceden kinetik modele uyduğunu bildirmiştir. Benzer gözlem P. aeruginosa PU21 

biyosorbenti ile Pb adsorpsiyonunda da tespit edilmiştir (Lin ve Lai, 2006). 

4.8. Adsorpsiyon Termodinamiği 

Cr ve Pb biyosorpsiyonlarını termodinamik olarak incelemek için Tablo 3.6 ve Tablo 

3.7’ye bakıldığında, Cr ve Pb’nin ΔH değerlerinin negatif olduğu gözlemlenmiştir. Bu 
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da, her iki biyosorpsiyon prosesinin ekzotermik olduğu anlamına gelmektedir. Benzer 

şekilde Cr ve Pb’nin ΔS ve ΔG değerleri de negatif bulunmuştur. ΔS’nin negatif olması, 

düzensizliğin azaldığı anlamına gelir. Çözünmüş Cr ve Pb moleküllerinin 

entropilerindeki azalma bu moleküllerin, çözeltideki düzensiz fazdan düzenli katı faza 

geçme eğilimlerinden kaynaklanır (Kayacan, 2007). Cr ve Pb’nin tüm sıcaklıklardaki ΔG 

değerleri negatif bulunmuştur. Bu da Cr ve Pb biyosorpsiyonlarının dışardan enerjiye 

ihtiyaç duymadan kendiliğinden gerçekleştiği ve iki metalin biyosorpsiyonlarının fiziksel 

olduğu anlamına gelir (Savcı, 2010). 

4.9. Hücrelerin SEM ve STEM Analizi ile Cr ve Pb’nin Hücreler Üzerindeki 

Etkilerinin İncelenmesi 

4.9.1. Hücrelerin SEM Görüntüleri 

Metal uygulandıktan sonra hücreye ne kadar zarar verdiğini ve metallerin hücre içinde mi 

yüzeyinde mi biriktiğini tespit etmek için hücrelerin SEM ve STEM görüntüleri 

alınmıştır. Hücrelerin SEM görüntülerini incelemek için Şekil 3.41, 3.42 ve 3.43’e 

bakıldığında, metal uygulanmayan kontrol hücrelerinin hücre yapılarının düzgün ve 

pürüzsüz olduğu, metal uygulanan tüm suşların morfolojik yapılarının bozulduğu, üst üste 

geldiği ve deformasyona uğradığı gözlemlenmiştir.  

Cr(VI) uygulanan E. coli Jm109’un SEM görüntüsüne bakıldığında, hücrelerin üst üste 

bindiği ve uzadığı görülmüştür (Şekil 3.41 (b)). Cr(VI)’ya maruz kalan MT2A 

hücrelerinin üst üste bindiği, uzadığı ve dağıldığı gözlemlenmiştir (Şekil 3.42 (b)). Şekil 

3.43 (b)’ye bakıldığında Cr(VI) uygulanan MT3 suşunun uçlarında kopmalar ve 

kırılmalar olduğu tespit edilmiştir. SEM görüntülerinde Cr’ye maruz kalan hücrelerin 

morfolojisindeki değişiklikler ve EDX spektrumlarındaki Cr piki, Cr toksisitesine karşı 

hücreler için koruyucu bir strateji olarak hücre yüzeyinde veya içinde Cr(III) birikimini 

gösterebilir. Bu bilgilerden yola çıkarak çalışmada hücrelerde biriken Cr formunun 

Cr(III) olabileceği düşünülebilir. 

Benzer durum Pb uygulanan hücrelerde de gözlemlenmiştir. Şekil 3.41 (c)’ye 

bakıldığında, Pb’ye maruz bırakılan E. coli Jm109’un hücre yüzeyinde bozulmalar 

olduğu ve hücrelerin yapıştığı tespit edilmiştir. Pb ile muamele edilmiş MT2A 

hücrelerinin, kontrol MT2A hücrelerine kıyasla daha yoğun ve daha pürüzlü bir yüzeye 

sahip olduğu görülmüştür. Ayrıca kontrole kıyasla, Pb ile muamele edilmiş MT2A 
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hücrelerinin daha fazla hasar gördüğü ve birbirine yapıştığı tespit edilmiştir (Şekil 3.42 

(c)). Pb uygulanan MT3 hücresinin kontrol MT3 hücresine kıyasla uç kısımlarında 

kırılmalar ve kopmalar olduğu gözlemlenmiştir (Şekil 3.43 (c)). Pb uygulanan tüm 

hücrelerin EDX spektrumlarında Pb piki varken kontrol gruplarında Pb piki 

görülmemiştir (Şekil 3.41, 3.42, 3.43 (e-f)). Bu pikler hücre yüzeyinde Pb birikimi olduğu 

anlamına gelebilir. Cr ve Pb uygulandıktan sonra bakteri şeklindeki bu değişikliklerin 

nedeni, bakteri yüzeyinde biriken Cr ve Pb olabilir. Bir başka olası neden de bakteriler 

toksik metallere maruz kaldığında, hücrelerin kümeleşerek veya yapışarak bir araya gelip 

kendilerini korumak için savunma mekanizması geliştirebilmesidir (Karthik vd., 2017; 

Varınca vd., 2021). Strese bağlı morfolojik değişiklikler, hücrenin hayatta kalmasında, 

metabolik aktivitelerde dolayısıyla atıksudan metal gideriminde önemli bir role sahip 

olabilir (Garg vd., 2013). Literatürde bu çalışmadaki bulguları destekleyen araştırmalar 

bulunmaktadır. Naik ve arkadaşları (2012), ağır metal maruziyeti nedeniyle hücre 

şeklinde oluşan değişikliğin ağır metallerin toksisitesine direnmek için geliştirilen bir 

mekanizma olduğunu ileri sürmüştür. Karthik ve arkadaşları (2017), Cr(VI) uygulanan 

hücrelerin artan Cr(VI) konsantrasyonları ile küme benzeri morfoloji gösterdiğini 

bildirmişler ve hücrelerin küme oluşumlarının bakteri hücrelerini Cr tarafından 

indüklenen kimyasal strese maruz kalmaktan korumuş olabileceğini belirtmişlerdir. Garg 

ve arkadaşları (2013) benzer bir gözlem yaparak, 500 mg/L Cr(VI) uygulanan ve Cr(VI) 

uygulanmayan (kontrol) P. putida hücrelerinin SEM morfolojisindeki farklılıklara dikkat 

çekmiştir. Başka bir çalışmada, 100 mg/L Cr(VI) ve 160 mg/L Pb ayrı ayrı Rhodobacter 

sphaeroides SC01 hücresine uygulandıktan sonra hücrelerin büzüldüğü ve buruştuğu 

tespit edilmiştir. Ayrıca çalışmada, hücre kalıntılarının oluştuğu saptanmıştır (Su vd., 

2020). Sagar ve arkadaşları (2017), ağır metal toksisitesine maruz kalan bakteri 

hücrelerinin yapışmasının ve fiziksel parçalanmasının, toplam yüzey alanında azalmaya 

neden olduğunu ileri sürmüştür. Literatürde rekombinant hücrelerin SEM görüntüleri ile 

ilgili az sayıda çalışma bulunmaktadır. Uçkun ve arkadaşları (2021a), 25 mg/L Cd 

uyguladıkları E. coli MT3 rekombinant suşunun SEM görüntülerinde, hücrelerin 

morfolojik yapılarının bozulduğunu ve uçlarının kırık olduğunu bildirmiştir. Bir başka 

çalışmada, 1 mg/L As’ye maruz bırakılan E. coli MT2’nin SEM görüntülerinde, 

hücrelerin birbirine yapıştığı, biraz uzadığı ve kontrole göre hafif süngerimsi bir 

görünüme sahip olduğu gözlemlenmiştir (Uçkun vd., 2021b). Das ve arkadaşları (2021), 

Cr(VI) uygulanan bakteri hücrelerinin EDX piklerinin hücrelerin dış yüzeyinde adsorbe 
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edilen veya çökeltilen Cr partiküllerinin, Cr(III) olabileceğini ileri sürmüşlerdir. Öte 

yandan, Zhu ve arkadaşları (2008), Cr(VI) uyguladıkları bakteri hücrelerinin EDX 

piklerinin Cr(OH)3’ün hücre yüzeyine bağlanmasından kaynaklanabileceğini 

bildirmişlerdir. Benzer bulgu Pb uygulanan Rhodobacter sphaeroides SC01’in EDX 

analizinde görülmüştür (Su vd., 2020). 

4.9.2. MT2A ve MT3 Hücrelerinin STEM Görüntüleri 

Cr’nin MT2A hücresinde ve Pb’nin MT3 hücresinde, hücre içi birikimlerini tespit etmek 

için STEM analizi yapılmıştır. Şekil 3.44 (b)’ye bakıldığında 25 mg/L Cr(VI) uygulanan 

MT2A hücrelerinin STEM görüntülerinde, hücre içi Cr çökelmesini temsil edebilecek 

bariz siyah noktalar görülmüştür. Bu siyah noktalar Cr(VI)’nın Cr(III)’e indirgenmiş 

formu olabilir. Cr uygulanmayan kontrol MT2A hücrelerinde ise bu siyah noktalar 

görülmemiştir (Şekil 3.44 (a)). Cr(VI)’nın çeşitli bakteri hücrelerine uygulanması 

sonucunda hücre içinde gözlenen bu siyah noktaların Cr(III) olabileceği farklı 

araştırmacılar tarafından rapor edilmiştir (Karthik vd., 2017; Liu vd., 2019; Sturm vd., 

2018; Su vd., 2021; Zeng vd., 2019). Cr’ye maruz kalan başka hücreler ile ilgili yapılan 

çalışmalardaki TEM görüntülerinde de bu çalışmadaki bulgulara benzer şekilde siyah 

nokta kümelerinin oluştuğu tespit edilmiştir. Li ve arkadaşları (2021), yürüttükleri 

çalışmada, STEM analizi ile bakterilerin (Stenotrophomonas acidaminiphila 4-1) hücre 

içindeki Cr varlığını parlak parçacıklar olarak belirlemiştir. Benzer şekilde farklı 

araştırmacılarda, bu siyah noktaların Cr(VI)’nın indirgenmesi sonucu oluşan Cr(III) 

olabileceği öne sürmüştür (Pei vd., 2020, Karthik vd., 2017; Liu vd., 2019; Sturm vd., 

2018; Su vd., 2021; Zeng vd., 2019). Bu çalışmadaki bulguya benzer şekilde, Pei ve 

arkadaşları (2020), Cr(VI) uyguladıkları E-mcr geni klonlanan rekombinant E. coli’nin 

TEM görüntülerinde, hücrelerin içinde görülen siyah nokta kümelerinin Cr(III) 

olabileceğini ileri sürmüşlerdir. 

Pb uygulanan MT3 hücrelerinin sitoplazmasında kontrollerinden farklı olarak kümeler 

bulunduğu tespit edilmiştir (Şekil 3.45 (b)). Pb uygulanan MT3 hücrelerinin sitoplazmik 

bölgesinde ince elektron yoğun opak partiküller gözlenirken, kontrol hücrelerinde bu 

tortular görülmemiştir (Şekil 3.44 (a)). Bakteri hücrelerinin içindeki bu kümelenmenin 

görünümünün, nanometrik Pb parçacıklarının hücre içi birikiminin bir göstergesi olduğu 

düşünülebilir. Bulgular, bu konuda yapılan çalışmalarla uyumludur. Teemu ve arkadaşları 
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(2008), Pb bağlanmasından sonra liyofilize Bifidobacterium longum ve Lactobacillus 

fermentum ME3’ün hücre yüzeyinde yoğun olarak Pb birikintisi olduğunu tespit 

etmişlerdir. Zhai ve arkadaşları (2016), bu birikime yüzey yükündeki değişikliğin neden 

olduğunu bakteri hücreleri tarafından bir tür kendini koruma mekanizması olabileceğini 

ve ağır metal maruziyeti ile artan yüzey proteinlerinin dejenerasyonunun ve hücrelerin 

toplanmasına yol açmış olabileceğini rapor etmişlerdir. Uçkun ve ark (2021a), Cd 

uyguladıkları rekombinant E. coli MT3 ve kontrol E. coli MT3 (Cd uygulanmamış) 

hücrelerinin STEM görüntülerinde önemli farklılıklar olduğunu tespit etmişlerdir. Cd 

uygulanan E. coli MT3 hücrelerinin sitoplazmasında kümeler oluştuğunu ve bu kümelerin 

Cd birikiminden kaynaklanıyor olabileceğini ileri sürmüşlerdir. Pek çok araştırmacı, 

farklı ağır metalleri uyguladıkları bakteri hücrelerinin TEM görüntülerinde opak ve 

yoğun elektron parçacıklarının bulunduğunu gözlemlemişlerdir (Bhattacharya vd., 2013; 

Samuel vd., 2013; Yao vd., 2020; Shi vd., 2020). Bu araştırmalar elde edilden bulguları 

desteklemektedir.  

4.10. Fonksiyonel Grupların Cr ve Pb Biyosorpsiyonuna Etkisi 

Çalışmada, bakteriyel fonksiyonel gruplar ile Cr ve Pb iyonları arasındaki etkileşimi 

araştırmak için FTIR spektrumları alınmıştır (Şekil 4.39-4.40). FTIR spektrumlarında 

kontrole kıyasla 25 mg/L Cr uygulandıktan sonra önemli piklerin olduğu ve 

yoğunluğunun değiştiği görülmüştür (Şekil 4.39). Bakterilerin yapısal bileşenleri olan 

oligosakkarit, protein ve lipid gruplarına ait pikler net olarak gözlemlenmiştir. Cr(VI) 

uygulandıktan sonra 1233 cm-1, 1379 cm-1, 1514 cm-1 ve 1632 cm-1’de bulunan piklerin 

1225 cm-1, 1387 cm-1, 1531 cm-1 ve 1626 cm-1 piklerine kaydığı tespit edilmiştir. 3000-

3300 cm-1 aralığında görülen küçük omuz piki, protein yapısındaki N-H bağının hidrojen 

pikidir. Yaklaşık olarak 2850 cm-1 ve 2950 cm-1 aralığında görülen pikler alifatik C-H 

stres pikleridir (Ma vd., 2021). Bu pikler protein ve karbonhidrat yapılarından 

kaynaklanmaktadır. 1620 cm-1’deki amid I zirvesi ve 1530 cm-1’deki amid II zirvesi 

bakteri proteinlerinin neden olduğu amid (peptid) bağı C=O germe titreşimleridir (Zhang 

vd., 2019). Bakteri hücre duvarının yapısındaki gruplardan kaynaklanan P=O bağının 

yaklaşık 1220 cm-1’de piki görülmüştür. Özellikle C=O (karbonil) ve P=O (fosforil) 

gruplarının Cr iyonları ile etkileşimi ve koordinasyon yapılarının oluşması ile pik 

konumları değişmiştir. Bu değişikliğin nedeni koordinasyon yapısının oluşması, halka 

kararlılığı ve koordinasyon bağı kararlılığından dolayı bağların titreşmesidir. Cr iyonları 
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bakteri hücre yapılarında genellikle protein ve polisakkaritlerle koordinasyon oluşturur 

ve bu yapıların bir kısmı polisakkaritlerdeki serbest OH grupları ile etkileşir. Ancak OH 

grupları ile Cr iyonlarının etkileşimi sonunda bu bant pikinin şiddeti kontrole göre 

azalmıştır. Bu değişiklik Cr iyon koordinasyonundan kaynaklanmaktadır. Cr iyonunun 

etkisi altında gözlenen bir diğer değişiklik ise 518 cm-1 civarında gözlenen pikin 

genişlemesidir. Ayrıca literatürde hücre duvarındaki hidroksil ve karboksil gruplarının 

sadece Cr(III) bağlanmasının değil, bakterilerin de Cr(VI) indirgemesinde rol 

oynayabileceği belirtilmiştir (Mangaiyarkarasi vd., 2011). Dolayısıyla FTIR 

spektrumundaki bu değişiklik nedeniyle kontrolün FTIR spektrumundaki bazı grup 

piklerinin redoks reaksiyonlarına girerek azaldığı ve bazı grupların pik şiddetlerinin 

arttığı söylenebilir. Bu nedenle 518 cm-1 civarında pikin şiddeti artmıştır. Tüm bu 

piklerden bakteri hücre yapısında protein ve polisakkarit grupları ile Cr 

koordinasyonlarının oluştuğu görülmüştür. Ayrıca fosfolipid yapılarda P=O grupları ve 

Cr koordinasyonları gözlemlenmiştir. Ayrıca, Cr(VI)’nın Cr(III)’e indirgendiği 

görülmüştür. Sonuç olarak, Cr uygulanan hücrede etkili olan fonksiyonel gruplar; amino 

(amid I, amid II), fosforil ve karbonil olarak belirlenmiştir. Bu bağlamda, bakteri hücre 

yüzeyi fonksiyonel gruplar ile Cr iyonlarının koordine olabileceği ve ortamdaki ağır 

metal toksisitesini azaltmak için kullanılabileceği tespit edilmiştir. Hücreler, ağır 

metalleri bağlarken hücre duvarındaki fonksiyonel gruplarını değiştirerek zorlu koşullara 

dayanabilmektedir (Zakaria vd., 2007). Pradhan ve arkadaşları (2019), hücre duvarındaki 

amin, hidroksil ve karboksil gibi fonksiyonel grupların ağır metallerin emilimini 

sağladığını öne sürmüşlerdir. Karthik ve arkadaşları (2017), farklı konsantrasyonlarda 

Cr(VI) uyguladıkları Cellulosimicrobium funkei AR8 hücrelerinin FTIR sonuçlarında 

fonksiyonel grupların Cr(VI) konsantrasyonuna göre farklılık gösterdiğini 

belirlemişlerdir. FTIR analiz sonuçları incelendiğinde alkanlar, amidler ve amin 

fonksiyonel gruplarının Cr(VI) absorpsiyonunda etkili olduğunu tespit etmişlerdir. Wu 

ve arkadaşları (2019), Bacillus sp.’ye Cr(VI) uygulamasından sonra krom oksit 

birikimine bağlı olarak bir hidroksil pikinin oluştuğunu gözlemlemişlerdir. Bharagava ve 

Mishra (2018) araştırmalarında, Cr uyguladıkları hücrenin FTIR analizi sonuçlarında 

alken, karbonil ve nitro gibi farklı fonksiyonel grupların bulunduğunu belirlemişlerdir. 

Maurya ve arkadaşları (2022), Cr(VI)’ya maruz kalan B. vallismortis hücrelerinde amid 

I, hidroksil, karbonil ve karboksil fonksiyonel gruplarının Cr(VI)’nın bakteri hücre 

yüzeyine bağlanmasında etkili olduğunu rapor etmişlerdir. Su ve arkadaşları (2021), 



133 

 

Cr’nin hücre duvarına fiziksel bağlanmasında amin, hidroksil, karboksil, fosforik ve 

sülfat fonksiyonel gruplarının etkili olduğunu ileri sürmüşlerdir. Bu araştırmalar, tezdeki 

FTIR sonuçlarına benzer olup çalışmayı desteklemektedir.  

Şekil 4.40’a bakıldığında kontrol grubunun, 100 mg/L Pb ile muamele edilen hücreye 

kıyasla piklerin yerinin ve şiddetinin değiştiği görülmüştür. Bu değişiklikler, hücre 

yüzeyindeki fonksiyonel grupların aktivitesinden kaynaklanmaktadır ve Pb’nin hücre 

yüzeyine bağlandığını düşündürmektedir. FTIR analizi sonucunda, kontrol hücresindeki 

3055 cm-1, 2923 cm-1, 2854 cm-1, 1635 cm-1, 1226 cm-1, 1053 cm-1, 519 cm-1 piklerinin 

Pb’ye maruz bırakılan hücrede 3062 cm-1, 2937 cm-1, 2875 cm-1, 1625 cm-1,1219 cm-1, 

1049 cm-1, 536 cm-1 piklerine kaydığı tespit edilmiştir. Kontroldeki 3055 cm-1 pikinin, Pb 

uygulanan örnekte 3062 cm-1’ye kaydığı tespit edilmiş ve pikin N-H (amin) bağına 

karşılık geldiği belirlenmiştir. Kontrol grubundaki 2923 cm-1, 2854 cm-1 piklerinin, Pb 

uygulandıktan sonra sırasıyla 2937 cm-1 ve 2875 cm-1 piklerine kaydığı gözlemlenmiştir. 

Bu kaymalar, alifatik C-H (alkan) fonksiyonel grubunun Pb ile etkileşime girdiğini 

anlamına gelmektedir. Pb biyosorpsiyonu öncesinde 1635 cm-1 bandının Pb 

biyosorpsiyonu sonrasında 1625 cm-1 bandına kaydığı tespit edilmiştir. Bu pikler amid I 

(C=O) gerilme titreşimidir (Zhang vd., 2019). Kontrolde 1226 cm-1 titreşimi, Pb 

uygulandıktan sonra 1219 cm-1’ye kaymıştır. Bu da P=O grubunun spesifik bandıdır 

(Mangaiyarkarasi vd., 2011). Pb uygulanmadan önce 1053 cm-1 spektrumunun Pb 

uygulanan örnekte 1049 cm-1’ya kaydığı görülmüştür. Bu pik S=O (sülfoksit) titreşimine 

karşılık gelir. Polisakkarit gruplarında bulunan C-O gerilme titreşimi sonunda, kontrolde 

519 cm-1 pikinin, Pb uygulanan örnekte 536 cm-1’e kaydığı belirlenmiştir. Tez 

çalışmasında MT3’ün Pb biyosorpsiyonunda, N-H (amin), C-H (alkan), C=O (amid I), 

P=O (fosforil), S=O (sülfoksit), C-O fonksiyonel gruplarının etkili olduğu tespit 

edilmiştir. Pb biyosorpsiyonuna katılan fonksiyonel grupları tespit etmek için birçok 

araştırmacı çalışmalar yapmıştır. Örneğin, Huang ve Liu (2013), Pseudomonas sp. 

LKS06’nın Pb biyosorpsiyonunda amin, karboksil, fosfat ve hidroksil gruplarının etkili 

olduğunu bildirmişlerdir. Sharma ve Shukla (2021) tarafından, B. cereus BPS-9’un Pb’yi 

bağlamasında etkili olan fonksiyonel gruplar C-H, C=C, N=N, N-H ve C-O olarak 

belirlenmiştir. Başka bir çalışmada ise Curtobacterium sp. FM01’in Ni ve Pb’nin 

biyosorpsiyonunda amin, karboksil, hidroksil ve karbonil gruplarının etkili olduğu 

saptanmıştır (Masoumi vd., 2016). 
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4.11. Sonuç ve Öneriler 

 

İçme sularında veya endüstriyel kuruluşların çıkış sularında yüksek konsantrasyondaki 

toksik metallerin giderimine dair geleneksel metotlara alternatif yeni teknolojiler 

araştırılmaktadır. Özellikle ekonomik olması ve sürdürülebilirliği açısından gen 

teknolojisiyle biyolojik arıtımın kullanılması en popüler metotlardan biridir ve en etkili 

gen, protein veya enzimin keşfine yönelik tüm dünyada bir yarış vardır. Literatürde 

sulardan metal gideriminde denenmiş birçok gen bulunmaktadır ancak hala en etkili 

olabilecek genin keşfine dair çalışmalar devam etmektedir. Bu çalışma ile insanlarda Cd, 

Cr ve Hg gibi toksik metalleri bağlama özelliği olan metalloproteinlerden MT2A ve MT3 

bakterilere klonlanarak, Cr ve Pb metallerini bağlama etkinliği araştırılmıştır. Böylece bu 

proteinlerin prokaryotik canlılarda ökaryotlardaki gibi metal bağlamada etkili oldukları 

keşfedilmiştir. Biyolojik arıtım proseslerinde kullanılan en elverişli canlı türü bakteriler 

olduğundan bu proteinlerin bakterilere klonlanarak bakterilerdeki etkinliği belirlenmiştir. 

Tez çalışmasında elde edilen sonuçlar aşağıda sıralanmıştır. 

 Belirlenen MİK değerlerindeki metal konsantrasyonları bakterilerin %90’ının 

üremesini engellediği için bakterilere uygulanmamaktadır. MİK’in alt 

konsantrasyonları, özellikle içme suyu ve deşarj sularındaki standart metal 

konsantrasyonlarını da içerecek şekilde belirlenir. Bu çalışmada Cr ve Pb’nin 

farklı konsantrasyonları bakterilere 24 saat boyunca uygulanmış ve hücrelerin 

maksimum dayanabileceği metal konsantrasyonu (taşıma kapasitesi) tespit 

edilmiştir.  

 E. coli Jm109, MT2A ve MT3 bakterilerinin Cr MİK değerleri sırasıyla, 50, 140 

ve 75 mg/L olarak bulunmuştur. Bu hücrelerin Pb MİK değerleri de sırasıyla 

1000, 1750 ve 2000 mg/L olarak belirlenmiştir. 

 Yapılan bu çalışmada, öncelikle ökaryotik metalloproteinlerin sulardan metal 

gideriminde etkin olduğu ve bu proteinlerden hangisinin Cr ve Pb’ye affinitesinin 

olduğu belirlenmiştir. 50 mg/L Cr içeren sulu çözeltiden toplam Cr giderim oranı 

en yüksek olan suşun %75’lik oranla MT2A olduğu ve kontrol hücresi olan E. coli 

Jm109’dan 2,2 kat daha fazla oranda toplam Cr giderim kapasitesine sahip olduğu 

bulunmuştur. Ayrıca, MT2A suşunun gram kuru hücre başına 46 mg Cr bağladığı 

belirlenmiştir. ICP-MS ile yapılan metal kalıntı analizleri sonuçlarında, hem sulu 
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çözeltilerden hem de krom kaplama tesislerinin çıkış suyundan Cr gideriminde en 

etkin bakterinin MT2A geni içeren rekombinant suş olduğu tespit edilmiştir.  

 50 mg/L Pb içeren sulu çözeltiden en yüksek Pb gideriminin MT3 suşu tarafından 

yapıldığı ve %54 oranında giderildiği tespit edilmiştir. MT3’ün Pb biyogiderim 

kapasitesi, E. coli Jm109’dan 3,6 kat daha yüksek bulunmuştur. 50 mg/L Pb 

uygulanan MT3’ün gram kuru hücre başına 22,5 mg Pb bağladığı belirlenmiştir. 

 Metallerin hem bakteri hücre yüzeyinde hem de hücre içindeki birikim oranlarının 

tespit edilmesiyle, arıtım işleminde canlısının mı (biyoakümülasyon) ölüsünün 

mü (biyosorpsiyon) daha etkili olduğu belirlenmiştir. Çalışmada kullanılan MT2A 

ve MT3 biyosorbentlerinin yüksek Cr ve Pb konsantrasyonlarında daha etkili 

olduğu tespit edilmiştir. 

 Biyosorpsiyon deneylerinde optimum koşulları belirlemek için çalışmalar 

yapılmıştır. Bu çalışmada, Cr biyosorpsiyonu en yüksek verimde pH 2’de 

bulunmuştur.  

 Pb biyosorpsiyonunun en iyi pH 5’te gerçekleştiği tespit edilmiştir. Çünkü daha 

yüksek pH’larda (> 7) Pb, Pb(OH)2 formunda çöker. Bu durumun sorpsiyon 

veriminin azalmasına neden olduğu düşünülebilir. 

 Cr ve Pb biyosorpsiyonları sıcaklık artışı ile azalmıştır. Bu da Cr ve Pb 

biyosorpsiyonlarının ekzotermik olduğunu göstermektedir. Bu durum, artan 

sıcaklıkların Van der Waals kuvvetlerini azaltmasından kaynaklanıyor olabilir 

(Kayacan, 2007). 

 Biyosorbent yüzeyindeki metal bağlayan aktif bölgeler tamamen dolduktan sonra 

yani doyum noktasına ulaşıldıktan sonra artan temas süresinin Cr ve Pb 

biyosorpsiyonunda kayda değer bir değişikliğe neden olmadığı görülmüştür. 

 Sabit metal konsantrasyonunda, biyosorbent konsantrasyonu arttıkça birim 

biyosorbent kütlesi başına bağlanan metal miktarı azalır. Bu durum biyosorbent 

miktarı arttığında doymamış yüzey oluşumundan kaynaklanıyor olabilir. 
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 Artan Cr ve Pb başlangıç konsantrasyonlarının rekabetçi adsorpsiyona ve yetersiz 

adsorpsiyon bölgelerine neden olarak biyosorpsiyon oranında azalmaya yol açtığı 

tespit edilmiştir. Ancak adsorpsiyon kapasitesinin belli bir Cr ve Pb 

konsantrasyonuna kadar arttığı, daha sonra doyum noktasına ulaşarak sabitlendiği 

görülmüştür. 

 MT2A biyosorbentinin sulardan Cr biyosorpsiyonu için optimum koşulları; pH 

2.0, 0,1 g biyosorbent, 25 °C, 150 mg/L Cr ve 60 dakika temas süresi olarak 

belirlenmiştir. MT3 biyosorbentinin sulardan Pb biyosorpsiyonu için optimum 

koşulları ise pH 5.0, 0,2 g biyosorbent, 30 °C, 100 mg/L Pb ve 120 dakika temas 

süresi olarak bulunmuştur. 

 ΔG değerleri Cr ve Pb için uygulanan tüm sıcaklıklarda negatif bulunmuştur. Bu 

da Cr ve Pb biyosorpsiyonlarının dışardan enerjiye ihtiyaç duymadan 

kendiliğinden gerçekleştiği ve biyosorpsiyonların fiziksel olduğu anlamına 

gelmektedir. 

 İzoterm ve kinetik çalışmalar sonunda Cr ve Pb biyosorpsiyonlarının Langmuir 

izoterm modeline ve yalancı birinci dereceden kinetiğe daha uygun olduğu 

belirlenmiştir.  

 Cr uygulanan MT2A biyosorbentinin biyosorpsiyon/desorpsiyon döngüsünün 5 

kez verimli bir şekilde tekrarlanabileceği belirlenmiştir. Pb uygulanan MT3 

biyosorbentinin ise 4 ardışık biyosorpsiyon/desorpsiyon döngüsünü yüksek 

performansta gerçekleştirdiği saptanmıştır. 

 Cr ve Pb uygulanan hücrelerin SEM görüntülerinde, metallerin toksik etkileri 

nedeniyle morfolojik yapılarının bozulduğu görülmüştür. MT2A ve MT3 

hücrelerinin STEM görüntülerinde ise Cr ve Pb uygulanan hücrelerin 

sitoplazmasında siyah noktalar/kümeler tespit edilmiştir. Bu noktaların hücre 

içinde Cr ve Pb birikiminden kaynaklandığı düşünülmektedir. 

 MT2A’da bulunan, amino (amid I, amid II), fosforil ve karbonil fonksiyonel 

gruplarının Cr bağlanmasında etkili iken MT3’e Pb bağlanmasında ise amin, 

alkan, amid I, fosforil, sülfoksit, C-O fonksiyonel gruplarının etkili olduğu tespit 

edilmiştir.  
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 MT2A ve MT3 bakterilerinin arıtım tesislerinde biyolojik arıtım ünitesinde 

kullanılması söz konusu olduğunda, deneysel çalışmalarda belirlenen canlı 

biyokütle konsantrasyonu üniteye aşılanır. Bakteriler LB içerisinde sıvı (mg/L) 

olarak biyoreaktörün kapasitesine göre verilerek arıtım yapılabilir. Eğer arıtım 

maliyetinin düşürülmesi isteniyorsa canlı bakterinin yaşaması için gerekli olan 

besiyeri yerine karbon kaynağı olarak uygun çevresel atıklar (kuruyemiş 

kabukları, atık yağlar, bitki artıkları, peynir altı suyu, melas vb.) kullanabilir. 

Ancak, ölü biyokütlenin yani biyosorbentlerin tekrar tekrar kullanılabilir olması 

ve besiyeri gereksinimlerinin olmaması nedeniyle çalışmada bakterilerin ölüsü 

kullanılarak su ve atıksulardan metallerin biyosorpsiyonu yapılabilir. Üretilen 

biyosorbentler herhangi bir polimere veya manyetik malzemeye tutundurulmadan 

direk olarak içme suları ya da endüstriyel sular arıtıldıktan sonra deşarj öncesinde 

metal gideriminde kullanılabilir. 

 Yeterli biyokütle üretildikten sonra, biyosorbentler çeşitli proseslerde denenerek 

en etkili arıtma yöntemi tespit edilebilir ve böylece arıtımda sürdürülebilirliği 

sağlanabilir. 

 Biyosorbentler Cr ve Pb bağlanması/giderimi ile ilgili başka alanlarda da 

biyoteknolojik araç olarak kullanılabilir. 
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