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OZET
Yiiksek Lisans
MAYALARLA BAKIR GIDERIMINDE SURFAKTANLARIN ETKISi

Hiiseyin Kaan KABADAYI

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisi
Biyoloji Anabilim Dal1

Danigsman: Dog. Dr. Sevgi ERTUGRUL KARATAY

Bu tez calismasinda; uzun yillardir ¢evreyi tehdit eden bakir (Cu™® agir metalinin
mayalarla olan biyogiderimine surfaktanlarin etkisi arastirilmistir. Bu arastirma igin 12
farkli maya izolatinin Cu*? giderim kapasiteleri belirlenmistir. En yiiksek bakir giderim
kapasitesi, 5 numarali maya izolatinda, 25 ppm Cu*? eklenmis besiyerinde iiciincii
giinde % 82.7 olarak bulunmustur. En yiiksek Cu*? giderim kapasitesine sahip maya
izolatinin genetik tiplendirilmesi yapilmis ve Kluyveromyces marxianus oldugu
anlagilmistir. Secilen maya ile yapilan biyoakiimiilsayon ¢aligmalarinda, cu*? baslangic
konsantrasyonu, surfaktan cesitleri ve konsantrasyonlari ve inkiibasyon siiresi gibi
degiskenlerin etkileri incelenmistir. Bu deneyler sonucunda, 0.1 mM SDS varliginda, 25
ppm Cu*® igeren besiyerinde, K. marxianus, % 97.6 Cu*? giderimi yapmustir.
Biyosorpsiyon calismalarinda ise yine secilmis mayanin giderim kapasitesi ile SDS
varhigi, Cu*? baslangic konsantrasyonu, pH ve zaman degiskenleri arasindaki baginti
arastirtlmistir. Biyosorpsiyon ¢aligmalari sonunda 0.1 mM SDS varliginda, 25 ppm Cu*?
iceren, pH 9 olan ortamda % 70.7 Cu*® giderimi gozlenmistir. Tiim bu deneyler
sonunda, mayalarin biyogiderimde basarili organizmalar oldugu ve anyonik
surfaktanlarin biyogiderim kapasitelerini arttirdig1 ortaya konulmustur.

Haziran 2018, 86 sayfa

Anahtar Kelimeler: Bakir, Surfaktan, Kluyveromyces marxianus, biyogiderim



ABSTRACT

Master Thesis

THE USAGE OF SURFACTANTS FOR COPPER (11) BIOREMOVAL
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Ankara University
Graduate Scholl of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Proj. Dr. Sevgi ERTUGRUL KARATAY

In this dissertation thesis, the effects of surfactants on the yeast mediated bioremoval of
copper (Cu*?®) heavy metals, which has been threatening the environment for many
years, was investigated. Cu*? removal capacities of 12 different yeast isolates were
determined for this study. The highest copper removal capasity was found in yeast
isolate number 5, at the third day % 82.7 in the medium supplemented with 25 ppm
Cu*®. The genetic identification of the yeast isolate with the highest Cu*? removal
capacity was made and as a result, the yeast isolate was found to be Kluyveromyces
marxianus. In the bioaccumulation studies, the effects of variables such as initial
concentrations of Cu*?, surfactant types and concentrations, and the incubation time
were investigated with the selected yeast. As a result of these experiments, in the
medium containing 0.1 mM SDS and 25 ppm Cu*?, K. marxianus achieved % 97.6 Cu*?
bioremoval. On the other hand, in the biosorption studies, The relationship between the
Cu*? removal capacity of the selected yeast and the variables including the presence of
SDS, the initial concentrations of Cu*?, pH and time were revealed. As a result of these
biosorption studies, % 70.7 Cu*? bioremoval was observed in the medium containing
0.1 mM SDS and 25 ppm Cu* at pH 9. In the light of these results. it was concluded
that yeasts are successful organisms at bioremoval and the anionic surfactants increase
its bioremoval capacity in general.

June 2017 86 pages
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1. GIRIS

Giin be giin artan niifusla beraber dogal ortamlardaki kirlilikte ayn1 hizda artmaktadir.
Bu kirliligin iktisadi ve beseri hayat iizerinde etkileri yadsinamaz hale gelmistir. Her ne
kadar giintimiizde kirliligin artmamas1 igin tretim siirec¢leri diizenlense de Kkirlilik
artisginin Oniine gegilememektedir (Litchfield 2005). Kirlilik kiiresel bir problemdir.
Siirdiiriilebilir kalkinma Oniindeki en biiyiikk problemlerden biri yine kirliliktir. Bu
durum ayrica ekosistemin dengesini mahveder, biiyiik ekonomik kayiplara neden olur
ve insan sagligina zarar verir. Toprak kirliligi, ¢cevreye zararli endiistriyel atiklarin,
maden atiklarin, atik giderimine ugramamasi, stoklarin yetersizligi veya sorumsuzca

atik giderimi yapilmasindan kaynaklanmaktadir (Tabak ve Lens 2015).

Sanayi devriminden sonra hizli bir artis gosteren agir metal kirliliginin 6niine gegilmesi
bu yiizden diinyamiz ve iilkemiz i¢in siirdiirebilir bir kalkinma saglanmasi yoniinden

hayati 6neme sahiptir (Litchfield ve Carol 2005).

Ekosistemdeki mikroorganizmalar dogal yasam dongiileri sirasinda ortamdaki atiklar
pargaladifi  insanlar  tarafindan  uzun  yillardir  bilinmektedir.  Insanlar
mikroorganizmalarin bu oOzelliklerini, tarimsal, evsel ve endiistriyel faaliyetlerde
kullanmiglardir (Litchfield ve Carol 2005). Bununla birlikte, kentlesme ile beraber
diinya daha endiistriyel bir sisteme gectiginde, insanlar biyolojik giderim konusuna daha
aktif bir sekilde ilgi gostermislerdir. Biyoremediasyon, organik atiklarin kontrollii
kosullar altinda, zararsiz bir duruma veya diizenleyici otoriteler tarafindan belirlenen
konsantrasyon limitlerinin altindaki seviyelere kadar biyolojik olarak indirgendigi siireg
olarak tanimlanir (Boopathy 2000). On dokuzuncu yiizyilin sonlarinda, atik su aritma
tesisleri kurulmustur. Fakat buna bugiin ki anladigimiz manada biyoremediasyon demek
giictiir. Biyolojik giderim hareketinin baglangi¢ kiviletmi, Raymond ve digerleri
tarafindan (1975) "Petrol Uriinleri igeren Yeralti Sularinda Bakteriyel Etkinligin
Faydalar" adli ¢alisma ile beraber cakilmistir. Petrol varligi ile bakteriyel varligin
arasindaki iligkiyl hakkindaki bu caligma topraga besin maddelerinin eklenmesinin, yag
giderimini hizlandirdigini ortaya koymustur. Bu, in situ biyoremediasyonun gelisimine
yol agmustir (Litchfield ve Carol 2005).



Su ortamina, insanlar tarafindan madde veya enerji aktarimiyla su kirlenir. insan
faaliyetleri ile su devamli olarak kirletilir. insan ve hayvan atiklar1 suyu biyolojik olarak
kirletir. Su igerisine karisan atik maddelerdeki organik maddeler bazi1 bakterilerin
yardimi ile biyooksidasyona ugrar ve zararsiz duruma doniistiiriilir. Bu durumun
olabilmesi icin bazi bakteri gruplarimin ve fazla miktarda ¢oziinmiis oksijenin suda
bulunmasi gerekir. Akarsulara gollere ve denizlere bosaltilan anorganik, organik ve
toksik maddelerin oldukca fazla olmasi durumunda, sudaki oksijen azalmaktadir,
oksijen azalmasiyla biyogiderim igin bulunmasi kritik 6neme sahip bakteriler 6lmekte
ve su kaynaklar1 kirlenmektedir. Suyun kirlenmesinde en 6nemli etken suyun ¢oziicii

ozelligidir (Anonim. 1986).

Arastirmacilar, su kirliligi ile hepatit, kolera, dizanteri, kriptosporidiyoz, giardiyaz,
diyare ve tifo gibi akut su yoluyla bulasan hastaliklar arasindaki baglantiyr rapor
etmiglerdir. Su kirliliginin artan olumsuz etkileri, kanserojen hastaliklara yakalanma
riski tagiyan insan sayisinda dramatik bir artisa neden olmustur. Kirliligin saglik
tizerindeki olagandis1 etkileri hakkinda bildiklerimizin ¢ogu, kirlilik seviyelerinin
nispeten diisiik oldugu gelismis tilkelerde rapor edilen verilerden elde edilmektedir.
Gelismekte olan tlkeler gelismis iilkelerle gore su kirliligi kaynakli daha ciddi saglik
riskleri ile kars1 karsiyadir. Diinyadaki 2.3 milyar insan suyla ilgili hastaliklardan
muzdariptir. Bunlarin 2.2 milyarlik kismi gelismekte olan iilkelerde ki insanlardir.
Gelismis tlkelerdeki diisiik su kirliligi seviyeleri dikkate alindiginda, gelismekte olan
ilkelerdeki su kirliligi ile halk sagliginin arasindaki ters iligki net bir sekilde goze

carparmaktadir (Chen vd. 2004).

Surfaktan kelime olarak "ylizeyi saran" anlamina gelmektedir. Surfaktan maddeler,
suyun ylizey gerilimini diisiiriirler. Bu nedenle "yiizey aktif" maddeler olarak anilirlar
(Homberg ve Jonsson 2003). Surfaktanlar su-petrol yiizeyi, hava-su yiizeyi, sivi-kati
yiizeyi gibi farkli ylizeyleri bir araya getiren 6zellik gosterirler. Surfaktan denince akla,
alkil siilfat, alkil siilfonat, etoksillenmis yag asitleri, sodyum tuzlar1 gibi organik
bilesikler gelir. Surfaktanlar genellikle yapisal olarak uzun bir molekiiliin ucundaki

afinitesi yiiksek baska bir grupla karakterize edilir. Surfaktanlar bu grubun kimyasal



durumu agisindan iyonik ve iyonik olmayan (noniyonik) olmak iizere nitelendirilirler
(Hamme vd. 2006).

Surfaktanlarin genis uygulama alanlart vardir. Surfaktanlar notral molekiillerin
¢oOziiniirlestirilmesinden kozmetik, misel katalizi, ayirma islemleri, tekstil boyamasi gibi

bir ¢ok farkli alanda faydalanilir (Nguyen vd. 1986).

Egemen toprak kirleticileri agir metaller, toksik organik maddeler ve radyoniiklidlerdir.
(Tabak ve Lens 2015) . Birgok sanayilesmis tilke ve bolgede toprakta artan agir metal
miktarlar bildirilmistir. Krom, kadmiyum, civa ve kursun gibi metaller ve metaloidleri,
besin zinciri, kirlenmis toprak veya suya dogrudan maruz kalma yoluyla ekosistemi ve

insan sagligini tehdit edebilir (Wuana ve Okieimen 2011).

Tiim bu bilgiler 151¢1nda agir metallerin yeterince iyi 1slah edilmemesi durumunda gevre
ve halk saghigini tehdit edecegi agiktir. Bahsi gecen bu tehditti bertaraf etmenin en
uygulanabilir ve verimli yollarindan birinin biyogiderim oldugu siiphe gotiirmez bir

gergektir. Bu noktada bu tez calismasinin konusu ortaya ¢ikmaktadir.

Bu ¢alismada bakir biyogideriminde surfaktan etkisi arastirilmistir. Bu siirecte Ankara
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji Arastirma Laboratuvari
kiiltiir  koleksiyonunda bulunan maya izolatlarinin bakir giderim kapasiteleri
bulunmustur. Bu kapasitelerin surfaktana bagli degisimi gézlenmistir. Bu degisimlerde
en 1yi pozitif yondeki degisimi gordiigiimiiz suslarin farkli bakir konsatrasyonlari
altinda verdigi tepkiler incelenmistir. Arindan surfaktanlarin, bakir konsatrasyonu ve
inkiibasyon siiresine bagli olarak mayalarin biyogiderim yetenekleri iistiinde etkileri

arastirilmastir.



2. KURAMSAL TEMELLER ve KAYNAK OZETLERI

2.1 Agir Metaller

Agir metaller yogunlugu 5 glcm3’ten biiyiik veya atom agirligi 50 ve daha biiyiik olan
elementlerdir. Atom agirligi 63.546 olan bakir elementi de bir agir metaldir. Agir
metaller yer kiirede dogal olarak bulunurlar. Bozunmalar1 ve yok edilmeleri miimkiin
degildir. Insan viicuduna gidalar igme sular1 hatta hava ile girmektedir. iz elementler
icerisinde yer alan bazi agir metaller metabolizmalarin islevselligini siirdiirmesi i¢in
hayati Oneme sahiptir. Fakat metabolizmalarin bu gereksinimleri ¢ok diisiik
konsantrasyonlarla sinirhidir. Iste bu yiizden yiiksek konsantrasyonlarda, agir metaller
zehirli etkiye sahiptirler. Agir metallerin biyobirikimi sonucunda organizmalar biiyiik
zararlar gorebilir. Biyobirikim, zaman igerisinde organizmalardaki kimyasal
konsantrasyonun o kimyasalin dogadaki konsantrasyonuyla karsilastirildiginda artmasi
demektir (Tabak vd. 2005). Agir sanayi tesislerindeki artis ve endiistrilesme siireci
dogal ortama yayilan agir metal miktarinda ciddi bir artisa neden olmustur. Bu artig

canlilar tizerinde olumsuz etkiler dogurmustur (Tabak ve Lens 2015).

Agir metal kirliligi, metal kaplama tesisleri, madencilik iglemleri ve tabakhane gibi
bircok sanayi tesisinin sulu atiklarinda goriilebilir. Birgok askeri iis ve g¢evresindeki
topraklarda agir metal kontaminasyonu goriiliir. Agir metallerin yeralt1 sular1 ve yiizey
sularma da karigma riski bulunmaktadir. Bu faaliyetler sonucu ortaya c¢ikan bazi
metaller kadmiyum (Cd), krom (Cr), kursun (Pb), civa (Hg) ve bakir (Cu)’dir. Agir
metaller biyolojik olarak pargcalanmaz bu yiizden canli organizmalarda birikme
egilimindedirler. Bu birikim ¢esitli hastalik ve rahatsizliklara neden olur. Agir metaller,
yerylizliniin kabugunun dogal bilesenleri olup, bir¢cogu canlilar i¢in gerekli olan mikro
besin maddeleridirler, ancak yiliksek konsantrasyonda siddetli zehirlenmelere neden

olabilir (Gerson 1993).

Iyonik tiirlerdeki agir metallerin en toksik formlari, Cd*?, Pb*?, Hg*?, Ag*?, As™ ve Cu*?
gibi daha kararl1 oksidasyon durumlarinda olanlaridir ve bunlar ayrismasi zor, son

derece stabil, biyotoksik bilesikler olusturma yolunda viicuttaki biyolojik molekiiller ile



reaksiyona girmektedir. Cevrede, agir metaller genellikle pestisitler ve petrol yan
tirtinleri gibi organik kirleticilerden daha kalicidir. Bu tlir metaller biyolojik olarak

bozunabilir degil, transfer edilebilirdiler. (Tabak ve Lens 2015)

Agir metal bir kimyevi halden digerine degisebilir, bu da hareketliliklerini ve
toksisitelerini degistirir. pH ve iyon degisimine bagl olarak, bu maddeler topraklarda
hareketli hale gelebilir. Bu nedenle, farkli katmanlardaki topraklardan yikanarak yeralti

sularina karigabilir. Canli organizmalar i¢in biyoyararlanilabilir hale gelirler (Santona

vd. 2006).

Avrupa ve Amerika topraklarina agir metal birikimi 939.000 t bakir, 783.000 t kursun,
1.372.000 t ¢inko ve 22.000 t kadmiyum ulagmistir (Hazra vd. 2012).

1999°da, Brezilya’nin Sao Paulo eyaletinde meydana gelen bir olayda ilgedeki en biiyiik
otomobil akiisii tireticilerinden Ajax Akiimiilator Endiistrisinin atiklarinin 113 gocuga
bulastig1 bildirildi. Bacalarin 10 mg/dekilitreden daha yiiksek oranda gaz salmakta
oldugu tespit edilmistir. Ayn1 zamanda S3o Paulo eyaletindeki Paulinia kenti, Shell
Chemical tarafindan kirletildigi tespit edildi. Incelenen 166 kent sakininin arasindan %
53’linde kronik olmak {iizere, % 56’sinda viicutlarindaki bakir, ¢inko, aliiminyum,
kadmiyum, arsenik ve manganez konsantrasyonlarinin saglikli sinirin iistiinde oldugu
gozlenmistir. Dahasi, karaciger tiimorleri, tiroid tliimorleri, norolojik bozukluklar,
dermatit, alerjik rinit, gastrointestinal, pulmoner ve hepatik bozukluk insidansi gibi

vakalarin son zamanlarda ciddi oranda arttig1 ortaya konulmustur (Teixeira vd 2014).

2.1.1 Bakir

Bakir, karacigerde en yliksek konsantrasyonda bulunmak {izere cesitli hiicreler ve
dokularda kiigiik miktarlarda bulunan 6nemli bir eser elementtir (Turnlund 1998). Cu®
iyonlar1 oksitlenmis Cu*? veya indirgenmis Cu* halde bulunabilir (Linder vd. 1996).
1920’lerde hayvanlarda anemi tedavisi igin bakir takviyeleri kullanilmistir. (Hart vd.
1928). 1960’larda insanlarda bakir eksikligi goriilmiistiir (Cordano vd. 1964). Bakir bir



kofaktor olarak islev goriir ve sitokrom c¢ oksidaz, tirozinaz, p-hidroksifenil piruvat
hidrolaz, dopamin beta hidroksilaz, lisil oksidaz ve bakir-¢inko superoksidaz dismutaz
gibi ¢esitli 6nemli enzimlerin yapisal ve katalitik 6zellikleri igin gereklidir. Bu enzimler,
organizmada biiylime, gelisme ve onarim faaliyetleri i¢in gerekli olan bir dizi biyolojik

islemde gorev alirlar (Uauy vd. 1998).

Bakir alimi, gida se¢imlerine ve diyete bagli olarak biiylik 6l¢iide degisir. Memelilerin
en biiyiik bakir kaynaklar1 tiikettikleri sulardan ¢ok yiyeceklerdir. Bakir bakimindan
zengin gidalar arasinda istiridye, karaciger, findik, baklagiller, tam tahillar ve
kurutulmus meyveler bulunur (Sandstead vd. 1995). Kaynak sularinda, organik
maddeye bagli olmak kaydi ile ortalama bakir konsantrasyonu 4-10 pg/L’dir
(Barceloux 1999). i¢gme suyu, giinliik ortalama bakir ihtiyacinin yaklasik % 6-13’iinii
karsilar. Igme suyundaki izin verilen maksimum bakir konsantrasyonu ABD EPA’ya
(Cevre Koruma Ajansi) gore 1,3 mg/L’dir (Fitzgerald 1998). Topraktaki bakirin dogal
konsantrasyonu yaklasik 50 mg/L’dir. Bakir, riizgar ile tasinan toz, volkanlar ve orman
yanginlart gibi dogal kaynaklardan ve demir ve ¢elik iiretim tesisleri, belediye atik
yakma firmlar1 gibi antropojenik kaynaklardan salinmaktadir. Atmosferin Bakir igerigi

5 ila 20 ng/m* arasinda degismektedir (Barceloux 1999).

Bakirin insan viicuduna emilimi, bakirin kimyasal formu ve diyetteki diger
bilesenlerinin varhigi gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Yutulan bakirin %  30-50’si,
cogunlukla Cu*? formunda, ince bagirsakta emilir. Geri kalan kismin ¢ok kiigiik miktar
da olsa midede emilir. Endojen bakirin bir kismi sindirim sularindan geri emilir. Amino
asitler, 6zellikle histidin, metionin ve sistein, amino asit tagima sistemi yoluyla emilimi
saglamak icin bakira baglanir. Azaltilmis ve sitrik, glukonik, laktik ve asetik asitler gibi
organik asitler, kolayca emilen bakir ile ligandlar olustururlar. Ote yandan ¢inko, demir,

molibden, kalsiyum, fosfor ve C vitamini bakir emilimini azaltir (Jacob vd. 1987).

Ince bagirsaktan emilen bakir, genellikle olarak albiimine, fakat ayni zamanda
transcupreine bagh olarak kan i¢inde taginir (Turnlund vd. 1998). Karaciger tarafindan
alinan bakir, hepatositlerde depolanabilir, plazmaya salgilanabilir veya safrada

salgilanabilir. Seruloplazmin bir akut faz proteini olarak gorev alarak ana bakir



baglayict protein olup, hem bakir Cu*? hem de bakir Cu* durumunda alti bakir atomu
icerir. Kandaki dolasimdaki bakirin yaklasik % 60-90°1 seruloplazmindir (Harris 1993).
Karacigerden saliman bakir esas olarak dokulara nakledilmek {izere seruloplazmin’e
baglanir, ancak albiimin, transkuprein ve histidin’e de baglanabilir. Metallothionein
sitotoksisiteyi onlemek ve bir antioksidan olarak gorev yapmak i¢in hiicre i¢i iyonik
bakira baglanabilir (Luza ve Speisky 1998). Schizosaccharomyces pombe ve siiperoksit
dismutaz (SOD) ig¢ermez fakat farkli bir bakir tasima kompleksi oldugu ortaya
konulmustur. Bakir bagimli bir gen diizenleyici elemanin varligi 6karyot modellerinde

gosterilmistir (Kelner vd. 2000).

Normal yetigkin karacigerinde bakir konsantrasyonu 18 ila 45 pg/g oranindadir
(Barceloux 1999), kan ise yaklastk 6 mg bakir igerir (Linder vd. 1998). Bakir
toksisitesine kars1 viicudun korunma mekanizmasi endojen atimidir. Bakirin emilimi
veya atilimi yoluyla bakir homeostatik regiilasyonu, viicudun bakir depolarinin
diizenlenmesi i¢in birincil yontem gibi goriinmektedir (Turnlund vd. 1998). Bakir
atilimi i¢in kullanilan baslica yontem safra yoludur. Bakirin yaklasik % 80 karacigerden
atilir ve diski yoluyla viicuttan uzaklastirilir (Winge ve Mehra 1990). Diski ile
uzaklastirlan miktarin yaklasik giinde 2 mg oldugu gosterilmistir (Turnlund vd. 1997).
Ter yoluyla viicuttan atilan bakir miktari giinde yaklasik 50-100 pg’dir. Idrar yoluyla
yasanan kayip ise giinde yaklasik 1050 pg’dir. Idrar ve ter yoluyla atilan bakir miktari
giinliik bakir alinminin % 3’iine tekabiil eder (Turnlund 1999). 19 yas ve iistii eriskinler
i¢in bakir diyetini referans degeri, giinde 0.9 mg’dir. Diinya Saglk Orgiitii, minimum
alinmasi gereken bakir miktarin1 kadinlar i¢in giinde 0.6 mg ve erkekler i¢in giinde 0.7
mg olarak belirlemistir. ABD’de bakirin giinliik ortalama alimi1 yaklasik 1 mg’dir
(Turnlund 1988).

2.2 Agir Metallerin Giderimi ve Cesitleri

Biyogiderimi tanimlamadan 6nce aslinda giderim nedir sorusunun cevabini vermek
gerekir. Giderim; Kimyasal fiziksel ve biyolojik metotlar kullanarak kirlilik ve atiklarin

toprak, sediment ylizeyi ve kaynak sularindan uzaklastirilmasidir. (Kocaer ve Alkan
2002, Cing 2002).



2.2.1 Koagiilasyon ve Floklagtirma

Kimyasal yumaklastirma (koagiilasyon), sularda bulunan ve kendi agirliklart ile
cokelemeyen kolloid boyutundaki (10-30um) kati pargaciklarin c¢esitli kimyasallar
yardimiyla ¢okebilir hale getirilmesi islemi olarak kisaca tanimlanmaktadir. Bu islemin
ikinci adimi ise biiyliyen taneciklerin birleserek ¢okmesinin saglandigi flokiilasyon

islemidir (Robinson vd. 2001)

2.2.2 iyon degistiriciler

Bir karisimdaki iyonlar1 tutarak bunlarin yerine biinyelerindeki iyonlar1 veren
malzemeler kullanilmaktadir. Iyon degisimi hem endiistriyel tekniklerde hem de
laboratuvarlar ¢alismalarinda O6nem tasmaktadir. Sularin yumusatilmasinda ve
deiyonizasyonunda iyon degistiricilerden faydalanilmaktadir. Bunun yaninda seker
sanayiinde (sekerin saflastirilmasi isleminde) tuz giderici olarak, uranyumun
filizlerinden kazanilmasinda ve kimyasal analizlerde iyon degistiricilerden istifade

edilir (Fu ve Wang 2011).

2.2.3 Klorlama

Klor dezenfektan etkisi fazla olan bir maddedir. Klorun suda bulunan
mikroorganizmalara tam etki edebilmesi i¢in klor dozunun ve klorun sudaki kalma
siiresinin tam ayarlanmasi gerekmektedir. Insani Tiiketim Amach Sular Hakkinda
Yonetmelik ile suda bulunmasi gereken klor miktar1 en fazla 0,5 mg/L olarak
belirlenmistir. Yani suyun litresinde en fazla 0.5 mg serbest klor bulunmasi anlamina
gelmektedir (Nieuwenhuijsen vd. 2000, Deborde ve Von Gunten 2008).

2.2.4 Kapsiilleme

Supramolekiiler kimyada molekiiler kapsiilleme, konuk molekiiliin bir supramolekiiler

konak molekiiliniin boslugu (molekiiler kapsiil, molekiiler konteyner veya kafes



bilesikleri) i¢ine alimmasidir. Siiper molekiiler konake¢r molekiil 6rnekleri arasinda,

carceranlar ve endohedral fullerenler bulunmaktadir.

2.2.5 Notralizasyon

Oksidasyon-rediiksiyon siireci ile zehirli maddeleri yok etmek i¢in oksitleyiciler
kullanilir. Kirleticiler, organik bilesikler, iyonik kesikler veya metal iyonlar1 olarak
siralanmaktadir. Oksijen, ozon, permanganat ve hidrojen peroksit gibi belirli sivi
haldeki kimyasallar (oksitler) kullanilir. Oksidanlar matkaplarla zemine tasinimaktadir.
(Perkins vd. 1995)

2.2.6 lzgaralar

Izgaralar ile yapilan giderimde kullanila iki tip 1zgara vardir:

Kaba Izgaralar: Kaba 1zgaralar koruyucu ekipman olduklarindan ilk {inite olarak
kullanilmaktadirlar. En yaygin olarak kullanilan kaba 1zgaralar: ¢ubuk 1zgaralar, elekler
ve oOgitiictilerdir. Endiistriyel atik su aritma tesislerinde kaba 1zgaralarin gerekli

olmayabilecegi gosterilmistir.

Cubuk 1zgaralar: Izgara araligi 20-40 mm mertebesinde olup evsel atik su ile
gelebilecek 40 mm’den iri maddeler (¢Op, naylon, ahsap malzeme vb.) 1zgarada tutulur
ve zaman ayarli temizleme mekanizmas: ile taranarak atik sudan uzaklastirmaktadir. Bu
maddelerin aritma tesisinde mevcut mekanik ekipmanlara zarar vermemesi ve boru

hatlarinda tikaniklik yaratmamasi i¢in mutlaka uzaklastirilmasi gereklidir.

2.2.7 Kum tutucular

Kum olarak tanimlanan maddeler, kum, tas, ciiruf gibi yogunlugu veya ¢okelme hizi,
biyolojik aritimda parcalanabilen organik maddelere kiyasla daha yiliksek olan

maddelerdir. Yumurta kabuklari, kemik parcaciklari, tohumlar, kahve parcaciklari ve



yemek artiklar1 gibi organik parcaciklar da bu kapsama girmektedir. Kum olarak
giderilen maddeler ¢ogunlukla inert ve olduk¢a kurudur. Kum kompozisyonu ciddi
degisiklikler gdstermektedir. Ornegin rutubet % 13-65 arasinda, ucucu kistm % 1-56
arasinda degisir. Yogunlugu genellikle 1600 kg/m*diir. 0.2 mm den daha biiyiik kum
parcaciklarinin aritma tesisinin ileriki kademelerinde problem yarattigi bilinmektedir.
Bazi durumlarda 0.15 mm ¢apli kumlarin kum tutucularda % 100 giderimi saglanmakla
birlikte, bazen kum boyutu c¢ok daha kiiciik olabilmekte, 0.15 mm’nin altindaki
kumlarin kum tutucuda sadece % 60 giderimi saglanmaktadir. Hareketli mekanik
ekipmanin aginmasii 6nlemek, boru ve kanallarda birikintileri engellemek ve kum
birikiminden dolay1 ¢amur giiriitiicliniin temizlenme periyodunu azaltmak i¢in santrifiij,
1s1 degistirici ve yiiksek basingli diyafram pompalardan 6nce kum tutucularin (kum
ayirict) kullanilmast gerekli goriilmektedir. Kum tutucular genellikle kaba 1zgaradan
sonra ilk ¢oktiirmeden 6nce kullanilmaktadirlar. Kum tutucularin 1zgara ve eleklerden

sonra olmast, toplanan kumun temizlik ve bertarafini kolaylastirir.

2.2.8 Colkeltme tanklar:

Ham atik sudan katilarin giderilmesi ile bir miktar askida kat1 ve BOIS de giderilmis
olur, boylece biyolojik aritma tinitesinde aritilacak organik yiik azaltilmaktadir. Organik
yiikteki azalma biyolojik aritma {initesinde sisteme verilmesi gerekli oksijen miktarinin
azalmasina, dolayisi ile enerji gereksiniminin ve olusan fazla aktif camur miktarinin
azalmasina neden olmaktadir. Ham atik sudaki kopiigiin giderilmesi ile de havalandirma
tank1 ve ¢oktlirme tanklarinda kopilik olusumu azalmis olmaktadir. Belirtilen islevlerin
de saglanmasi icin genellikle biiyiik kapasiteli (>3800 m3 /giin) atik su aritma
tesislerinde kurulur. Daha kiigiik tesislerde eger ikinci kademe aritma tiinitesi tiim ytiki
kaldirabilecekse ve kopiik, yag ve ylizen kalintilar isletme problemi yaratmayacaksa 6n
coktlirme tinitesi kurulmaz. Damlatmali filtre, doner biyolojik disk ve batmis biyolojik
reaktor gibi ikinci kademe aritma iiniteleri mevcutsa ekipmanin zarar gérmemesi i¢in
mutlaka sistemin Oniine 6n ¢oktiirme tanki konulmalidir. Coktlirme tanklar1 ya dairesel
veya dikdortgen seklindedirler. Secim, tesisin biiyiikliigli, yerel arazi sartlari, mevcut
birincil aritma ekipmani, ilgili miihendisin karari, mal sahibinin tercihi, yatirnm ve

isletme maliyeti gibi faktorlere baglidir (Karlsson vd. 2010).
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2.2.9 Filtrasyon havuzlari

Toprak yikama Kirlenen topragi bir ¢ozelti ile tasiyan ve kirleticileri uzaklastirilacak bir
alanda toplayan bir iyilestirme teknolojisidir. Kullanilan sivi genellikle su, asitler,
bazlar, ¢oziiciiler veya surfaktanlardir. Kirlenmis malzemelerle olan s1vi, standart yeralti
suyu ekstraksiyon kuyular1 kullanilarak yiizeye pompalanmaktadir. Kirlenmis araziyi

tedavi etmek icin ¢ok miktarda sivi gerekmektedir.

2.3 Biyogiderim

Biyolojik metotlarla yapilan giderimin yani biyogiderimin temel tanimi organizmalar1
kullanarak Kirleticileri ortamdan uzaklastirmasi ya da nétralize edilmesidir. Amerika
Birlesik Devletleri Cevre Koruma Ajansi biyogiderimi: “Tehlikeli maddeleri daha az
toksik veya toksik olmayan maddelere indirgemek i¢in dogada bulunan organizmalari

kullanan islem” olarak tanimlanmaktadir.

2.3.1 Kompostlastirma

Besinler, topraktaki mikroorganizmalarin havalandirilmasini  ve aktivasyonunu
arttirmak i¢in karistirilan topraga eklenmektedir. Kompostlama ayr1 bir kapta yapilir,
daha sonra kompostlama tamamlandiginda topraga dahil edilir. Kompost kullanimu ile
biyolojik giderme, organik maddenin adsorpsiyon o&zelliklerine ve mevcut
mikroorganizmalarin bozunma Kkabiliyetlerine dayanmaktadir. Kompostlama, toprak
biyolojik giderme i¢in en uygun maliyetli teknolojilerden biri olarak kabul edilir ve
biiyiik ve kiiciik dlgeklerde kullanima uygundur. Kompostlama kullanimi, ¢ok ¢esitli
organik kirleticiler ve agir metaller tarafindan kirlenmis topraklar i¢in ¢ok yonlii bir
tekniktir ve ¢esitli kirletici maddeler iceren daha kolay iyilestirme i¢in miikemmel bir
hale getirir. Organik atiklarin toprak iyilestirme amaciyla kullanimi, depolama ve isleme
gereksinimini azaltmada yardimci olmaktadir. Kompostolardan iiretilen organik madde,
toprak kalitesini ve yapisint iyilestirme avantajint sunar. Kompostlama, Oncelikle

biyolojik stimiilasyon gibi daha hizli tedavilere kiyasla, mikroplardaki besin
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maddelerinin yavas yavas serbest birakilmasi ve daha fazla zaman gerektirmesi

nedeniyle, daha uzun siireyle iyilestirme i¢in kullanilmaktadir (Chen vd. 2015).

2.3.2 Landfarming

Bu teknoloji, toprak yiizeyinden kazinarak alinmis ve periyodik olarak karistirip ve
havalandirarak islenmis kontamine materyalin artirilmasini kapsar. Kontaminantlar,
biyotik veya abiyotik reaksiyonlarla degrede edilir, doniistiiriilir ve immobilize
edilirler. Landfarmingin temeli toprak yiizeyinde bulunan aerobik mikroorganizmlarla
atigin kontrol edilmesidir. Bazen, Cok yiizeysel alanlardaki uygulanan alanin en iist

noktasi hi¢ kazma uygulamasi yapmaya gerek kalmadan basitce islenenilmektedir.

Bu teknoloji, dncelikle yakit PAH’lar1, halojen olamyan bilesikler VOC’lari, SVOC’lar1

pestisit ve herbisitlerle kirlenmis topragin ardilmasinda kullanilmaktadir.

Teknoloji, basit ve ucuz olmasma ragmen, biiyiik alan gerektirir ve kontaminantin
konsantrasyonundaki diisiis bazen degredasyondan c¢ok buharlasma yoluyla (havaya

kagcma) gercelesmektedir.

Lanfarming hazirlanis1 biyoyiginlara benzese de, kullanilan acisindan daha biiyiik alan
gerektirmesi ile ayrilir. Alanin biiyiikliigii kontaminasyonun seviyesine ve uygulamanin

topraga hangi derinlikte yapilacagina baglhidir.

Genel olarak landfarming, 30-45 cm derinliginde uygulanmaktadir. Topragin {ist
yiizeyine bir kg toprak basina 150g ¢amur yiiklenir (20 cm’lik tabakalar halinde) bu
nedenle en degisken parametre aritilmis topraga ulasmak igin gecen siiredir. Landfarm
tekniginde alanin biiylik olmasi ve toprak yiizeyinde bir arittim olmasi nedeniyle, alanin
taban1 her bolgeye Ozel hava sartlarina gore dizayn edilmelidir. Arnttim sirasinda
stizlintiinlin topraga gegmemesi i¢in 1 mm kalinliginda HDPE astar kullanir. Siiziintii

toplama sistemi astarin iistiinde delikli borularla saglanir.
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Bir landfarming uygulamasinda yapilanlar sunlardir:

-Kontamine materyalin yerlestirilmesi
-Havalandirma

-Sulama

-Besin eklenmesi

-Antilmis materyalin uzaklagtirilmasi

Biitiin biyomediasyon proseslerinde oldugu gibi yeterli miktarda su mikrobiyel yasamin

stirdiiriilebilmesi i¢in gereklidir.

Proseste fiskiye tipi sulama sistemi kullanilmaktadir. Onemli olan suyun g¢ok biiyiik
alanlara esit olarak dagitilabilmesidir. Suyun akis hizi degisken olmakla birlikte 1000

m? alan icin saniyede 0,7 L onerilmektedir.

Yavas difiize olan besin maddeleri tercih edilir. Once kontimine topraktan alinan bir
ornekle landfarming yapilir, daha sonra 6zellikle ilk haftalarda rutin olarak (iki haftalik
aralarla) amonyak, nitrat, o-fosfat 6lgtimii yapilir. Daha sonra 6 hafta araliklarla bu
Olctimler yapilir. Besinlerin tekrar eklenme zamanini1 tahmin etmek i¢in azot seviyesine
bakilir eger 50 mg/kg toprak miktarindan azsa yeniden ekleme yapilir. Fosfat i¢in bu

seviye 5mg/kg topraktir.

Landfarmingdeki havalandirma olduk¢a basittir. Topragt siirerek, isleyerek,
havalandirma saglanir. Burada topragin ne kadar siire ile islenecegi oldukca
degiskendir. Sicak havalarda topragin siiriilmesi hidrokarbonlarin uzaklastirilmasinda
kullanilir. Bu islem biyodegredasyon degil buharlamadir. Aslinda, besin ve su

eklenmesi hidrokarbon uzaklastirilmasini yavaslatir ( Kumar vd. 2011).
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2.3.3 Kat1 siv1 biyoreaktorler

Camur fazli ex-situ biyoremediasyonun birgok avantaji bulunur. Pompalama yolu ile
suyun eklenmesi materyallerin daha hizli hareket etmesini saglar. Bu tip bir prosesin
kontrolii ¢ok daha miimkiindiir. Fermantor ve kemoestatlar hakkinda fazla bilgi
bulundugu i¢in bu reaktdrler i¢cinde kinetiklerin hesaplanmasi kolaylasmistir. Ayrica bu
reaktorlerde olduk¢a fazla degiskenlik saglanabilmektedir. Bir seride birden fazla
reaktor bulunmasi uygulama kosullarinin kolay ve hizlica modifiye edilmesini saglar.
Ayrica, metabolizma da biiyiikk oranda degistirilebilir. Bu kadar avantajli bir sistem
olmasimna ragmen c¢ok fazla miktarda su gerektirmesi prosesin az tercih edilme
nedenlerindendir. Bir baska dezavantaj, Iyilestirlemesi yapilmank istenen toprak ne

kadar fazlaysa, reaktoriin de hacminin artmak zorunda olmasidir (Cicek 2003).

2.3.4 Biyohavalandirma

Oksijen ylizeyin altina ulastirilarak toprak kontaminantlarin aerobik biyodegredasyonu
saplanir. Bu olay pasif bir sistemde, doymamis topraga direk olarak havanin
enjeksiyonu ile basarilir. Biyo havalandirma sisteminde vadoz zonda hava akisinin
stimiilasyonu saglanir. Bu teknoloji, yakitlar, halojen olmayan ugucu organik
bilesiklerle (VOC) ve yar1 ucucu organik bilesiklerle (SVOC), pestisit ve herbisitlerle
kontamine olmus topragin aritiminda kullanilmaktadir. Halojen bilesiklerde bu
yontemin basarist  disiiktir. Teknoloji, ilgilenilen kontaminati dogal olarak
parcalayabilen mikroorganizmalar1 ve bu mikroorganizmalarin gelismesi i¢in besinleri
de gerektirir. Ayrica, mikroorganizmalarin ulasip kullanilabilmesi i¢in kontaminantlarin

toprak pargaciklari tarafindan ¢ok siki tutulmamalar1 gerekmektedir.

Biyo havalandirma, suyun ¢ok fazla oldugu ve ¢ok diisik nem oraninin oldugu
topraklarda c¢ok etkili olamamaktadir. Son olarak, bu teknoloji, yiiksek konsantrasyonda
inorganik tuz, agir metal veya organik bilesik iceren alanlarda da miktrobiyal gelisme

engelleneceginden uygulanabilir degildir.
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Biyo havalandirma sisteminin temelinde etkili havalandirma yapmak bulunur. Optimum
havalandirmanin, degredasyonun maksimum ve buharlasmanin en az oldugu kosullar
icin hava akisin saglanmasi anahtar noktadir. Sistemin PCP’lerin ve diger klorlu
hidrokarbonlarin aritiminda kullanimi uygun degildir. Bununla birlikte, trikloroetilen ve

fenoliin kometobolik olarak oksijen eklenmesi ile degredasyonu da séz konusudur

Gazolin etanol karisimlarinin da bu yolla aritilmasi i¢in denemeler yapilmamaktadir.

Biyo havalandirma tekniginde ii¢ fiziksel parametre 6nem tasir;

-Topragin gaz gecirgenligi
-Kontaminantin dagilimi

-Oksijenin etki kapsami

2.3.5 Biyoagiimantasyon

Bu yontemde, kontamine toprak veya suya, spesifik suslar veya konsorsiyumlar eklenir.
Bunun amaci, mikroorganizmalarin 6zel bir organik kirleticiyi biyodegrede etme

kapasitelerinin artirilmasidir.

Biyoagiimantasyon, daha ¢ok mikrobiyel degredasyona direngli kontaminantlar igin
kullanilir. Bu anlamda biyoagiimantasyon, eger kontamine alanda zaten bulunan
mikroorganizmalar ortamda bulunan kirleticiyi pargalayamiyorsa deger kazanir. Bu
amagla yliksek derecede direncli kontaminantlar i¢in kullanilan biyoagiimantasyonda
rekonbinant DNA teknolojisinden yararlanilir. Yontemde, yabanci mikroorganizmalar
eklenerek genetik ¢esitlilik artirilir. Boylece katabolizma potansiyeli artar ve sonugta

biyodegredasyonla kontaminant giderimi artar.

Ayrica teknikte kontamine alandan Ornek alarak kontaminanti iceren ortamlarda
zenginlestirme yapilarak ilk inokiilim elde edilir bu inokiiliim yiiksek oranlarda

biyodegredasyonun artmasi i¢in kontamine alana uygulanir. Bu yontemde genetik
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cesitliligin arttirilmasi s6z konusu degildir. Bu uygulama ile daha ¢ok kontaminantlar

degrede eden suslarin katobilizma potansiyelleri artar.

Bu iki yontemden baska c¢ok daha pratik olan bagka bir yolda karakterize edilmemis
konsorsiyumun kontamine alana uygulanmasidir. Bu mikroorganizmalar aktif camurdan
veya kompostan alnabilir. Bu yontemle attirazin saf ve karisik kiiltiirlerle aritilabilir.
Triklorofenol saf kiiltiirle, pentakloriflor aktif camurlarla uzaklastirilabilir. Petrol

hidrokarbonlar1 i¢in biyoaglimantasyonun basarisinin az oldugu gorilmiistiir.

Biyoaglimantasyon c¢alismalar1 olduk¢a yaygindir. Sunu unutmamak gerekir ki yiiksek
katabolik aktiviteye sahip mikroorganizmalarin se¢imi ¢ok Onem tasisa da bu
mikroorganizmalarin stres igeren kosullarda yasamlarinin siirdiirebilmeleri ¢ok daha

onemlidir.

Ozel bir alandan izole edilen 660 floresan o6zellik tasiyan pseudomonaslarin
ripotiplerndirilmesinin yapildig1 bir ¢alismada, popiilasyonun oldukg¢a heterojen oldugu

gorilmiistiir.

690 izolatin 385 ribo tipten ibaret oldugu ve bir¢ok genotipin kararsiz oldugu
belirlenmistir. Bununla birlikte, 26 ribo tipin daha kararli oldugu ve bir tanesinin birden

fazla 6rnekte bulundugu gorilmiistiir.

Mikro organizma secerken Ornegin yiiksek yogunlukla petrolle kirlenmis bir alanda
bulunan katabolizma yetenegi olan suslarin ayrica bu kontaminanta direng
mekanizmalar1 da bulunur. Birgok Kkirleticinin hidrofobik mikroorganizmalarin
membranlarina zarar verdigi i¢in bu canlilara toksiktir. Bir bakteride bdyle bir toksik

maddeye cevap farkli sekillerde olmaktadir.

Eger kontaminant konsantrasyonu diisiikse karbon kaynagin azligi nedeniyle
biyoagiimantasyon basarisiz olur. Bu teori dogruysa besin maddesinin ¢ok az oldugu

durumlarda yagayabilme kabiliyetini tagiyan suslari segmek onemlidir.
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Besin maddesi kithiginda yasayabilen mikroorganizmalarla ilgili birgok c¢alisma
yapilmigtir. Entero bakterlerde besin kithigi sirasinda yasam ile ilgili gen ifadesinin
diizenlenmesinde cAMP Onem tasir. Denizel ortamlara ¢ok diisiik konsantrasyonlarda
cAMP eklenmesi, marin bakterilerin diisiik besin kosullarinda gelismelerini neredeyse

% 100 artirir.

Siiphesiz, katabolizma yetenegi olan mikroorganizmalarinda etkisi boyle artirilir.
Biyoagiimantasyonda eklenecek mikroorganizma miktar1 bolgeye ozgiidiir. Cesitli
arastirmalarda mikroorganizmalarin 10%/kob (gram/toprak) degerinde toprakta stabilize
olduklart gosterilmistir. Daha fazla miktar protozoanin ¢ok fazla ¢ogalmasina neden
olacag: i¢in istenmez. Ayrica, hedef subsutrat miktar1 yeteri kadar yiiksek olmazsa,
bakterilerin gelismesini destekleyecek yeterli karbon kaynagi da olmaz. Bir ton toprak
icin 4*106 degisik prokaryot gerektigi tahmin edilmektedir. Bir¢ok arastirici
inokiilimun  degredasyon kapasitesinin  inokulum  biiyiikliigiine  dayandigin

distinmektedir.

Kontamine topraklar i¢in gerekli mikroorganizma sayis1 olduk¢a degiskendir. Bazi
nedenler dolayisiyla kirli sular i¢in gerekenden daha fazla inokiiliim gerekir. Kontamine
toprakta zaten bulunan mikroorganizmalarla olan miicadele protozoa bakteriyofajlardan
kurtulamama topragin kontaminant1 tutmasi ve bdylece biyolojik kullanilabilirligin az

olmasi (Herrero ve Stuckey 2015).

2.3.6 Airsparging ve biosparging

Bu iki teknik ayni kokenden temel almistir. Oksijen yiizeyin altina ulastirilarak
kontamine olmus yer alt1 suyu aerobik kosullara getirilerek biyodegredasyon saglanir.
Su tabakasini altina hava enjeksiyonu yoluyla ilerleyen bu teknoloji, yakitlarla, halojen
olmayan bilesiklerle, VOC’larin, SVOC’larin, pestisitler, organik ve herbisitlerle

kirletilmis yer alt1 suyunu artirmakta kullanilir.
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Ayrica, airsparing petrol hidrokarbonlar1 gibi ugucu ve parcalanabilir kontaminantlarla
kirletilmis yer alt1 sularinin yeniden kazanimini saglar. Bu yontem, basit, ucuz, az
donanim gerektiren ve uzun siire bakim ve denetim gerektirmeyen bir iyilestirme
cesididir.  Teknoloji, ilgilenilen kontaminanti, dogal olarak pargalayabilen
mikroorganizmalar:t ve besin maddelerini gerektirir. Ayrica, mikroorganizmalarin
kontaminant1 degrede edebilmesi i¢in kirleticilerin toprakla siki sikiya bagli olmamasi

Onemlidir.

Airsparging, yiiksek konsantrasyonda inorganik tuz, agir metal veya organik bilesik

iceren alanlarda mikrobiyel gelisme engelleneceginden uygulanabilir degildir.

Teknik bioventinge benzemekle birlikte daha diisiik maliyetlidir. Bu sistemde iki 6nemli
faktor bulunur: “Topragin gegirgenligi ve kontaminantin biyodegredasyona ne kadar

ugrayabilecegi”.

Topragin gegirgenligi oksijenin gaz fazindan su faza gegebilmesi ve dolayisiyla
mikroorganizmalra da ulasmasini ilgilendirir. Airspargingde daha yiiksek hava akisi
uygulanir ve bu nedenle buharlasma yolu ile de kontaminat uzaklasir. Biosparging de
daha diisiik hava akis1 uygulamas: biyodegredasyon yapilmasini saglar. Biosparging
teknigi, orta derecede distile petrolle kontamine olmus yer altt suyunu aritmak ig¢in
kullanilirken, airsparging daha ucgucu olan ve mikroorganizmalara daha az zararh pertol

tiirevleri ile yakin zamanda kirletilmis yer alt1 sularin1 temizlemek i¢in kullanilir.

Bununla birlikte, biyosparging teknigi ile uzun zincirli hidrokarbonlar, n-alkanlar gibi
daha kisa zincirli hidrokarbonlara gore daha diisiik oranda ve daha uzun zamanda
degrede olabilirler. Daha biiyiik hidrokarbonlar daha az ugucudur ve bu nedenle
airspargin tekniginin bu durumda uygulanmasi daha az basarili olur (Johnson vd.

2001).
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2.3.7 Fitoremediasyon

Inorganik kirletici fitoremediasyonunda kullanilan yollar agir metallerin bitkilerde
akiimiilasyonu brassica jeuncea toprak iistii dokulari ile Pb, Cr, Cd, Cu, Ni, Zn, Sr, B ve

Se gibi metalleri biriktirebilir.

Hiperakiimiilator olarak adlandiran metal biriktiren bitkiler kuru agirliklarinin % 0,1-
1’den daha fazla metali akiimiile eder. Hiper akiimiilator olmayan bitkilerle
karsilastirilinca  hiperakiimiilatérlerde bu deger 1-3 kat fazla olmaktadir.
Hiperakiimiilator bitkiler ilk kez 1980°li yillarda kullanildi. Bu tip bitkilerin
stirgiinlerinde koklerinden daha fazla metal bulunur. Bu bitkilerde metal giderim
mekanizmasi ile ilgili olan iki tip protein ve peptit bulunur. MIIT’s ve PCs her iki tip
protein sistemince zengindir ve metal stresine dayanikli yapilardir. Sistein koklerindeki
organik kiikiirt(R-SH) agir metallerin baglanacagi bolgeyi olusturur ve bundan sonra

metal bitki dokularina katilir.

Metalotiopenler kiiciik molekiil agirhigina sahip peptitlerdir. Molekiil agirliklart 6-7
kDa’dir. Daha ¢ok  hayvanlarda, yiiksek yapili  bitkilerde, Okaryotik

mikroorganizmalarda ve bazi prokaryotlarda bulunurlar.

Bitkiler 60-80 aminoasit iceren MT peptitleri kodlayan genler igerir. In-vivo kosullarda
fazla bilgi olmamasina ragmen in-vitro kosullarda MT’lerin metal afiniteleri su

sekildedir; Bi>Hg>Ag>Cu>Pb>Zn.

Uzun zamanlhi Mt-metal kompleksi vakuollere tasimir. Ciinkii bu kompleks

glutatyonlanabilir.

Fitokeletainler (PCs): Bitkilerde ve baz1 kiigiikk funguslarda bulunur. Metal
detoksifikasyonu i¢in agir metalle kompleks olusturur. Bu kompleks vakiiole gliitatyon-
konjugat pompast ile de tasinmaya da yardim eder. PCs yapisi (y-glu-Cys)n X
seklindedir. N (2-11) organizmaya gore degisir, genel formu 2-4 peptit icerir. X genel
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olarak glisindir. Alanin veya serinde olabilir. Pcs, glutatyon onciisiinden Pc sintaz

enzimi ile sentezlenir.

Agir metal akiimiilasyonunda organik asit ve amino asitlerin kullanimi1 bitkilerde agir
metal detoksifikasyonu ve in toleransi organik asit ve aminoasit kullanimiyla basarilir.
Nikele maruz birakilan Alyssum lessbiacum bitkisinde kslem 6ziinde histidin igeriginin
36 kat arttig1 goriilmiistiir. Bu sonug histidinin nikelin bitki dokularina taginmasinda ve
biriktirilmesinde nikel histidin kompleksi olusturarak yardim ettigini gostermistir.
Metallere adaptasyonda bitkiler fitosideroforlar salgilarlar. Bu salgilar demir
eksikliginde yapilirlar. Sentetik kelatorler bu etkiyi taklit ederler. Boyle bir¢ok kelator
kullanilmaktadir. Bunlar i¢cinde EDTA bitkilerde metal akiiminasyonunu saglayan en
bilinen kelatordiir. EDTA daha ¢ok kursunla ¢6ziilebilir kompleksler olusturur. EDTA
varliginda kursun aliminin brassica junceaea misir aygicegi bitkilerinde birka¢ kag
arttig1 bilinmektedir. EDTA sadece kursunla kompleks olusturmaz. Kursun kadmiyum
bakir nikel ¢inko aliminda da kullanilir. EDTA etilen daimin tetra asetik aset DTPA

dietilentriaminopentaasetikasit (Tangahu vd. 2011)

2.3.8 Biyoyiginlar

Ozellikle kirlenmis topraklarin biyoiyilestirilmesinde kirli topragin bir zar 6rtii iistiinde
yigi haline getirildigi ve igine hava beslemesi ile oksijencil mikrobiyel faaliyetin

baglatilarak biyolojik olarak aritiminin gergeklestirildigi yapilardir.

Etkili bir biyoyigin dogru yiikseklikte olmalidir. Fazla miktarda atigin yigilmasi
giderimin verimliligini diigiiriir ve havalandirma borularina zarar verir. Biyolojik y1ginin
yiiksekligi 3 metreyi asarsa ikinci bir yigin yapilmalidir. Yiginin egimi dikkatli

ayarlanmalidir. Ciinkii yiiksek egimlerde istenmeyen kirli hava atikla bulusur.

Kontamine topragin miktarina gore yigmlarin biiyilikligli ayarlanir. Yiginin kurulacag:

alanin biiyiikligii de géz oniine alinmalidir.
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2.4 Agir Metaller Biyogiderimi ve Diren¢ Mekanizmalari

Bakterilerin, mayarlarin ve alglerin toksik metal iyonlarint ortamdan alabilecegi pek ¢ok
yolu tanimlamislardir (Gadd 1988, Brierley 1990). Agir metal iyonlari, hiicresel yapi
iginde tutulabilir ve daha sonra hiicresel yap1 i¢inde mevcut olan baglanma bolgelerine
biyosorbe edilebilmektedir. Bu alim yontemi biyolojik metabolik ¢evrimden
bagimsizdir ve “biyosorpsiyon” veya “pasif alim” olarak bilinmektedir. Agir metal,
hiicre metabolik dongiisii yoluya hiicre membrani boyunca tutulabildigi gibi hiicreye de
gegebilir. Bu metal alim modu “aktif alim” olarak adlandirilmaktadir. Hem aktif hem de
pasif modlarla metal alim1 “biyoakiimiilasyon” olarak adlandirilabilir. Biiylimekte olan
hiicreler yoluyla metallerin mikrobiyel giderimi ile ilgili ¢alismalarin ¢ogu, metallerin
bifazik alimini, yani baslangi¢ biyosorbsiyon fazinin daha yavas, sonrasinda
metabolizmaya bagli aktif metal aliminin daha hizli oldugu ortaya konulmustur
(Garnham vd. 1992, Donmez ve Aksu 1999). Biiyiiyen deniz mikroalglerinin
kiiltirlerini kullanan son calismalarda, hiicre ici Kadminyum seviyelerinin genellikle
biyosorbe edilen miktardan daha yiiksek oldugunu gostermektedir (Matsunaga vd. 1999,
Perez-Rama vd. 2002). Cogunlukla hasat edilmis biyokiitle (61i/6n-muameleye tabi
tutulmus) kullanan caligmalarda, metal hiicrelere alinmaz. Hiicre yiizeyinde sadece
adsorbe edilir (Torres vd. 1998) ve bu nedenle, biyobirikim kapasitesi kiigiik bir

kismindan yararlanilir.

Cesitli 6n muamele edilmis mikrobiyel biyokiitle i¢in yiiksek biyosorptif potansiyeli
bildirilmis olmasina ragmen, bu potansiyeli ortaya konulmasinin Oniinde belirli
zorluklar bulunmaktadir. Metal biyosorpsiyon c¢alismalarinin ¢ogu sentetik metal
cozeltileri kullanilarak gergeklestirmektedir. (Ahuja vd. 1999, Mehta ve Gaur 2001)
Buna karsin gercek endiistriyel atik su kullanilarak yapilan biyosorpsiyon
caligmalarinda, verimin distiigii ortaya konulmustur (Corder ve Reeves 1994).
Dolayisiyla, mevcut biyosorpsiyon yontemleri pH, iyonik giic ve organik veya
inorganik ligandlarin varligi gibi ortam kosullarina duyarlidir. Biyosorpsiyon ayrica
metal baglanmada 6zgiilliikkten yoksundur (Baudet vd, 1988). Ni gibi bazi metaller daha
fazla kirletici 6zellige sahiptir ve bir¢ok mikroorganizma nispeten diisiik Ni baglama

kapasitesine sahiptir (Basnakova ve Macaskie 1977, Chan vd. 1991). Raporlara gore,
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oli biyokiitlenin saf Ni sorpsiyonu, sadece 2-5 mg/L’lik Ni konsantrasyonunda %
0.05-0.3’e ulagmaktadir). Bunun sonucunda biiyiik miktarlarda aktif ¢camur ortaya
cikmaktatir. Desorpsiyondan sonra biyokiitlenin yeniden kullanilabilir ancak,
desorpsiyon o6zelligi nispeten zayif kimyasal maddeler kullanildiginda bu miimkiindiir.
Boylece, ortaya ¢ikan emiilsiyonlar metallerin konsantrasyonunda diigiiktiir ve
metallerin nihai geri kazanimlarinda problem olusturmaktadir. Ayrica, biyokiitle
maksimum 5-10 sorpsiyon-desorpsiyon dongiisii sonrasinda degistirilmelidir. Bu
gergeklerden dolayi, sadece mikrobiyel biyokiitle kullanarak metallerin biyosorptif
olarak uzaklastirilmasina dayanan silirekli bir sistemin gelistirilmesi imkansiz
goriinmektedir (Savvaidis vd. 1992, Kutsal ve Sag 1995, Scott vd. 1995, Tsezos vd.
1995.

Mikroorganizmalarin habitatlarinda karsilastiklar1 asiriliklara karst  olusturduklari
mekanizmalara diren¢ mekanizmalart denir. Agir metal direng mekanizmalarida
bunlardan biridir. Plazmid veya koromozamal Dnalarda bulunan genler sayesinde ifade

edilen mekanizmalar hiicreyi korurmaktadirlar (Sekil 2.1).

Sekil 2.1 Bakterilerde agir metal diren¢ mekanizmalar1 (Prasad vd. 2006)
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Bu mekanizmalardan biri de ekzopolisakkarit iiretimidir. EPS’ler hiicre yiizeyini
kaplayarak hiicrenin ortamda tutunmasini veya disaridan gelen molekiilleri tutunmasini
saglar. Bu tutuklama yetenedi agir metal iyonlarina karsi da kullanilabilir. Bazi
bakterilerin agir metaller yogunlugunun artig1 ortamlarda EPS iiretimini arttirdigi
gbzlenmistir. Bunun diginda ekstraseliiler selat hiicreleri de agir metalleri hiicre disinda
baglayarak detoksifiye eder. Siyanobakterilerde bakir toksitesinin hiicreden salgilanan

siderophere ile azaltildig1 gosterilmistir (Madigan vd. 1997).

Bazi agir metaller ise indirgenerek mikroorganizmaca zarasiz hale getirilirler. Bakir
formu, biyokiitleye bakir aliminda 6nemli bir noktadir. Cift degerli bakir genellikle
mikroorganizmalar tarafindan monovalent bakir ile indirgenir ve ATPases tarafindan
hiicrelere pompalanir. Bununla birlikte, ilk olarak, ortama tek degerlikli bakirin
eklenmesi, bakir biyoyararlanimini ve ATPazlar tarafindan pompa islemini ve sonug
olarak bakir biyosorbsiyonuna hizlandiracaktir. Bakir direncinde olusan artig bakir
giderimini disirmistiir. Escherichia coli gibi bazi mikroorganizmalar 6zgiil bakir
direncine sahiptirler. Bu direnci protein membranlarinin  boyutunu artirarak
edinmislerdir. Klebsiella pneumoniae ise bakir alimini azaltmak igin fizyolojik bir ge¢is
adaptasyonuna sahiptir (Sekil 2.2) (Nies 1999).

cu®

MIT? P-type CTRp's
ATP

Cu™?

ATP

o otu @ GSH

P-type MT's

ATP

Cu®

Sekil 2.2 Mayalarin bakira (Cu2+) kars1 direng mekanizmalar1 (Nies 1999)
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Bazi  mikroorganizmalar  metalleri  hiicre iclerinde  biriktirirler.  Okaryot
mikroorganizmalar  vakuollerinde  biriktirebilir. Bazi  hiicreler sentezledikleri
Metallothionein benzeri proteinlerle hiicre i¢inde metalleri baglarlar. Metal bulunan
ortamlarda bazi mikroorganizmalar tarafindan iiretilen metallothioneinler, kiiclik
molekiiler agirlikli sisteince zengin proteinlerdir. Bazi hiicreler metal tuzlar1 seklinde

hiicrede metalleri ¢oktiiriirler (Aksu ve Dénmez 2000a).

2.5 Mayalar

Mayalar ¢ok ve tek hiicreli olarak gdzlenebilen dkaryotik yapida mikroorganizmalardir.
Grubun orijinal ad1 fungi (Mycota) dogrudan sapkali mantarlari tanimlamakta fakat 3

ana gruba ayrilmaktadirlar (Madigan vd. 1997).

Filamentli mikrofunguslar (=kiifler)
Filamentsiz mikrofunguslar (=maya)

Makrofunguslar (=sapkali mantarlar)

2.5.1 Mayalarin mikroskobik ozellikleri

Mayalar tek hiicreli canlilardir. Pek ¢ok farkli sekilde goziikebildikleri gibi genelde
yuvarlak oval veya silindir sekillindedirler. Boyutlart tiirlerine gore farkliklar
gostermektedir. Mayalar 3 ila 40 mikrometre araligindaki boyutlarda gozlenmistir.
Boyut olarak bakterilerden biiylik olan mayalar mikroskop altinda bu ozellikleri ile
bakterilerden ayirt edilebilirler. Ozel kosullar altinda mayalar yanyana gelerek uzayan
hife benzeyen yapilar olusturabilmektedir. Mayalarda hiicre duvart bulunur. Bu duvar
mayalarim sekillerini belirlemektedir. Icerdegi hidrofobik ve hidrofilik yapilar ve diger
kimyasal bilesikler sayesinde bu duvar oldukc¢a dayanikli ve serttir. Bu kimyasal
bilesiklere ornek olarak, glikoz, mannoz az miktarda lipit, cesitli protein yapilar1 ve
kitin verilebilir. Hiicre duvarlarinda kalinliklar1 tiirden tiire de8ismek tizere 3 farkh
katman bulunmaktadir. Gegirgenligi yiiksek olan sitoplazmik membran ayni zamanda

enzimce zengindir. Diger bir tabaka olan niikleer membran delikli bir yapiya sahiptir.
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Bu membranin igersinde ¢apt 1 mikrometre civarinda olan bir ¢ekirdek bulunur.
Mayalarda graniil ve globiiller vardir. Bu yapilar {iremenin sonunda dogru sayica
artarken hiicre olagan metabolizmasindayken az sayidadirlar. Bunlarin yani sira maya
hiicreleri vakuoller, mitokondriumlar ve ¢ok sayida ribozom da igerir (Braddy ve

Duncan 1994).

2.5.2 Mayalarin habitatlar

Mayalar seker metabolizmasina sahip oldugu i¢in genelde seker bulunan ortamlarda
goriiliirler. Dogada meyvelerde cicek nektarlarinda ve aga¢ kabuklarinda gozlenirler.
Nadir olarak simbiyoz yasadiklar1 gézlenmistir. Bu simbiyotik iligkiler genelde
boceklerle kurulmaktadir. Bazi tiirler hayvanlarda ve insanlarda patojen olarak
goriiliirler. Bunun yaninda gii¢lii hiicre duvarlar1 ve fermentasyon yetenekleri sayesinde

¢ok ¢esitli habitatlarda goriilmiislerdir (Braddy ve Duncan 1994).

2.5.3 Mayalarda iireme

Mayalarda tireme iki farkli sekilde goriilebilir. Bunlar aseksiiel iireme ve seksiiel
tiremedir. Askesiiel iliremede mayalar boéliinerek veya tomurcuklanarak iirerler.
Boliinerek iireme ¢ogu mikroorganizmada oldugu gibi maya hiicresinin ortasinda olusan
bir septum yoluyla olur. Mayalarin bu yonleri bakterilere ¢ok benzemektedirler.
Tomurcuklanarak iiremede ise hiicre dis ylizeylerinin birinden ufak bir kabarcik
meydana getirir. Bu kabarcik zaman ile geliserek biiylir ve normal bir maya hiicresinin
fonksiyonlarint kazanmaya baglar. Bunun ardindan otoliz yardimiyla ana maya
hiicresinden kopan tomurcuk gercek bir maya hiicresi olusturmus olur. Bazi durumlarda
tomurcuklanan hiicrenin ana hiicreden ayrilmadan yasamina devam etmesi miimkiindiir.

Bu durumda ikinci hiicrede tomurcuklanarak iireyemektedir (Brady ve Duncan 1994).
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2.5.4 Kluyveromyces marxianus

Konvesksiyonel olmayan mayalardan biri olarak kabul edilen Kluyveromyces
marxianus son yillarda daha fazla ilgi gormeye baslamistir. K. marxianus homotik,
hemiascomycetous mayas1 olarak tamimlanir. S. cerevisiae ile filogenetik olarak
iliskilidir ve daha iyi bilinen Kluyveromyces lactis ile kardes bir tiirdiir (Lachance 1998,
Llorente vd. 2000). K. lactis ve K. marxianus’un en 6nemli ortak 6zelligi, laktozu
asimile etme ve sekeri karbon kaynagi olarak kullanabilmektedir. Gida tiriinleri ile olan
uzun siireli gilivenli iligkisi, sayesinde Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa
Birligi’nde sirasiyla GRAS (Generally Recognized As Safe) ve QPS (Qualified
presumption of safety) almasini saglamistir. Bu nitelikler, uygulama konusunda birkag
kisitlama getirmesinin yaninda biyoteknoloji sektoriindeki potansiyellerini  biiyiik
Olglide artirdigi anlamina gelmektedir. K. lactis, baslangicta laktoz metabolizmasi
tizerine yapilan calismalar i¢in Kluyveromyces iginde baskin arastirma tiiti olmustur,
ancak daha sonra geleneksel olmayan mayalar i¢in bir model olarak kullanilmigtir
(Schaffrath ve Breunig 2000, Fukuhara 2006). K. marxianus tiirii, biyoteknoloji
uygulamalar1 i¢in arzu edilen ozelliklere sahip olmasindan dolayr endiistri tarafindan
daha yaygin bir sekilde benimsenmistir. K. marxianus tiiriiniin anahtar 6éneme sahip
ozelligi sekerleri, yani laktoz ve iniilin olmak iizere pek ¢ok sekeri asimile etme
kapasitesidir.70 dakikalik tipik jenerasyon iiretim siireleriyle son derece hizli bir
biiylime oranina sahiptir. Termotolerant bir sug olan K. marxianus 52 °C’ye kadar

tireme hizin1 kaybetmez.

Kluyveromyces marxianus ilk olarak 1888 yilinda E.C. Hansen tarafindan
tanimlanmistir. Bundan sonra Saccharomyces marxianus adi verilmistir. Bu maya aslen
tiziimden izole edilmistir (Lodder ve Kreger-van Rij 1952). 1922 yilinda H. Schnegg
tarafindan Centraalbureau voor Schimmelcultures (CBS)’de depolanmis olan
Zygosaccharomyces marxianus etiketli 6zel bir susun bulundugu S. marxianus’un on
susunu iceren bir tip sus olarak keyfi olarak se¢ilmistir. Bu mevcut CBS 712 susuna
karsilik gelir. S6z konusu on susun bazi farkliliklari, psddomiyosiyum olusumu, laktozu
asimile etme ve fermente etme kapasiteleri kayit edilmistir. Sisalin ¢iiriiyen yapraklari,

seker fabrikasi atiklar1 ve “Lufthefe” (havalandirilmis maya), S. marxianus suslarinin
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izole edildigi diger habitatlardir. 1939’da Sacchetti, inulin’nin S. marxianus tarafindan
fermente edildigini gézlemlemistir. O zamanlar, Jirgensen tarafindan 1909°da kefirden
izole edilmis olan S. marxianus ve Saccharomyces fragili’in ¢ok yakindan iliskili
olmasina ragmen, bunlar birbirinden ayr tiirler olarak goriilmistiir (Lodder ve Kreger-

van Rij 1952).

2.5.4.1 Taksonomisi

Molekiiler biyolojinin gelismesinden Once mayalarin siniflandirilmasi, morfoloji ve
fizyolojiye, Ozellikle de belirli karbon kaynaklarini 6zlimseme kapasitesine
dayaniyordu. Bu yontemlerin bariz  kisitlamalari, molekiiler yaklagimlarin
uygulanmasinin 6niinii agmistir, ancak farkli teknikler siklikla c¢elisen veya sonugsuz
bulgular ortaya ¢ikarmistir. Bununla birlikte, Kurtzman ve meslektaslarinin ¢aligmalari,
mayay1 kategorize etmek ve suslar arasindaki iliskiyi anlamak icin biiylik ribozomal
altbirimin (25S) rDNA’sinin D1/D2 bdlgesini kullanarak tiplendirmenin oniinii agmustir.
(Kurtzman ve Robnett, 1998). Bu diziye dayali taksonominin uygulanmasi, daha 6nce
Kluyveromyces cinsinin bir pargast olarak siniflandirilan mayalarin giiglii bir sekilde
etkilendigi Saccharomyces kladi iginde biliyiik yeniden organizasyon ve yeniden
siniflandirma ile sonuglanmistir (Kurtzman 2003, Lachance 2007). Ilging olarak, K.
thermotolerans ve orijinal tip olan K. polysporus gibi bazi iyi bilinen “Kluyveromyces”
tirleri artik Kluyveromyces cinsinin bir pargasi degildir ve tip tiirler artik ¢cok sayida
esanlamli olan bir tiir olan K. marxianus’dur. K. dobzhanskii, K. marxianus ile en
yakindan iliskili olan tiirdiir, ancak bu maya iizerinde, nispeten az sayida c¢alismada

kullanilmigtir. K. marxianus’a gore fenotipik olarak oldukga farkli gériinmektedir.

Kluyveromyces ve Saccharomyces cinsleri arasindaki filogenetik iliskinin anlagilmasi,
bu cinsler i¢inde mayanin genetigi ve metabolizmas1 géz Oniine alindiginda 6nemlidir.
Her iki cins, Saccharomycotina veya hemiascomycetes ic¢indeki bir alt klad olan
“Saccharomyces™ cinsinin bir parcasidir. Candida, Debarromyces ve Yarrowia gibi
endiistriyel olarak 6nemli olan diger hemiascomycete mayalar1 Saccharomyces cinsinin
disindadir ve bu nedenle Saccharomyces ve Kluyveromyces’e gore daha farkli olmasi

beklenenilmektedir (Scannell vd. 2007). Ancak Saccharomyces cinsinin, 100 milyon yil
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once (mya) Once meydana gelen bir tim genom duplikasyon (TGD) olayiyla
boliinmiistiir (Wolfe ve Shields 1997). Saccharomyces’e ait cins ve tiirler, TGD 6ncesi
ve sonrasi, olmalar1 yoniinden ayrismaktadirlar. Saccharomyces sensu stricto tiirlerinin
TGD sonras1 ve Kluyveromyces tiirleri, TGD oOncesi ortaya ¢ikip ¢ikmadiklari ile
tanimlanir. Genlerin ek kopya halinde mevcut olmasi nedeniyle, TGD geciren
mayalardaki genler, yeni fonksiyonlar gelistirme esnekligine sahiptir. Bu S.
cerevisiae 'nin evriminde ¢ok énemli olduguna inanilan bir 6zelliktir. Saccharomyces ve
Kluyveromyces arasinda homolog olan genlerin islevsel olarak farklilasmis olabilecegi
ve bazi durumlarda fonksiyonel korunmanin Saccharomyces cinsi disindaki “az iligkili”
mayalar ile daha yiiksek olabilecegini gosterilmistir. Bu, hiicre i¢indeki metabolik

yollar1 ve siirecleri anlamaya calisirken 6nemlidir.

Genom yapisi ve ploidi mayalar iginde degiskendir. C. albicans gibi baz: tiirler diploid
iken, Saccharomyces gibi haploid, diploid veya poliploid formlarda bulunabilmektedir.
Saccharomyces’te, ¢ogu molekiiler genetik c¢alismalar haploid S. cerevisiae ile
gerceklestirilirken, biyoteknolojide kullanilan geleneksel suslar genellikle diploid veya
hatta hibrit tiirlerdir (Mortimer 2000, Nguyen ve Gaillardin 2005). Kluyveromyces
cinsindeki tiirlerin ploidi durumu, ¢ogu tiiriin homotik oldugu ve ciftlesme gruplarina
ayrilabildigi belirlenmis olsa da tam olarak ¢oziilmemistir (Johannsen 1980). Bununla
birlikte, bu 6zellik, genetik ¢aprazlamaya (crossover) izin verir ve bazen mutantlari
birlestirmek ve cift mutasyonlarin etkisini kontrol etmek i¢in kullanilmaktadir. K.
marxianus’un bu konuda ki durumu tam anlasilamistir. Geleneksel olarak, tiirlerin
haploid oldugu diistinilmiistiir (Johannsen 1980, Steensma vd. 1998) ancak son
zamanlardaki molekiiler ¢alismalar, bunun her zaman dogru olmayabilecegini ve
Ornegin yaygin olarak kullanilan suslarda K. marxianus CBS6566 susunun diploit
olabilecegi oOnerildigi gosterilmistir (Ribeiro vd. 2007). Buna karsilik, molekiiler
yaklagimlar, diger suslarin haploid oldugunu ve bu nedenle de, K. marxianus’un hem
haploid hem de diploid formlarinin arastirma ve endiistriyel alanlarda yaygin olarak

kullanildigin1 gostermektedir (Hong vd. 2007, Pecota vd. 2007, Nonklang vd. 2009).
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2.5.4.2 Metabolizma ve fizyoloji

Ondokuzuncu yiizyilda Louis Pasteur’iin ¢alismalari ile baglayan maya arastirmalarinda,
mayalarin  sekerleri  kullanilarak  mikrobiyel gelisme gostermesi biyik ilgi
uyandirmistir. Biyokimyasal yaklasimlarin uzun bir siire yararlanildiktan sonra,
molekiiler genetik metodlarin kesfi ile aragtirmalar beklentiler olugsmustur (Fukuhara
2006). Cesitli seker tiirlerinin ve sekerlerden enerji iiretmek igin kullanilan yollarin,
farkli mayalarin 6zelliklerini tanimlamakta ve molekiiler yontemlerin kesfine kadar
mayalar1 siniflandirmakta énemli bir ara¢ olmustur. Bu yollar hakkindaki ayrintili bilgi
sahibi olunmasi bir mayanin kesin tiir tayini i¢in biiyiik bir 6neme sahiptir. Glikoliz ve
TCA dongiisiiniin ana yollaklarinin bilesenleri biiyiik 6lglide korunmus olsa da,
regiilasyonun maya tiirleri arasinda dnemli 6l¢iide farklilastiginin goriilmesi sasirticidir
(Flores vd. 2000). Diizenleyici mekanizmalardaki bu farkliliklar, Crabtree, Kluyver,
Pasteur ve Custer etkileri olarak adlandirilan ve bunlart ilk kez agiklayan bilim
insanlarindan adlarimi alirlar. Bu etkilerin hala tam olarak anlasilmadigini sdylemek
dogrudur, ancak mayalarin seker metabolizmasinda yapilan arastirmalara genel bir
bakisla ve en son verilere dayanarak, mayalarin seker indirgeme yolaklar1 anlasilabilir
(Barnett ve Entian 2005). Kluyveromyces goz oOniine alindiginda, Saccharomyces ile
nispeten yakin filogenetik iliskinin dogrudan karsilagtirmalar1  kolaylastirmasi
beklenebilir, oysa seker metabolizmasi s6z konusu oldugunda, Saccharomyces oldukca
essizdir. Agikgasi, TGD’ye girmeyen mayalarin, farkli selektif baski altinda evrildigi
bilinmektedir. Bu yiizden kendi nislerine uygun o6zel diizenleyici mekanizmalari
gelistirdiler. Bu nedenle S. cerevisiae ile K. marxianus ya da diger TGD mayalari ile
yapilan c¢alismalarda ekstrapolasyon yapildiginda dikkatli olunmalidir ve diger
caligmalarda da belirtildigi gibi belki de  asil geleneksel olmayan” maya S.
Cerevisiae’dir (Blank vd. 2005).

Mayalar, aerobik, fakiiltatif veya respiro-fermentatif olarak veya vis oksijene karsi
durumlarina bagh olarak fermentatif olarak siniflandirilabilirler (Merico vd. 2007). S.
cerevisae gibi K. marxianus, bir respiro mayalayict mayadir ve TCA dongiisii yoluyla
oksidatif fosforilasyon yoluyla veya etanole fermentasyon yoluyla enerji iiretebilir.

Crabtree etkisinin mekanistik temeli hala tam olarak anlasilamamistir ancak
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muhtemelen yiiksek glikolitik aki altinda enzim doygunlugu, TCA enzimlerinin glikoz
baskisi ve spesifik redoks dengeleyici metabolik reaksiyonlarin ifadesi ile ortaya
cikmaktadir (Merico vd. 2007). K. lactis ve K. marxianus genellikle Crabtree negatif
olarak smiflandirilsa da, her iki tiir de fermantasyon ile etanol iiretimi i¢in gerekli
genleri tasirlar ve belirli  kosullar altinda fermantasyon yasam tarzini
benimseyeceklerdir. K. marxianus’un “Crabtree statiisii” literatiiriinde gelisen raporlar
oldugu ve baz1 c¢aligmalarda “Crabtree-effect positive” olarak adlandirildig
belirtilmelidir. Bu goriiniirdeki ¢atismanin neredeyse tamamu, tlirlerin karsilastirmali
caligmalarinin, her bir tiiriin temsilcisi olarak tek bir tiirli segmesiyle olusanyetersizligi
yansitmaktadir. Saccharomyces cinsi igindeki 40 maya {izerine yapilan bir ¢alisma,
oksijenin varliginda mayalanmaya yonelik yaygin kabiliyetin, mayanin, NAD (P) /
NAD (P) H (redoks) dengesini elde etme kapasitesiyle kisitl oldugunu gostermistir.
(Merico vd. 2007). Mevcut kanitlara dayanarak, yazarlar fermantasyonel bir yasam tarzi
icin bir tercihin Kluyveromyces de dahil olmak iizere bu maya klonu igin atalarinin
durumunu temsil edebilecegini diisiiniiyorlar. Bu ¢alismada kullanilan K. marxianus
(CBS 712)’nin 6zel susunun, muhtemelen hem tiirler arasindaki altta yatan farkliliklarin
hem de varyasyonun bir yansimasi olan K. lactis (CBS 2359) susuna kiyasla
fermentasyonla 6nemli 6l¢iide daha iyi oldugu her iki tiiriin i¢inde ortaya konulmustur.
Kluyveromyces’in temel olarak Crabtree negatif mayalar1 ve tercihen TCA dongiisiine
ve optimum enerji Uretimine dogru dogrudan metabolizmasinin oldugu sonucuna
varilmaktadir. Bununla birlikte, K. marxianus, es zamanli fermentasyon ve solunum
gerceklestirme kapasitesine sahiptir ve bu yollar arasindaki kesin denge, spesifiktir.
Etanol veya biyokiitle iiretimi arasinda ¢ok acik bir baglant1 vardir. Ornegin, Merico ve
arkadaglar1, S. cerevisiae i¢in 0.13 g/g (seker grami bagina gram biyokiitle) ve 0.40 g/g
icin biyokiitle verimi rakamlarimi rapor ediyorlar. K. lactis (Merico vd. 2007).
Biyokiitlenin 6nemli oldugu uygulamalar i¢in, maya tiirleri arasindaki bu fark kesinlikle
onemlidir. Bununla birlikte, ayn1 zamanda, Crabtree etkisinin bir¢ok ilgili faktor
kaynaklandig1 ve bunlarin tiim tiirlere esit olarak uygulanamayacagi da diistiniilmelidir.
Boylece, asir1 Crabtree pozitif ve Crabtree negatif mayalar arasinda bir spektrum vardir
ve etkinin giicii digsal faktorlerden etkilenebilir. Bahsedildigi gibi, etkinin giiciinde
varyasyon, tiirler i¢inde bile ortaya ¢ikmakta olup, bu durum K. marxianus suslarinin

neden cok etkili etanol iireticileri oldugunu agiklamaktadir (Hong vd. 2007, Nonklang
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vd. 2008). Metabolizma gz 6niline alindiginda, K. marxianus’un herhangi bir 6karyotik
mikropun en hizli biiylime oranlarindan birine sahip olmasi, 6rnegin bir kemostat
calismasinin, K. marxianus CBS 6566°nin 6zgiil biiyiime oranini (umax) 0.6 sa—1 (iki
katina ¢ikma siiresi) olarak kaydetmesi dikkate degerdir. 70 dakika) ve evenmax 0.8 h —
1 ile daha hizli biiyiiyen bir varyant segilebilir (Groeneveld vd. 2009). Ozellikle K.
marxianus’un yiiksek metabolik akisi, on dort maya tiriiniin bir mukayesesinde

gozlenmistir.

K. lactis ve K. marxianus’un tanimlayici bir 6zelliginin, laktozu bir karbon kaynagi
olarak kullanma kapasitesi oldugu, S. cerevisiae’de bulunmayan bir 6zellik oldugu
belirtilmistir. Laktoz kullanimi, K. lactis’te yogun olarak ¢alisilmis ve K. Marxianus’un
da temel 6zelliklerin korundugu varsayilmaktadir (Rubio-Texeira 2006, Schaffrath ve
Breunig 2000). Laktozu kullanma kabiliyeti, hiicrenin igine laktoz alimi igin gerekli
olan bir laktoz permebilitesini kodlayan LAC12 ve laktozu monomer glikozu ve
galaktoza hidrolize eden bir p-galaktosidazi kodlayan LAC4’i igeren iki gen, LAC12
tarafindan saglanir. S. cerevisiae’de oldugu gibi, galaktoz ayrica Leloir yolu yoluyla
glikoz-6-P’ye metabolize edilir. LAC12 — LAC4 gen giftinin evrimsel tarihi agik
degildir, ancak regiilasyonlar1 S. cerevisae’de iyi ¢alisilmis olan Galdp / Gal80p sistemi
ile entegre edilmistir. Bununla birlikte, tiirler arasindaki farkliliklar vardir, 6rnegin,
LAC/GAL genlerinin bazal ekspresyonu, muhtemelen bir GAL4 pozitif oto diizenlemeli
dongiliden olusmaktadir. Glikoz inhibasyonu kontroliiniin ekspresyonu kontrol etme
diizeyinin de oldukga etkili oldugu durumlarda Kluyveromyces’te daha yiiksektir.
Mekanik olarak, farkliliklar da goriilmiistiir. Ornegin Kluyveromyces, Saccharomyces’te
GAL2 tarafindan kodlanan spesifik bir galaktoz gegirgenliginden yoksundur ve
Gallp’de enzimatik ve diizenleyici islevleri bulunurken, bunlar Saccharomyces’de

Gallp ve Gal3p arasinda boliinmiistiir (Rubio-Texeira 2005, Traven vd. 2006).

2.6 Surfaktanlar

Surfaktan kelime olarak "yiizeyi saran" anlamina gelmektedir. Surfaktan maddeler,
suyun yiizey gerilimini disiirirler. Bu nedenle "yiizey aktif" maddeler olarak

anilmaktadir (Homberg vd. 2003). Surfaktanlar su-petrol yiizeyi, hava-su yiizeyi, sivi-
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kati yiizeyi gibi farkli ylizeyleri bir araya getiren 6zellikler gostermektedirler. Surfaktan
denince akla, alkil stilfat, alkil siilfonat, etoksillenmis yag asitleri, sodyum tuzlar1 gibi
organik tiirevler gelmektedir. Surfaktanlar genellikle yapisal olarak uzun bir molekiiliin
ucundaki afinitesi yiiksek bir grupla karakterize edilmektedir. Surfaktanlar bu grubun
kimyasal durumu agisindan iyonik ve iyonik olmayan (noniyonik) olmak iizere
nitelendirilir (Hamme vd. 2006). Surfaktanlarin genis uygulama alanlari vardir.
Surfaktandan nétral molekiillerin ¢6ziiniirlestirilmesinden kozmetik, misel katalizi,
ayirma islemleri ve tekstil (dirlinlerinin boyanmasi gibi genis bir aralikta
faydalanilmaktadir (Scamehorn 1986). Surfaktanlar, hidrofobik kuyruk ve hidrofilik bas
kismindan olusurlar (Sekil 2.3). Sivilarin veya sivilarin ara yiizeylerinin gerilimini
azaltabilen kimyasallardir. Surfaktanlar ortamda basit monomerler halinde bulunur,
ancak bazen daha karmasik polimerler olarak da bulunurlar. Yiizey aktif maddelerin
hidrofilik grubunun yiikiine dayanilarak, bunlar anyonik (negatif yiiklii), katyonik
(pozitif yiiklii), noniyonik (herhangi bir yiik olmadan) ve Amfolitik/zwitter iyonik (her
iki yiik) olarak gruplandirlirlar (Rebello 2014).

Hidrofilik bag grup Hidrofobik kuyruk

Sekil 2.3 Surfaktanlarin genel yapisi

2.6.1 Anyonik surfaktanlar

Anyonik ylizey aktif madde SDS, petrokimyasal veya oleo kimyasal esasl lauril
alkollerin siilfonatlanmasiyla sentezlenirken, LAS sadece petrokimyasal yan iiriinlerden
sentezlenir. SDS, 12 karbon atomlu alkil kuyruklu, amfifilik 6zelliklere sahip bir stilfat
grubuna bagli bir linearmolekiilimdiir. LAS, hidrofobik bir alkile sahiptir. Zincir ve bir

benzen halkas1 ve bir siilfonat grubu igeren hidrofilik bir kafaya sahiptir. Tek bir bilesik
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degil, ideal olarak yakindan iliskili homologlar ve izomerlerden olusan 20 bilesigin bir

karisimidir (Rebello 2014).

2.6.2 Katyonik surfaktanlar

Katyonik surfaktanlar bir¢ok ylizeyde giicli olarak adsorplandigindan dolay1
yizey modifikasyonlarinda kullanilmaktadirlar. Katyonik surfaktanlarin biiyiik bir
cogunlugu, katyonik yiik tasiyan azot atomuna dayanmaktadir. Hem amin hem de
kuaterne amonyuma dayali iriinler olduk¢a fazladir. Aminler, yalnizca protonlanmis
durumda surfaktan olarak fonksiyon gosterirler, bu nedenle yiiksek pH degerlerinde
kullanilamazlar. Kuaterner amonyum bilesiklerinin pH’a karst duyarliligi yoktur.
Kuaterner olmayanlar da ¢ok degerlikli anyonlara karsi olduk¢a yiiksek hassasiyete
sahiptir.

2.6.3 iyonik olmayan surfaktanlar

Iyonik olmayan surfaktanlar, diger biitiin surfaktan tiirleri ile uyumludur. Sert sulara
kars1 hassasiyetleri yoktur. Iyonik surfaktanlarin tersine fizikokimyasal ozellikleri,
elektrolitler tarafindan belirgin bir sekilde etkilenmez. Etoksilatlanmis bilesiklerinin
fizikokimyasal ozellikleri sicaklia ¢ok baglhidir. Iyonik bilesiklerin tersine bunlar
yiiksek sicakliklarda suda daha az ¢oziiniir ve daha hidrofobik hale gelirler. Iyoni
olmayan surfaktantlar, polar grup olarak ya bir polietere ya da polihidroksil birimlerine
sahiptir. Iyonik olmayanlarm biiyiik bir kisminda polar grup, oksietilen birimlerinden

olusan bir polieterdir (Holmberg vd. 2003).

2.6.4 Zwitteriyonik surfaktanlar

Zwitteriyonik surfaktanlar en kiiciik surfaktan smifidir. Bunlar genellikle asit ve
bazlarda kararlidir. Goz ve deride ¢ok diislik tahribat gosterdiklerinden dolay1 bir¢cok
tirlinlin sampuan ve kisgisel bakim {irlinlerinde kullanilmasi uygundur. Zwitteriyonik
surfaktanlar, farkli isarette iki yliklii grup igerirler. Pozitif yiik, genellikle amonyumken,
negatif yiik kaynag1 en yaygin olarak karboksilatlardir. Buna karsin farkli negatif yiik
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kaynaklar1 goriilebilmektedir. Zwiterriyonik surfaktanlar, sik sik amfoterik surfaktanlar
olarak da adlandirilmaktadir (Holmberg vd. 2003).

2.7 Surfaktanlar ile Giderim

Sistemin Ozellikleri

Kritlk misel konsantrasyonu

cMC

B Toprak
. Kontaminant
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‘%‘ AX  Indirgeyicl bakter|
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.......... Yazey gerllimi

| >

Yiizey Aktif Madde Konsantrasyonu

Sekil 2.4 Surfaktanlarin ¢alisma sekilleri (Mao vd. 2015)

Kirleticileri topraktan ¢éziindiirmek i¢in yiizey aktif maddeler kullanilir.

Surfaktanlarin biyogiderime etkisini anlamanin en iyi yolu yiizeyler ve hiicreler ile

interaksiyonalrini anlamaktir.

Substratlarin arasinda bir ara birim olarak bulunmalart surfaktanlarin temel

ozelliklerindendir. Ayrica, kayma ve hiicre-hiicre etkilesiminde etkili rol oynarlar. Cogu
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yiizey aktif madde’nin fizyolojik islevleri kesin bir sekilde belirlenememistir (Haferburg
vd. 1986)

ylizey aktif madde’leri agirlikli olarak hidrokarbon asimilasyon ve biyosit etkinligi
acisindan aragtirilmistir. Bununla birlikte surfaktanlarin, bakterilerin kayma ve ara
yiizlerin 1slanmasinda bir gorevi olabilecegi diistiniilmektedir. Yiizey aktif madde’larin
biyosidal aktivitesi, molekiillerin lipid yapisi ile yakindan iliskilidir. Bu bilesiklerin
Okaryotik hiicrelerle etkilesiminin sonuglar1 iyi bilinmektedir ve pirojenite, oldiirticii
toksisite, immiinojenisite, mitojenisite ve diger molekiiler litik etkilerini igerir (Wicken

vd. 1980).

Hidrokarbon-su ara yiizeyleri, kendiliginden olusan hidrofobik ara yiizeyler degildir.
Diger o6nemli hidrofobik arayiizeylerin siralanmasi gerekirse, hava-su ara yiizi,
bitkilerin hava kisimlari, hidrofobik kiitikiil, mum katmanlari, kitin Eklem bacakli
iskeleti ve komiir, katran veya elemental siilflir ara yiizleri sayilabilir. Yapraklarda ve
kitine ait mikrobiyel bozunma, dogadaki organik maddenin geri doniisimi igin
gereklidir. Stvi olmayan hidrofobik ara yiizler ayn1 zamanda bu bozunma siirecinde
ylizey aktif madde’lar sayesinde substrat olarak kullanilmalarini saglamaktadir. Su-gaz
veya hava ara yiizii sadece nehirler, goller ve deniz gibi sulu sistemlerde degil, ayni
zamanda topraklarda ve tortullarda evrensel bir hidrofobik ara yiizii temsil eder.
Hidrofobik molekiiller bu ara ylizde birikim egilimi gosterirler ve ara yiizeylerde aktif
olarak goriilen bakteriler igin cazip besin kaynagidir. ylizey aktif madde’ler, bu dogal

hidrofobik tiimiiyle etkilesimi giiclendirmek i¢in ideal molekiiller gibi goziikmektedir.

Arayiizeyler hakkinda li bir diger dnemli husus mikrobiyel hiicre zari, hiicre duvart ve
hiicre yiizeyi dongiisii tirtinlerinin surfaktanlara gére tanimlanmasidir. Gram pozitif ve
gram negatif bakteriler ig¢in, hidrofobik bir kisim tasiyan amfifilik bilesikler
bilinmektedir. Bu bilesiklerin yapist kismi olarak lipid olabilecegi gibi membranda bir
lipid ¢ipast gorevi gorebilir veya membrandan (Bugg vd. 1994) gecmek {izere gegici
olarak bir polimerle tutturulan bir parca olabilir. Bakteriyel hiicre duvarlar ve

peptidoglikan olarak gesitli degerlendirmelere konu olmustur (Koch 1988).
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Bakteriyel hiicre duvari hiicrelerin seklini ve mekanik o6zelliklerini belirlenmektedir.
Hiicre duvarlarinin sentezi ve doniisiimii, hiicrelerin biiylimesi sirasinda ¢ok énemlidir.
Yine, gram-pozitif ve gram-negatif hiicrelerin surfaktanlara tepkisi farkilidir. Ciinkii
hiicre duvar kalinligindaki degisimin yan1 sira bir dis zarin varligi veya yokluguda bu
intereksiyonu degistirir. Tanim olarak, hiicre duvar degisimi biiylime gerektirmez ve
doniigiim triinlerinin ¢evreye birakilmasi esastir. Genel olarak, miireinden hidrolazlar
tarafindan salinan hiicre duvari doniisiim iriinleri, hiicre tarafindan geri donistiirtiliir
(Doyle vd. 1988, Cooper 1991). Son olarak bakterilerin en distaki yiizey tabakasini
olusturan hiicre ylizeyi doniisiim iiriinleri vardir. Yalnizca gram pozitif hiicrelerde degil,
ayn1 zamanda proteinler ve polisakaritler gibi diger molekiillerden olusur. Yukarida
Ozetlenen sentetik yiizey aktif madde’lerin tiim yonleri ilke olarak mikrobiyel yiizey
aktif madde’ler i¢in gegerlidir. Yiizey-aktif yaklagimi tarif ederken, biyolojik yiizey
aktif  maddelerin, amfifilik, polifil bilesiklerin olas1 teorik konumlarini,
yonlendirmelerini ve etkilesebilecekleri farkli ylizey tiirleri ayrintili bir sekilde ortaya
konulmaya calisilmistir. Dogal sistemlerde durum ¢ok daha karmasiktir ve bir¢ok ilave
parametrenin dikkate alinmasini gerektirir. (Doyle vd. 1988, Pugsley 1993, Whitfield
vd. 1993)

Bakterilerin ¢esitli arayiizlerle etkilesiminde yiizey aktif madde’larinin genel calisma
pernsibi 1987 yilinin baslarinda tanimlanmistir. (Neu 1987) Daha sonra Gerson, yiizey
aktif madde’larin suda ¢oziinmeyen substratlardaki mikroorganizmalarin bilyiimesinde
onemli oldugunu bulunmustur. Bir biyositiir, hiicre yiizeyinin dis katmanlarindaki
hidrofobik kisimlara (gram pozitif bakterideki hiicre duvari ve gram negatif bakterideki
dis zar) ile demirlenebien bir biyosittir. Bu durumda hiicre, hidrofobik bir arayiiz ile

etkilesime girebilir, ancak hidrofobik bir arayiizle etkilesime giremez (Sekil 2.6).
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Sekil 2.5 Anyonik surfaktanlarin yiizey yiiklerine etkisi (Neu 1996)

Bu olaym o6rneklerinden biride gram negatif hiicrelerin dis zarinin dis tabakasindaki
lipidlerde gozlenmektedir. Hiicrenin ylizey yapisina bagl olarak, molekiiler seviyedeki
durum hala belirsiz olsa da, bu lipidler ara yiizelerle etkilesimde belirli bir dereceye
kadar yer aldigi diistiniilmektedir. Bununla birlikte, hiicre yiizeyi tizerinde hidrofobik
bolgelerin bloke edilmesinde surfaktanlar etkisinin gozledndigi 6rnekler bulunmaktadir.
Bir serratamolidin varlig1 ile hiicre yilizeyi hidrofobikliginin azaltilmasi Serratia igin
Onerilmistir (Bar-Ness vd. 1988). Bir bagka 6rnek, gram-pozitif bakterilerin sitoplazmik
zarin dis tabakasindaki lipit ile modifiye edilmis polipeptidlerdir. Streptokoklar icin, bu
lipid modifiye polipeptidlerin tutunma icin 6nemli oldugu gosterilmistir. (Jenkinson
1992). Surfaktanlar da, hidrofilik kisim vasitasiyla hiicre yiizeyine baglanabilir. Boylece
hidrofobik kismi dis tarafta kalir. Bu, hidrofobik bir hiicre yiizeyi olusturur ve bu
durumda hiicre, hidrofobik bir ara yiizeyle etkilesime girebilir (Sekil 2.5). Dyar,
Micrococcus ve Mycobacterium tiirlerinin hiicre yiizeylerini incelenmistir. (Dyar 1948).
Corynebacterium, Mycobacterium ve Nocardia cinslerinin bakterileri (CMN kompleksi
olarak da bilinirler) kovalent bagli hidrofobik 6zellikler tagiyan mikolik asit bakimindan
zengindirler. Mycolic asitler, uzun alifatik yan zincire sahip yiiksek molekiil agirlikli
hidroksi yagl asitlerdir. Mykolik asitlerdeki karbon atomlarinin sayist 30 ile 90
arasinda degisebilir. Bu gruptaki bakteriler hidrofobiktir, c¢linkii sitoplazmik zar
igerisinde demirlenmemis, dis ortamla interaksiyon halinde mikolik asitlerin alifatik

zinciri vardir. Teflon ve cama yapisma Ozelliklerini incelemek icin farkli zincir
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uzunluklarina sahip miklorik asitlerle birlikte koriyonform bakteriler kullanilmistir.
Fizikokimyasal hiicre yiizey 6zelliklerinin (hidrofobiklik) teflon’a yapigmanin, mykolik
asitlerin varlig1 ve zincir uzunlugu ile iliskili olabilecegi bulunmustur. (Bendinger vd.
1993). Bu iliski, bir hidrofobik hiicre yiizeyi ve emiilsiyon haline getiren bilesiklerin
tiretiminin (Stephens vd. 1987) oniinli agabilir. Ramnolipid {ireten Pseudomonas
aeruginosa suslariyla yapilan c¢alismalar bulunmaktadir. Ramnolipid, hiicre
hidrofobisitesini arttir. Hidrofobik kisimi ¢evreye yonlendirilirken (Zhang vd. 1994),
hiicrenin dis tabakalarinda ramnolipidin hidrofilik kisim ile baglandigini gostermektedi.
E. coli, Bdellovibrio bacteriovorus ile enfekte edildiginde, uzun zincirli yag asitleri
intraperiplazmik biiylime sirasinda kovalent olarak E. coli peptidoglikana baglanir
(Thomashow vd. 1978). Gram negatif bir bakteri olan E. coli’de yag asitleri dis
matrikse maruz kalmazlar. Bununla birlikte, bu, yag asitlerinin peptidoglikana
baglanabilecegini gostermektedir. Bu bulgu, ayni prensibin gram-pozitif bakteriler igin
de gecerli oldugunu ve bu bakterilerin bu yag asitlerinin dis ortama maruz
kalabilecegini gostermektedir. Serbest yasayan ve yapisan bakterilerin lipid igerigini
karsilastiran ilging calisma rapor edilmistir. Bu calisma, sesil ve serbest yasayan
bakterilerin lipid igerigi ve yag asidi oranini arasindaki farki ortaya koymustur (Valeur
vd. 1988). Bunun bir bagka 6rnegi, maya hiicreleri ile yapilan ¢alismalarda bulundu.
Yag asitlerinin, Saccharomyces suslarinin hiicre yiizeyindeki hidrofobik belirleyiciler
oldugu gosterilmistir. Bu, yag asitlerinin acil zincirlerinin dista kaldigr anlamma gelir
(Limura vd. 1980, Limura vd. 1981). Yiizey aktif maddlerin diger bir islevi de ,
bakterilerin yiiksek organizmalarla spesifik etkilesimlerini saglamasidir. Hiicreye bagh
polimerik yiizey aktif madde’lar, polimerik amfifilik molekiillerdir. Hidrofobik kisim ile
dis hiicre tabakalarina yapisir, boylece hidrofilik bdlge cevreye maruz birakirlar. Bu
diizenleme, hiicrenin hidrofilik arayiizlerle etkilesime girmesine, ancak hidrofobik

olanlarla etkilesime girmesine izin verir (Sekil 2.6).
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Sekil 2.6 Katyonik surfaktanalrin yiizey yiikiine etkisi (Neu 1996)

Bu durumun iyi bilinen 6rnekleri, lipopolisakkaritler (Lu’deritz vd. 1971, Reitschel
1984, Westphal vd. 1996) ve enterobakteriyel olan gram-negatif bakterilerdir Diger
ilgili ornekler lipoteikoik asit lipomannan Actinomyces amphiphile ve diger bazi
amfifiller i¢eren gram-pozitif bakterileridir. Buna ek olarak, gram negatif verilen
surfaktanlar, mikroorganizmalar yag asitlerini, lipitleri ve biyolojik koruyucu maddeleri
cevreleyen ortama atarlar. Biyolojik yiizey aktif maddeleri sulu faza atabilen mikrobiyel
bir hiicre, bir ara yiizde mikrobiyel olarak olusturulmus bir sartlandirma filminden
sorumlu olabilir. Hidrofobik bir arayiizde, bu sartlandirma filmi ara yiizeyi hidrofobik
seviyeden hidrofilige degistirecektir. Bu, hidrofobik hiicrelerin degil, hidrofobik

hiicrelerin artik ara yiiz ile etkilesime girdigi anlamina gelir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7 Surfaktan modifiyeli yiizey ile hiicre etkilesimleri

Ilk ornek, yiizey aktif madde iireten Thiobacillus tiirleri icin bildirildi. Bu bilesik,
elemental kiikiirtiin hidrofobik ylizeyine yapigmanin baslangic agamalarinda (Jones vd.

1961, Beebe vd. 1971, Bryant vd. 1984) yer alabilir.

Hidrofobik yiizeylerde temelde belirli habitatlardan izole edilmis yiizey aktif madde’lar

tireten mikroorganizmalar goriiliir. Hidrofobik bitki keseciklerinden izole edilen ¢ogu
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fitopatojenik corynebacteria’nin yiizey aktif madde’lar1 iretirler. Benzer bulgular

Pseudomonas tiirleri igin bildirilmistir.

Yiizey aktif madde iireten mikroorganizmalar hidrofobik hiicre yiizeyleri sulu
ortamlardan bile izole edilmistir (Neu 1961). Bu tarama sirasinda bulunan bazi biyolojik
koruyucu maddeler baslangicta antibiyotik olarak kesfedilmistir (Neu ve Poralla 1990).
Bu yolla izole edilmis bir bakteri, suyun yiizey gerilimini 27 mN /m degerindeki en
diisiik teorik degerine diisiiren bir peptidolipit biyosurfaktant olan viscosin tireten bir
Pseudomonas susudur (Neu vd 1990). Brokoli bas donmesi hastaliginin arastirildigi
farkli bir ¢alismada bulunmaktadir. Belirtilere neden olan Pseudomonas fluorescens
suslari, brokoli yapraklarinin asir1 hidrofobik, mumlu yiizeyinin i1slanmasina izin veren
viskosin irettigi gozlenmistir. Pektolitik ve surfaktan pozitif suslari, su ile kapl
yiizeylerde ve ciirlimenin yayilmasina, sebep olmustur. Hastaligin olusum mekanizmasi
bu sekilde agiklanmistir (Hildebrand 1989). Viscosin iireten P. fluorescens suslari
komiir tlizerinde gelisebilen mikroorganizmalardir. Bununla birlikte, sivilagma ve
surfaktan tiretimi arasinda herhangi bir iliski kurulamamistir (Fakoussa 1988, Fakoussa
1989). Hiicre digina atilan biyosurfaktanlara bir baska 6rnek, bir deniz Vibrio tiiriiniin
bir kolonisinde bulunan hidrofobiklik farki olabilir. Hidrofobiklik, koloninin
cevresinden merkeze artmistir. Bu koloni hidrofobisitesi, farkli biiylime bolgelerinden
gelen hiicrelerin hiicre yiizeyi hidrofobikligi ile korelasyon gostermez. Bununla birlikte,
gevsek  baglanmis bir emiilsiyon haline getirici maddenin varligr ile
iligkilendirilmektedirr. Bu gozlem, hiicre digina atilan bir yiizey aktif madde’nin
hidrofobik boélgelerinin hidrofobik hava araytiizii ile etkilesime girdigi, hidrofilik
bolgelerinin ise bakteri kolonisinin tizerindeki hidrofilik hiicre yiizeyleri ile etkilesime
girdigi anlamina gelir. Benzer bulgular E. coli kolonileri igin bildirilmistir. Elektron
mikroskobu teknikleriyle agardaki kolonilerinin lipitlerden olusan bir yiizey filmi ile
ortiilmiis oldugu gosterilmistir (Tetz vd. 1993). Bu filmin biyolojik rolii hala bilinmiyor.
Bu o6rnekler, mikrobiyel hiicre yiizeyi hidrofobikligi ile SAK’larin {iretimi arasinda bir
iliskiyi gostermektedir. Hidrofilik bir ara yiizde, hiicre disina atilan biyolojik koruyucu
maddeler ara ylizey oOzelliklerini hidrofilikten hidrofobik hale getirebilir. Sadece
hidrofobik hiicreler bu hidrofobik kosullandirma filmi ile etkilesime girebilir (Sekil 2.7).
Bir 6rnek Serratia marcescens’in yiizey aktif eksolipididir. Bu lipopeptid, bakterilerin
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hidrofilik bir ylizeyde flagellumdan bagimsiz yayilmasmi destekledigi gosterilmistir
(Matsuyama vd. 1989, Matsuyama vd. 1992).

Amfifilik ve polifil polimerler ayrica ¢evreye atilabilmektedir. Bu bir arayiiz tizerinde
sartlandirma filmi olusturabilmektedir. Hidrofobik bir ara yiizde, polimerler, ara
yiizdeki hidrofobik lipit kismi veya hidrofobik gruplarla baglanacak ve bdylece
hidrofobik ara yiizeyi hidrofilik bir ara yiiz haline getirecektir. Hidrofilik
mikroorganizmalar, ancak hidrofobik mikroorganizmalarla degil, mikrobiyel orijinli
hidrofilik sartlandirma filmi ile de etkilesime girebilmektedir (Sekil 2.8). Bu davrans,
emiilsan adi verilen bir polifilik polimer iireten Acinetobacter calcoaceticus igin
bildirilmistir. Bu polimer, yapigsmay1 etkin bir sekilde engelledigi, acinetobacter
calcoaceticus ve Streptococcus pyogenes gibi hidrofobik bakterilerin, epitel hiicrelerine
dontistiirilmesinden  yola  c¢ikalarak  hidrokarbonlarin  emilimini  engelledigi
gosterilmistir.  Polifilik polimerin  hidrofobik hidrokarbon ile ve hidrofobik
hidrokarbonla etkilesime girdigine isaret edilmistir. Epitelyal hiicrelerin baglayici
bolgeleri yag asitleri vasitasiyla bu ozellikleri kazanir (Rosenberg vd. 1983). Bir
hidrofilik ara yiiz ile etkilesime giren mikrobik amfifilik polimerlerin teorik olarak
heniiz mevcut durumda, hidrofilik arayiizii hidrofobik hale getirecegi beklenmektedir.
Sonug olarak, sadece hidrofobik mikroorganizmalar hidrofobik sartlandirma filmi ile

etkilesime girebilmektedir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.8 Surfaktan modifiyeli yiizey ile hiicre etkilesimleri (Neu 1996)

Yukarida tarif edildigi gibi, biyosurfaktanlar mikrobiyel hiicre ylizeyinde farkli yollarla
yonlendirilebilir. Bununla birlikte, oryantasyonuna bakilmaksizin, hiicre ylizeyinden
salinirlar veya hiicre ylizeyi ile ara yiiz arasindaki alana atildiklarinda, muhtemelen
bakterinin ara ylizeye yapismasina neden olmaktradirlar. Ara yiiziin hidrofilik veya
hidrofobik 6zelliklerine bagli olarak, bakteri hidrofilik veya hidrofobik 6zelliklere sahip
bir mikrobiyel sartlandirma filmine sahip olacaktir. Yapismadan sonra yiizeyde kalan bu

mikrobiyel molekiiller i¢in "desorpsiyon ayak izleri" terimi Onerilmistir (Neu 1992).
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Yiizeylerde birakilan bu ayak izi materyali, 6zelliklerini tanimlamak igin lektinleri
kullanarak etiketlenmistir (Neu vd. 1991). Bu kategoriye uyan cesitli Ornekler
streptokoklardir. Bazi ¢alismalarda, streptokoklarin bir yiizeye yapistigi ancak diger
mikroorganizmalarin yapismasini etkileyebilecek bazi bilesiklerin geride biraktilari
anlagilmistir. 6liimiine neden olacagi bulunmustur. Streptococcus mitis hiicreleri i¢in bu
maddelerin ara yiizeyi degistirdigi ve Streptococcus mitis ve Streptococcus mutans
hiicrelerinin yapismasimi etkiledigi gosterilmistir. Yiizeyden ayrilmis Streptococcus
cricetus hiicreleri ile 6nceden muamele edilmis yiizeyler Prevotella intermedia’nin
yapismasint olumsuz etkilemistir(Cowan vd. 1993). Streptococcus thermophilus ile
yapilan deneyleder, benzer gozlemler (Busscher vd. 1990, Busscher vd. 1994)
yapilmistir. Yapisma esnasinda baslangicta biriken hiicreler bakteriyel kalintilar birakar.
yiizey aktif madde alt katmaninin iizerine yapisir, boylece bir yapisma engelleyici
katman olusturur. Kayma, bakterilerin heterojen grubu 6zel bir durumu temsil eder.
Kayma, bakterilerin iki boyutlu bir sistem igerisinde kaldig: siirekli bir emilim siireci
olarak goriilebilir. Cytophaga johnsonae i¢in, siilfonolipidlerin ve ornitin lipidlerinin
kayma hareketliliginin molekiiler belirleyicileri oldugu, sentezlerinin yiizey kaynakli
oldugu (Abbanat vd. 1988) ve hiicrelerin dis zarinda lokalize olduklar1 gdsterilmistir
(Godchaux vd. 1988, Pitta vd. 1989). Diger bulgular kayma motilitesinde
lipopolisakkaridin ek bir katilimii desteklemektedir Biosurefaktantlarin baz1 kaygan
bakterilerin itici giiciinden sorumlu oldugu disiiniilmektedir. Myxococcus xanthus’un
kayma motilitesi i¢in yiizey gerilim gradyanlarina dayanan bir model teorik
hesaplamalar ve deneysel gozlemler kullanilarak olusturulmustur. Bir yiizey aktif
maddenin polaritesinin, hiicreleri bir ara yiizden gecirebilecegi 6ne siiriildii. Kaydirma
siirecindeki hidrofobik bilesenlerin alti ¢izilmektedir (Wolkin ve Pate 1985). Ozetle,
lipidler, biyosurfaktanlar ve lipopolisakaritler, bu heterojen bakteri grubunun
kayganlastirma siirecinden bir sekilde sorumlu olabilen bilesenlerdir. Bu, kayma
mekanizmasi i¢in tam bir agiklama anlamina gelmemekle beraber, yiizey aktif
molekiiller olarak, bu bakterilerin kayma hareketlerinde 6nemli bir rol oynamalar
muhtemeldir. ileri ki ¢alismalarda kayganlastirici bakteriler icindeki mekanizmalar
biiyiik olasilikla bulunacak ve bunlarin bazilar1 mikrobik yiizey aktif madde’lar
igerecektir. Yukarida tartisildigi gibi, mikrobik yilizey aktif madde’ler, hidrofobik

kisimlarimi  disa agan mikrobiyel hiicre yiizeyine baglanabilir. Bu gibi ylizey
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bilesiklerinin kontrollii salinmasi, hidrofilik/hidrofobik ylizey o6zelliklerinde bir
degisiklige neden olacaktir. Sonu¢ olarak, bu bilesikler, mikrobiyel hiicre yiizeyi
hidrofobikliginin ~ diizenlenmesinden  sorumlu  belirleyiciler ~ olarak  kabul
edilebikmektedirler. Bu mikroorganizmalar, farkli biiyiime kosullar1 altinda ve
morfogenezis ve farklilagma sirasinda farkli biiylime evrelerinde hiicre yiizeyi
hidrofobikligini degistirebilir. Onceki boliimlerde verilen orneklere ek olarak, bu
bildirinin kanitlarini igeren baska raporlar da bulunmaktadir. Yapisik bakterilerin, hiicre
ylizeyinin  hidrofobikligini  degistirerek  biyofilmlerden kendilerini  kurtardigi
bulunmusgtur. Pseudomonas aeruginosa ve E. coli ile yapilan ¢aligmalarda biyofilmden
kurtulan hiicreler i¢in hidrofiliklik gdzlenmistir. (Allison vd. 1990a). Birkag mikrobiyel
bilesigin, hidrofobik hiicre yiizeyi belirlryici i¢in (hidrofobinler) oldugu one
strilmustiir. Bunlar, ince fimbrialar, M protein / lipoteikoik asit, A protein, protein
tabakasi, prodigiosin, glukosiltransferaz, dis zar proteinleri, ylizey fibrilleri, gesitli
fimbrialar, ¢ekirdek oligosakkaritler / dis zar lipitleri ve gramisidin S’dir. Bununla
birlikte, lipoteikoik asit diginda bu liste, mikrobik yiizey aktif madde’lar. Dahasi, hiicre
yiizeyindeki hidrofobiklikteki dis zarin dis tabakasindaki lipidlerin rolii heniiz
aciklanamamustir. Lipopolisakaritlerinde azaltilmis bir O-spesifik zinciri olan gram-
negatif bakterilerin, suslarina sahip olan suslara gore daha az hidrofilik olduklar
bilinmektedir. Bununla birlikte, bu a¢idan dig zar lipidlerinin islevi tam olarak
anlagilamamistir. Hiicre ylizeyi hidrofobikligi veya hidrofilitesi, hiicre yiizeyindeki
oryantasyona bagli olarak degisir. Biyosurfaktantlarin ve amfifilik polimerlerin
mikrobik hiicre yiizeyi 1ile serbest birakma mekanizmasi ile birlesmesi,
mikroorganizmalarin hiicre ylizeyindeki hidrofobikligi ve dis oramdaki degisen cevre

kosullarina gore ayarlanmasini saglamak i¢in ideal bir yol oldugunu diistindiirmektedir.

(Allison vd. 1990b).

Saccharomyces cerevisiae susunun kullanildgi bi ¢alismada ise triton x 100 ve Pluronic
f-68 surfaktanlarinin maya hiicreleri {izerinde etkisi arastirilmistir. Deneylerde 6zellikle

zar gecirgenligi calisilmigtir.
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Noniyonik surfaktanlar, hiicre kiiltiirii sistemlerinde takviye olarak ilgi ¢ekmektedir. Bu
gibi bir yiizey aktif madde olan Pluronic F-68, ortalama molekiilli bir blok

kopolimerdir.

Pluronic’in hiicre korumasinin kesin mekanizmasi agik olmasa da, bir ara yiizey filmi,
yiizey gerilimi etkisi, ve hiicre-kabarcik etkilesimlerine karsi korunmak i¢in kararli bir
kopiik olusumu dahil olmak iizere bircok olasilik géz Oniine almmustir. Ilgili
calismalarda, diger noniyonik surfaktanlarin hem hayvan hem de mikrobik sistemlerde
membran gegirgenligini etkileyebilecegini gostermistir. Maya hiicrelerinde, hem Triton
X-100 hem de steroidal glikozit, digitonin, laktoza karst membran gegirgenligini
artirabilir. Onceden oldugu gibi, bu etkilerin mekanizmas1 gok iyi anlagilmamistir,
ancak bir Oneri, digitoninin, gecirgenlik degisimlerine yol agan membran lipitleri ile
kompleksler olusturmasidir. Onceki ¢alismalarda, Pluronic F-68’in maya hiicrelerinde
biliyiime, yap1 ve membran iizerindeki etkilerini inceledik. Pluronic floresan boya,
floresein diasetat (FDA) alim1 yapilir iken, hiicre canlilig1 veya yapisi iizerinde bariz
zararl etkileri oldugu gosterildi. Onemli bir bulgu, FDA alimimin kullanilan Pluronic’in

kaynagina ve konsantrasyonuna gore degismesiydi.

Maya hiicre zarlar1 tizerinde saflastirilmis Pluronic F-68 fraksiyonlar1 ve bilinen bir zar-
bozucu ajan olan Triton X-100 tarafindan iretilenlere karst olan tepkilerin
karsilastirilmasi. Calismanin 6zel hedefleri, bu surfaktanlarin (Dean vd. 1972) membran
gecirgenligini FDA, (Schmolka 1977) membran ve hiicre proteinlerine, (Mizrahi 1975)
membran yapisina ve (Bentley vd. 1989) fosfolipit c¢ift katmanlarna c¢ipalanma

yetenekleri ve etkileri incelenmistir.

Membran gecirgenligi deneylerinde ¢esitli konsantrasyonlarda denenen Triton X100 ve
Pluronic F-86’nin kayda deger bi etkisi goriilmemistir. Ayni sekilde hiicre ve membran

proteinlerde de kayda deger bir etki gozlenmemistir.

Maya hiicrelerinin ince kesitleri, hiicre ultrasonu lizerindeki tiim Pluronic fraksiyonlar

ile kiiltiiriin bariz zararl etkilerini ortaya konulmustur. Cryo-SEM gozlemleri, ya ticari

46



dereceli ya da saflastirilmig Pluronic ile kiiltliriin ardindan hiicre morfolojisi iizerinde

bariz zararl etkiler ortaya koymamustir.

2.8 Surfaktan Metal Etkilesimi

Miller’e gore, biyosurfaktanlar, ¢ozelti icinde bulunan metalin serbest formunun
komplekslestirir. Bu, metalin ¢ozelti igeresindeki aktivitesini azaltir ve bu nedenle, Le
Chatelier’in ilkesine gore desorpsiyonu arttirir. Ayrica eger metaller uzun siiredir
ortamdaysa baglandiklar1 yerden ayrilmalari zorlasir ve bu da surfaktanlarin etkisini

azaltir.

Cd, Pb ve Zn gibi katyonik metal tiirlerini segici olarak kompleksleyebilen cesitli
Pseudomonas aeruginosa suslari tarafindan iiretilen rhamnolipid biyosurfaktan iizerinde
onemli ¢alismalar yapilmigtir. Calismalar, bu surfaktanin, kadmiyum ve kursun gibi
toksik metallerle, kalsiyum ve magnezyum gibi normal toprak metali katyonlari ile daha
az afiniteye sahip oldugundan daha karmasik oldugunu gostermistir. P. aeruginosa
ATCC9027 tarafindan tretilen 5 mM’lik bir ramnolipid ¢6zeltisinin, kadmiyumun %
92’sini komplekse ettigi, 22 pg / mg rhamnolipid kompleksi oldugu bulunmustur .
Biyobozunur bir yiizey aktif madde olarak, Bacillus subtilis’den elde edilen surfaktin,
kontamine toprak ve tortulardaki agir metallerin uzaklastirilmasi igin uygunlugu
arastirilmistir.  Kirlenmis topraklarda cevreye duyarli ve uygun maliyetli giderim
yapmak icin basvurulan yontemlerden biri de toprak yikamadir. Zaman agisindan
verimli ve ¢ok yonlii bir yontemdir ve son yillarda dikkate deger miktar ¢alismaya konu
olmustur. Toprak yikama, kimyasal kirleticileri topraklardan uzaklastirmak icin sivilari,
genellikle sulu ¢ozeltileri kullanan mekanik bir islemdir. Kirleticiler toprak yiizeyine
yapisir. Kirleticilerin suda ¢oziintirliikleri diisiikk oldugundan, giderimleri icin asitler,

yiizey aktif maddeler ve kenetleme maddeleri gibi katki maddeleri kullanilir (Sekil 2.4).

Yiizey aktif maddenin benzersiz molekiiler yapisi, 6zellikle de hidrofobikligi organik
bilesikler icin toprak kirleticilerinin suda ¢dziiniirliigii arttirir. Toprak remediasyonunda
Anyonik, katyonik, zitteriyonik ve iyonik olmayan surfaktanlarla denemeler ve

uygulamalar yapilmistir (Fountain vd. 1996).
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Topragin ilk yikanmasinda sonra bakirin % 25’i, ¢inkonu n% 6’s1 ve kadmiyumun
% 5’1 topraktan uzaklastirilmistir. Besinci yikanmanin ardindan bu degerler sirasiyla, %
70, % 25 ve % 15’e¢ ulasmistir. Bu deneylerde % 1’lik NaOH ve % 0.1 surfaktan

kullanigmustir.

Sedimentlerden agir metallerin (Cu ve Zn) uzaklastirilmasi i¢in surfaktin, ramnolipid ve
sophorolipid kullanmanin uygunlugunu arastirmislardir. % 0.5 rhamnolipid iceren tek
bir yikama, bakirin % 65’ini ve g¢inkonun % 18’ini uzaklastirirken, % 4’lik
sophorolipid bakirin % 25’ini ve ¢inkonun % 60’1n1 uzaklastirmistir. Cesitli ylizey aktif
maddelerle yikandiktan sonra tortulardan, organik olarak bagl bakirin ¢ikarilabilecegi
gosterilmistir. Ayrima kapasitesi yiiksek biyosurfaktanlarin ramnolipid ve surfaksin
oldugu ortaya konulmustur. Daha sonra biyosurfaktanlar tarafindan metalin
uzaklastirllmasinin, yiizey aktif maddenin toprak yiizeyine emilmesi ve metal ile
komplekslestirilmesi, metalin topraktan ¢ozelti i¢ine ayrilmasi ve dolayisiyla yiizey
aktif madde miselleri ile birlesmesi yoluyla meydana geldigini ileri stirmiislerdir

(Mulligan vd. 2001).

Biyoiiretici bazli ultrafiltrasyon kullanilarak, iki degerli metal iyonlar1 olan, Cu*?, Zn*?
Cd* ve Ni*?yi, tek degerlikli metal iyonlari doniistirerek sulu ¢ozeltiden
uzaklastirilmas: ¢alisgilmistir . Polikarboksilik asit tipi biyoyiizeyaktif maddelerden
spiculisporic asitten tiiretilen 2-(2-karboksietil)-3-desil maleik anhidritin sodyum tuzu
kullanilmigtir. Metal iyonlart miseler ve formasyonal baglanma yoluyla agir metal
tutuklamas1 yapmustir. Metal yiizey aktif madde kompleksi ¢okelir. Metal remediasyonu
icin biyosurfaktanlarin kullanimi ile ilgili calismalar disinda, bakteriyel ve alg
ekzopolisakkaridleri gibi diger mikrobik {irtinlerin ve kirlenmis alanlardan metallerin
uzaklastirilmasi i¢in diger bakteriyel polimerler iizerinde de ¢alisma yapilmistir.
Bunlarin disinda, toprakta bakteri polimerleri tarafindan iz metal mobilizasyonu
gosterilmistir. Mikrobiyel aktivite ile ilgili olmayan bir bagka ilging ¢alismada, Quillaja
kabugundan elde edilen bitki kaynakli biyosurfaktan saponin, kirlenmis topraklardan
agir metallerin geri kazanimi igin incelenmistir. Saponin kullanimi, agir metallerin
topraktan % 90-100 oraninda Cd ve % 85-98 oraninda Zn ekstraksiyonu i¢in etkili

olmustur. Metal iyilestirme i¢in biyosurfaktanlarin kullanimmin etkinligi, organik
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bilesiklerle birlikte kontamine olmus sitelerde yer alan maliyet agisindan artmaktadir
(Chi vd. 2009).

Zehirli agir metallerin ortamdan uzaklastirtlmasi onemli bir sorundur. Giderim
islemlerinin basit, etkili ve ucuz olmalis1 beklenmektedir. Agir metallerin atik sulardan
uzaklastirilmasi igin gesitli islemler onerilmistir. Bu siiregler kimyasal ¢okeltme, iyon
degisimi, sementasyon , koagiilasyon ve flokiilasyon , kompleksasyon, biyosorpsiyon ve

membran proseslerini igermektedir .

Bu calismada, ucuz, genis ¢apta uygulanabilir, verimli oldugu ve nispeten az miktarda
camur olusturdugu i¢in adsorpsiyon siirecine odaklanilmistir. Aktif karbon etkili ve
ucuz bir adsorbantir ve suyu aritmak igin cesitli endistrilerde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Aktif karbon, agir metalleri komplekslestirerek ya da metal
iyonlarinin ¢esitli yiizey oksijen iceren fonksiyonel gruplara elektrostatik ¢ekimi ile
giderir. Bununla birlikte, ticari aktif karbonlarda, bu fonksiyonel gruplar karbon
ylizeyinin sadece kiigiik bir boliimiinde bulunurlar; Bu gruplarin miktarindaki artig, aktif

karbonun metal katyonlar: adsorbe etme kapasitesini artirabilir.

Aktif karbonun adsorbe katyonlarina olan kapasitesini arttirmak i¢in birgok
fonksiyonel/yiizey modifikasyonu yontemi uygulamaya konmustur. Bunlar kimyasal
veya fiziksel tedavi ve yiizey modifikasyonu icerir. Bu metotlar arasinda yilizey aktif
maddelerin  kullanildigi  ylizey modifikasyon yontemleridir. Bu teknikler aktif
karbonlarin ¢inko, kadmiyum ve krom gibi agir metalleri emme kapasitesini 6nemli
Olciide artirabilir . Bununla birlikte, yiizey aktif madde ile emprenye edilen aktif
karbonun (SIAC) agir metalleri modifiye edilmemis karbondan daha etkili bir sekilde

adsorbe ettigi mekanizma tam olarak anlagilamamistir (Chi vd. 2009).

Bu calismada, ticari aktif karbonun kadmiyum iyonlarini adsorbe etme kapasitesini
artirmaya calismistir. (Cd (II)). Aktif karbonun yiizeyini, anyonik ylizey aktif maddeler
sodyum dodesil siilfat (SDS), sodyum dodesil benzen siilfonat (SDBS) veya dioktil
stilfosiiksinat sodyum (DSS) ile emprenye ederek modifiye edilmistir. SIAC’larin Cd

(I) ‘yi adsorbe etmek i¢in kapasiteleri ¢esitli kosullar altinda incelenmistir. Ayrica
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aktive edilmis karbonlarin yiizey 6zelliklerini de 6lgmiistiir. Bu 6zelliklerin SIAC’larin
katyonlar1 adsorbe etme yetenegi ile nasil iliskili oldugunu belirlenmisir. Son olarak, bu
SIAC’lerin Cd (II)’yi sulu ¢ozeltiden ¢ikardig bir mekanizma onerdik ve atik su aritimi
i¢in kullanilacak olan adsorban olarak SIAC’in yiizey yiiklerini tartisilmistir (Chi vd.
2009).

Anyonik yiizey aktif maddelerin Cd (II) giderimi lizerindeki etkisini anlamak igin,
bakire GAC bes farkli miktardaki SDS ile emprenye edilmistir. Aktif karbonun
yiizeyindeki SDS miktar1 arttikga spesifik yiizey alami 643.5°ten 121.4 m2 g-1’e
dismistir. Bu disiis, SDS’nin GAC’nin mikro goézeneklerinin ¢ogunu kapladigi
anlamma gelir. Bu fenomen, SDS-emdirilmig aktif karbonun adsorplama kapasitesi i¢in
cok elverigli goriinebilir, ¢iinkii adsorbe iyonlarna aktif karbonun kapasitesi yiizey
alaniyla orantilidir. Bununla birlikte, aktif fonksiyonel gruplarin miktar1 ve yilizey ytikii
de aktif karbonun adsorplama kapasitesini etkileyen 6nemli degiskenlerdir (Chi vd.
2009).

SDS-emdirilmis aktif karbonun toplam asiditesi, SIAC iizerindeki SDS miktar: arttikca
azaldi. Bu sonug, bakir GAC’nin asidik gruplarinin SDS tarafindan kaplandigini ve bu
gruplar ile Cd (II) iyonlar1 arasinda daha diisiik bir etkilesim olasili§inin ortaya ¢iktigi
anlamina gelir. Bununla birlikte, biiylik miktarda asidik gruba sahip olan bakire GAC,
Cd (IT)’yi zayif bir absorpsiyon kapasitesi oldugunu gostermistir. Bu sonug, bakire
GAC’deki asidik gruplarin ¢ogunun Cd (II) iyonlar1 ile etkilesime girebilen aktif
olmayanlar oldugunu gostermektedir. Boylelikle, SDS ile emprenye etmek aktif
karbonu aktif fonksiyonel gruplarla saglayabilir. Sonug¢ olarak, GAC’nin Cd (Il) ‘yi
adsorbe etme kapasitesi SDS ile emprenye edilerek 0.022 ila 0.198 mmol/g arasinda

onemli 6l¢iide artmistir; Bu egilim, SIAC iizerine surfaktan miktari ile orantilidir.

Katyonik agir metalleri daha spesifik ve etkili bir sekilde giderebilen yeni bir aktif
karbon tiirii gelistirmek igin, aktif karbonun yiizeyine anyonik yiizey aktif maddelerin
emdirilmesi ile modifiye edildigi SIAC’lar yarattilmistir. Test edilen yilizey aktif

maddeler arasinda SDS, aktif karbonun Cd (Il) adsorbe etme kapasitesini en etkili
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sekilde arttirmistir. SIAC’in Cd (II)’yi adsorbe etme kapasitesi, aktif karbonun
emdirildigi yiizey aktif madde miktarina orantili olarak artmistir (Chi vd. 2009).

SIAC’larin ylizey fonksiyonel gruplari iizerine yapilan aragtirmalar, arttirilmis adsorptif
kapasitelerinin, anyonik yiizey aktif maddenin hidrofilik basindaki negatif yiikli
gruplara bagli oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Bu gruplar aktif karbonun yiizey yiikiini
daha negatif yapti ve Cd (Il) adsorpsiyonunu kolaylagtirmistir. Bu nedenle, anyonik
yiizey aktif maddelerin kullanildig1 yiizey modifikasyon yonteminin, katyonik agir
metal iyonlarin1 adsorbe etmek ic¢in aktif karbonun kapasitesini arttirmak icin

kullanilabilecegi sonucuna vardik (Chi vd. 2009).

Bu c¢alisma, izole maya tiirlerinin 6lii biyokiitlesi kullanilarak gergeklestirilmistir. Zn
(1) ‘nin sulu ortamdan uzaklastirilmas: i¢in biyosorban olarak Candida rugosa ve
Candida laurentii. C. rugosa ve C. laurentii, birlikte kullanilmis ve 30 °C’de 90 mg L-1
Zn (II) varliginda pH 6.0’da ¢inkonun % 65.4 ve % 54.8’inin gidermistir. Zn (I1)
giderimindeki dikkate deger artis, SEM analizi ile teyit edilen anyonik yiizey aktif
madde sodyum dodesil siilfat (SDS) ile muamele edilmis 6li maya biyokiitlesi
kullanilarak not edildi. Deneysel veriler iki, li¢ ve dort parametreli izoterm modelleri
kullanilarak analiz edildi. Izoterm profilini tanimlamak igin en uygun denklem
Freundlich modeliydi. Biyosorbent performansi, sodyum aljinat boncuklar1 ic¢inde
tutulan C. rugosa’nin SDS ile muamele edilmis 6li biyokiitlesi ile doldurulmus kolon
modunda degerlendirilmistir. FT-IR analizi, Zn (II)’nin maya ile baglanmasinda -NH, -
CO ve -COOH fonksiyonel gruplarmin rol oynadigini gosterdi. Bu calisma, C.
rugosa’nin immobilize edilmis SDS ile muamele edilmis 6lii biyokiitlesinin, Zn (II)
tyonlarinin sulu ¢ozeltiden uzaklastirilmasi i¢in potansiyel ve ¢cevre dostu bir biyosorbik

olarak kullanilabilecegini dogrulamistir.

pH’1n Zn (II)’nin maya tiirleri tarafindan uzaklastirilmasi iizerindeki etkisi 3-9 pH
araliginda degerlendirildi. Maya tiirlerinin her ikisi i¢in adsorbat ¢ozeltisinin pH’sinin
artmasi ile birlikte ¢inko giderme yiizdesinin arttigin1 gostermistir. Karsilagilan bu pH
bagimh giderim , ¢ozelti i¢inde metal alim1 ve metal kimyasinda yer alan fonksiyonel

gruplar tarafindan agiklanabilir. Cinko ¢ozeltisinin baslangi¢ pH’sini arttirmak igin,
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biyosorban yiizeyindeki net negatif yiikk artar. Biyosorpsiyon ylizeyleri daha fazla
negatif yiikli hale geldigi igin ¢inko iyonlarinin emilimi artmistir. pH 6.0°da dengeye
ulagmustir. Yiiksek asidik pH’ta daha diisiik metal giderimi, pozitif yiikli Zn (II)
iyonlar1 ve hidrojen iyonlar1 arasindaki metal baglama bolgeleri i¢in olan rekabete bagl
olabilir. En iyi pH 6’da Saccharomyces cerevisiae kullanilarak ¢inkonun giderilmesi

i¢in benzer sonuglar elde edilmistir (Wang 2012).

Mevcut bolgelerin sayist ve adsorpsiyon ig¢in iyon degistirmeleri, biyosorpsiyon
islemindeki adsorban miktarina baglidir. Adsorbent konsantrasyonunun metal giderme
verimliligi tizerindeki etkisi arastirilmistir. Her iki maya tiirinlin ¢inko gideriminin,
biyosorbent dozu 1,5 g/L’e kadar artan biyosorbent konsantrasyonu ile hizla arttigi
bulunmustur. Bununla birlikte, bu dozajin o6tesinde, konsantrasyon gradyaninda
azalmaya bagli olarak giderim verimliligi azaltilmistir. Biyosorbent dozajindaki artigla
birlikte gideriminin verimindeki artis, adsorpsiyon i¢in kullanilabilir alanlarin ve

degistirilebilir iyonlarin artan sayisina baglanabilir.

Cozeltideki ¢inkonun baglangigtaki konsantrasyonu, Zn (IT)’nin denge alimini 6nemli
ol¢iide etkilemistir. Baglangi¢ konsantrasyonunun, denge isleminden dolay1 genel olarak
beklenen ¢inko giderimini arttirdigi belirtilmistir. Metal giderimindeki bu artis,
baslangictaki metal konsantrasyonlarindaki artigla birlikte, sorpsiyon i¢in daha yiiksek
metal iyonlar1 (¢inko) mevcudiyetinden kaynaklanmistir. Ustelik, daha yiiksek baslangig
konsantrasyonu, metal iyonlar1 ve sorbentler arasinda daha yiiksek ¢arpisma olasilig ile
sonuglanan, sulu ve kati1 faz arasindaki metal iyonlarinin tiim kiitle transfer direncine
gelmek i¢in artan itici gii¢ saglar. Bu ayrica daha fazla giderme neden oldu. Cinko (II)
‘nin zamanin bir fonksiyonu olarak iki maya tiiriiniin gideriminde de gosterilmektedir.
Her iki tiir igin ¢inko giderim verimliligi 240 dakikada dengeye ulasmustir. ilk
asamalarda biyokiitle lizerinde aktif baglanma alanlarinin bol miktarda bulunmasindan
dolay1r biyosorbentlerin metal giderimi hizli bir sekilde artmistir ve bu alanlarin
kademeli olarak dolmasiyla, emilim sonraki agsamalarda daha az verimli hale gelmistir.
Bu nedenle, Zn (II)’nin C. rugosa ve C. laurentii tarafindan maksimum olarak

uzaklastirilmasi, optimum duruma gore sirasiyla % 65.4 ve % 54.8 olarak bulunmustur.
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Zn(11) giderimindeki dikkate deger artis, 3 mM SDS konsantrasyonunda kaydedildi; bu
oran, Candida rugosa ve Candida laurentii tarafindan sirastyla % 75.0 ve % 84.7 olarak
bulundu. SDS konsantrasyonundaki daha fazla artis Zn(II) giderimini azaltmistir.
Benzer sonuglar (Rao vd. 2010) 2 mM konsantrasyonda SDS ilavesinin, hardal yagi
kekinden tiiretilen karbon tiizerindeki Zn (II) adsorpsiyon siirecini destekledigini
bildirmislerdir. SDS’nin kritik misel konsantrasyonu (KMK) 8 mM’dir. Yiizdesel
adsorpsiyon KMK ' degerinin (8 mM) altinda SDS varliginda artar (Lin vd. 1999).
KMK’nin tistiinde adsorpsiyondaki bir azalma, miseller metal kompleksinin, kiitlenin
yiizermeyle yiizeyine yavas bir sekilde aktarilmasindan kaynaklanabilir. SDS
molekiilleri, KMK’nin {izerinde dinamik agregasyon (miseller) olusturur. Bu miseller
hidrofobik bir i¢ ve dis cepheye sahiptir ve bu da dagmik yag damlalari gibi
davranmasina neden olur. Mikeller ve iyon tiirleri arasindaki etkilesim esas olarak

hidrojen bag1 ve elektrostatik kuvvetler araciligiyla gergeklesir (Das vd. 2012).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Mikroorganizma Kaynagi

Bu tez ¢alismasinda, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji

Arastirma Laboratuvari kiiltiir koleksiyonunda bulunan, 12 maya izolat1 kullanilmistir.

3.1.2 Cu (II) Stogu Hazirlanmasi

Cu (II) stogu hazirlanmasinda, CuSO4.5H,0 (Merck, CAS numarasi 7758-99-8)
kullanilmigtir. ~ Stok, steril distile su iginde 20.000 mg/L olacak sekilde ¢oziiliip
otoklavlanarak hazirlanmigtir. Deney diizenekleri hazirlanirken bu stoktan alinan boya

melasli besiyerlerine eklenmistir.

3.1.4 Surfaktan Stoklarinin hazirlanmasi

Maya hiicreleri kullanilarak Cu (II) gideriminin arastirildigi ¢aligmalarda, giderim
veriminin artirtlmast  amact ile iki farkli surfaktan kullanilmistir. Bunlar
Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (Scharlau CAS numaras1 151-21-3) ve Alkiltrimetil
amonyum bromiir (CTAB)  (Sigma-Aldrich marka CAS numarasi 57-09-0)
surfaktanlaridir. Surfaktanin steril distile suda ¢oziilmesiyle hazirlanan surfaktan stok
soliisyonlarmin konsantrasyonu 0.5 mM olup istenilen miktarlarda melasl: besiyerlerine

eklenmistir.

3.2 Yontem

Melasl besiyerine tiremekte olan aktif hiicrelerle yapilan biyobirikim c¢aligmalarinda,
surfaktanlarmn Cu (1) giderimine etkisi, Cu (Il) ve surfaktan konsantrasyonlari

degistirilerek incelenmistir.
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Cu () ve surfaktan icermeyen besiyerinde gelistirilmis biyokiitle ile yapilan
biyosorpsiyon denemelerinde ise, farkli kiitlelerdeki yas maya hiicreleri ile biyokiitlenin

surfaktanli ortamda Cu (I1) biyosorpsiyona etkisi arastirilmistir.

3.2.1 Maya se¢imi

Ankara Universitesi Biyoteknoloji Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan alinan izolatlar
ve 25 mg/l Cu (II) igeren melasl sivi besiyerlerinde pH 5°de ti¢ giin boyunca 30 °C’de
100 devir/dakika’lik ¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona birakilmstir.

3.2.2 Mikroorganizmanin kiiltiir kosullar:

Calismada farkli konsantrasyonlarda Cu (Il) ve surfaktan igeren melaslt sivi besiyerleri
kullanilmistir. Kiiltiir ortaminin pH’1, 0.1 M NaOH veya 0.1 M H,SOq, ile istenilen
degere ayarlandiktan sonra besiyerleri, 250 ml’lik erlenlere 100 ml olacak sekilde
aktarilmistir. Besiyerlerine aktif kiiltiirlerden % 5 (v/v) mikroorganizma inokiile
edilerek, 30 °C’de 100 devir/dakika ile c¢alkalamali inkiibatorde inkiibasyona
birakilmistir. Calismada mikroorganizma bulunmayan, ayn1 miktarda surfaktan ve boya

iceren besiyerleri kontrol amaciyla kullanilmistir.

Mikroorganizmalar ana deney erlenlerine aktarilmadan once aktarilacaklari ortamdaki
ile ayn1 miktarda Cu (II) ve surfaktan konsantrasyonu iceren melasl besiyerinde 3’er
giin gelistirilerek iki kez alistirma yapilmis, ardindan bu aktif kiiltiirler ana besiyerlerine

inokiile edilmistir.

3.2.3 Secilen mayanin tanilanmasi

Izolatlarin iistel (logaritmik) olarak biiyiiyen kiiltiiriinden elde edilen tiim hiicreler,
genomik DNA izolasyonu ve konvansiyonel PZT (Polimeraz Zincir Tepkimesi) ile 18S
rDNA’nin transkriptine dahil olan aralayici (spacer) (ITS) bolgelerinin amplifikasyonu

icin kullanildi. Maya suslarinin genomik DNA’s1 DNABiz kiti kullanilarak izole edildi.
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ITS bolgeleri daha sonra ITS1 ve ITS4 primerleri kullanilarak PZT amplifiye edildi.
PZT, MyTaq DNA polimerazi (Bioline UK) kullanilarak gergeklestirildi. Termal dongii
kosullari; 1 dakika baslangi¢ denatiirasyon basamaginda 94 °C’de, ardindan 45 dongiide
denatiirasyon i¢in 45 saniye, baglanma i¢in 55 °C’de ve uzama igin 72 °C’de 45 saniye
olacak sekilde yapilmistir. Sanger dideoksi zincir sonlandirma DNA dizilemesi, ABI
3100 Genetic Analyzer kullanilarak harici bir laboratuvarda (Refgen, Ankara, Tiirkiye)

yine ITS1 ve ITS4 sekans primerleri kullanilarak gerceklestirilmistir.

Maya izolatinin elde edilen ITS sekansi, NCBI’nin niikleotit BLAST arama motoru
kullanilarak filogenetik analize tabi tutulmustur. Sonug¢ olarak, izole edilmis
mikroorganizmanin dizisi belirlenmis olan ITS bdélgesi, veritabininda mevcut K.
marxianus’un ITS bolgesi ile % 100 dizi benzerligi gosterdigi bulunmustur.
Mikroorganizmanin ITS dizisi MH261382 erisim numarasi altinda NCBI’nin

GeneBank dizi veritabanina yiiklenmistir.

3.3.1 Surfaktan se¢cimi

Biyogiderimin kapasitesinin artirilmasina en yiiksek katkiyr saglayan surfaktanin
bulunmasi1 amaci ile deneylerde iki ¢esit surfaktan kullanilmistir. Bu deneylerde,
besiyerlerine yaklasik 25 mg/l Cu (II) eklenmistir. Ardindan bu besiyerlerine 0.1 mM
CTAB ve 0.1 mM SDS eklenmistir. Ardindan maya inokiilasyonu yapilan
besiyerlerinden 3. ve 5. giinlerde 5 mL’lik 6rnekler alinmistir. Alinan Grnekler 10
dakika 5000 devir/dakikada santrifiij edilerek elde edilen pellet ile mikrobiyel gelisim
ve spektrofotometrik Cu (II) analizleri yapilmistir. Mikroorganizma igermeyen melasl
besiyerlerinde yapilan deneylerde Cu (Il)’nin kendiliginden giderimi ve Cu (II)’nin

sadece surfaktan varliginda giderimi de takip edilmistir.

3.3.2 inkiibasyon siiresinin ve surfaktanmm giderime etkisinin belirlenmesi

Surfaktan ile giderimde inkiibasyon siiresinin etkisinin arastirilmast i¢in deneyler

yapilmistir. Bu deneylerde, melaslh besiyerlerine Yaklagik 25 mg/L Cu (II) eklenmistir.
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Ardindan bu besiyerlerine 0.1 mM SDS eklenmistir. 5 gilinliik inkiibasyon siiresince
boyunca 5 mL’lik 6rnekler alinmistir. Alinan 6rnekler 10 dakika 5000 devir/dakikada
santrifiij edilerek mikrobiyel gelisim ve spektrofotometrik Cu (II) analizleri yapilmistir.
Mikroorganizma igermeyen besiyerlerinde yapilan deneylerde Cu (I1)’nin kendiliginden

giderimi ve Cu (I1)’nin sadece surfaktan varliginda giderimi incelenmistir.

3.3.3 Baslangi¢ Surfaktan ve Cu (II) konsantrasyonun birlikte etkisinin
belirlenmesi

Besiyerleri artan konsatrasyonlarda (yaklagik 25-100 mg/L) Cu (II) ve farkh
konsantrasyonlarda (0 mM, 0.1mM, 0.5 mM) SDS eklenerck deneyler yapilmistir.
Maya inokiilasyonu yapilmayan besiyerleri ile kontrol deneyleri yapilmustir. Inkiibasyon
stiresi boyunca besiyerlerinden 5 ml’lik 6rnek alinmistir. Bu 6rnekler 10 dakika 5000
devir/dakikada santrifiij edildikten sonra pellet kisimlari ile mikrobiyel gelisimleri, {ist

fazlari ile Cu (II) giderim miktarlar1 analiz edilmistir.

3.3.4 Biyosorpsiyon ¢alismalari

3.4.1 Biyokiitlenin hazirlanmasi

Biyosorpsiyon c¢alismalarinda kullanilacak biyokiitlesinin eldesi i¢in hazirlanan melasl
besiyerleri pH 5°’te, 250 mL’lik Erlen-Mayer’lere, 100 mL olacak sekilde konulmustur.
Ardindan ayni 6zelliklerdeki besiyerlerine alistirilmig mayalar, bu besiyerlerine ekilip
i¢ giin boyunca inokiile edilmistir. Daha sonra, besiyerlerinden alinan 6rnekler 10
dakika 5000 devir/dakikada santrifiij edilmis (Hettich EBA 12) iist fazdan
uzaklastirilarak elde edilen maya pelleti deneylerde kullanilmistir (Niive FN400).

3.4.2 Biyosorpsiyona pH etkisinin belirlenmesi

Biyosorpsiyon ¢aligmalar1 sirasinda en yiiksek sorpsiyonun yapildigt pH degerini
belirlemek i¢in ortamin pH’1 sirasiyla 3, 6 ve 9’a ayarlanmis ve bu ortamlara yaklasik

25, 50, 75 ve 100 ppm Cu (II) eklenmistir. Biyosorpsiyona surfaktan etkisinin
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belirlenmesi amaci ile her bir Cu (II) konsantrasyonun bulundugu ortama 0.1mM ve 0.5
mM SDS eklenmistir. denenmistir. Biyosorpsiyon deneyleri, 250 ml’lik erlenlerde
toplam hacim 100 ml olacak sekilde distile suya, Cu (II) ve surfaktan ilave edildikten
sonra pH ayar1 yapilarak gerceklestirilmistir. Denemelerde 1g/L kuru agirlik olacak
sekilde yas biyokiitle kullanilmistir. Yas biyokiitle ilave edilen Erlen’ler 4 saat boyunca
30°C de 100 devir/dakika’lik calkalamali inkiibatorde inkiibe edilmistir. Inkiibasyon
stiresi boyunca 0,15, 30, 120, 240, 360, 720 ve 1440. Dakikalarda erlenlerden 6rnek

alinarak Cu (1) analizi yapilmistir.

3.5 Analiz Yontemleri

3.5.1 Cu (1) analizi

Deney ortamina ilave edilmis Cu (II) analizi ise amonyak iceren ortamda Sodyum
dietilditiyokarbamatin verdigi renkli komplekslerden yararlanilarak spektrofotometrik
yontemle yapilmistir. Reaksiyonda kullanilan Sodyum dietilditiyokarbamat soliisyonu
0.1g tartilip 10 ml distile suda ¢dziilerek hazirlanmistir. Inkiibasyon sirasinda belirli
zamanlarda alman Ornekler, 5000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra
siipernatant, besiyerinde kalan Cu (II) analiz i¢in kullanilmistir. Siipernatanttan 1 ml
alimip 1.15 M’lik amonyaktan 20 ml ve Sodyum dietilditiyokarbamat soliisyonundan
200 pl almarak hazirlanan  karisim 25 ml’ye tamamlanmustir.  Olgiimler

spektrofotometrik olarak 460 nm’de gergeklestirilmistir.

3.5.2 Mikrobiyel gelisimin optik yogunlugunun belirlenmesi

Calisma boyunca yapilan deneylerde, 6rnekler 5000 devir/dk.’da 10 dakika boyunca
santrifiij edilmis ve pelletler 3 ml distile su ile vortekslenemistir. Ardindan
siispansiyonlarin spektorofotometrede (Shimadzu 1200V) 600 nm dalga boyunda
Ol¢timleri yapilmistir. Optik yogunluklar biline besiyerlerinden elde edilen biyokiirle
gravimetrik Olc¢iimleri ile olusturulan egimler sonucunda bulunan deger 0.0152 olark

kaydedilmistir. Optik yogunlugun konsantrasyona ¢evirimi bu deger ile hesaplanmistir.
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3.5.3 Cu (I) standardimin hazirlanmasi

Balon jojelerde hazirlanan 10, 20, 40 ve 100 mg/L konsantrasyonlardaki Cu (II)
coOzeltilerinin spektrofotometrik analizi ile absorbans degerleri belirlenmistir. Belirlenen
degerler kullanilarak ¢izilen egrinin egimi ¢alismalar boyunca kantitatif dlgtimler icin

kullanilmistir (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1 Bakir standardi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu tez ¢alismasinda, Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Biyoteknoloji
Arastirma Laboratuvari Kiiltiir Koleksiyonu’nda bulunan 12 mayanm Cu (II) giderim
kapasiteleri belirlenmistir. Yapilan ¢alismalarda en yiiksek Cu (II) giderimi 5 kodlu
izolat kullanildiginda elde edilmistir. Genetik tanilamasi yapilan 5 kodlu izolatin
Kluyveromyces marxianus oldugu saptanmigtir. Cu (II) baslangi¢ konsantrasyonu,
surfaktan ¢esidi ve Kkonsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi gibi degiskenlerin
biyoakiimiilasyon tizerindeki etkileri arastirilmistir. Ek olarak 1 g/L kuru K. marxianus
biyokiitlesine tekabiil eden yas biyokiitle kullanilarak yapilan biyosorpsiyon
deneylerinde Cu (1) giderimine SDS’nin etkisi de arastirilmistir. Bu amag ile yapilan
deneylerde, pH, artan Cu (II) konsantrasyonu ve biyosorpsiyon siiresi gibi parametreler

optimize edilmistir.

4.1 Biyoakiimiilasyon Calismalar:

4.1.1 Yiiksek kapasitede Cu (II) gideren maya secimi

Tez caligmasinda kullanilmak {iizere yiiksek kapasite ile Cu (II) giderimi yapabilen
mayay1 se¢ebilmek i¢in on iki farkli maya izolati, yaklasik 25 mg/L Cu (II) igeren pH
degeri 5’e ayarlanmis melasl besiyerlerine inokiile edilmis ve gelisimlerinin 3. giinlinde
Cu (II) giderim analizleri yapilmistir. Biyogiderim verimlerinin % olarak belirtildigi
cizelge 4.1°de 5 numarali izolatin digerlerine gore daha yiiksek kapasitede Cu (II)
giderdigi goriilmektedir. Bu yiizden baslangi¢c Cu (II) konsantrasyonu, surfaktan ¢esidi
ve konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresinin mayalarin Cu (II) giderimine olan

etkilerinin arastirildigi ¢alismalarda 5 numarali izolat (K. marxianus) kullanilmistir.
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Cizelge 4.1 Farkli mayalarin melash besiyerinde gelisimlerinin 3. giinlerindeki Cu (II)
giderim kapasiteleri

izolat no biyogiderim, %
52.7+2.1
67.7+2.1
68.4+2.4
63.3£1.5
82.7+2.4
75.0£1.9
78.8+3.2
71.7£1.7
45.6+1.5
42.7+1.7
51.742.9

12 55.4+1.0
*(T:30 °C, calkalama hiz1: 100 devir/dakika, pH: 5, Cy:24.8 ppm)

=
RBlolo|/Njolvsw/N-

4.1.2 Surfaktan secimi

Biyoakiimiilasyon calismalarinda biri anyonik digeri katyonik olmak tizere iki farkl
surfaktan kullanilmigtir. Literatiirde kullanilan en yaygin katyonik surfaktanlardan biri
olan CTAB ve yine literatiirde en yaygm kullanilan anyonik surfaktanlardan biri olan
SDS bu calismalar i¢in tercih edilmistir. Cu (II) giderimine en uygun surfaktanin
belirlenmesi i¢in, ilk besiyerine sadece yaklasik 25 mg/L Cu (II), diger besiyerlerine ise
sirasiyla 0.1 mM CTAB ve SDS eklenmistir. Ardindan bu besiyerlerine K. marxianus
inokiilasyonu yapilarak gelisimin 3. ve 5. giinlerindeki Cu (II) giderim kapasiteleri
belirlenmistir. Hem agir metalin kendiliginden giderimini hem de surfaktanin agir metal

gideriminde tekli etkisini belirlemek icin kontrol deneyleri yapilmistir.

Sekil 4.1 - 4.2’de ortamda bulunan 0.1 mM SDS’in Cu (II) giderimi arttirdigi, Gte
yandan aymi konsantrasyonda CTAB’nin mikrobiyel gelismeyi olumsuz yonde

etkilemek suretiyle giderimi olumsuz yonde etkiledigi goriilmektedir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Yaklasik 25 mg/L Cu (II) ve 0.1 mM surfaktan igeren ve icermeyen melasl
besiyerlerinde goriilen mikrobiyel gelisme

Mikrobiyel gelisme (g/L)
3.giin 5.glin
K. marxianus 0.7+0.1 0.6+0.1
K. marxianus +CTAB 0.3+0.0 0.3+0.0
K. marxianus +SDS 0.6+0.0 0.5+0.0

*(T:30 °C, ¢alkalama hizi: 100 devir/dakika, pH: 5)

Sekil 4.2°de, K. marxianus tarafindan gerceklestirilen en yiiksek Cu (I1) biyogiderimi
inkiibasyonun 5. giiniinde % 83.7 iken, ortama ilave edilen 0.1 mM SDS’in bu orani
inkiibasyonun 3. giiniinde % 97.6’ya ¢ikardig1 goriilmektedir. Sonug olarak SDS ilavesi
ile giderimin % 13.9 arttig1 goriilmiis, bunun yani sira giderim daha kisa siirede elde

edilmistir.

100
90

70
60
50
40
30
20
10

%Biyogiderim

CTAB K. marxianus K. marxianus+CTAB

O3.glin M5, giin

Sekil 4.1 0.1mM CTAB igeren besiyerinde Cu (II) giderimi
(T:30 °C, galkalama hizi: 100 devir/dakika, pH 5, Cy: 25 mg/L)
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Biyogiderim %

SDS K. marxianus K. marxianus +SDS

O3. glin m5. giin

Sekil 4.2 0.1mM SDS igeren besiyerinde Cu (II) giderimi (% ).
(T:30 °C, galkalama hiz1: 100 devir/dakika, pH 5, Co: 25 mg/L ).

4.1.3 K. marxianus’un mikrobiyel gelisimine inkiibasyon siiresinin etKkisi

Yapilan deneylerde SDS’ nin Cu (II) biyogiderimini arttirdigi goriildiikten sonra,
mikrobiyel gelisim yaklasik 25 mg/L Cu (II) ve 0.1 mM SDS igeren melash besiyerinde
bes giinliik inkiibasyon siiresi boyunca takip edilmistir.

Cizelge 4.3’te besiyerine ilave edilen 0.1 mM SDS’in inkiibasyon siiresi boyunca

mikrobiyel gelisme iizerinde herhangi bir olumsuz etki gdstermedigi goriilmektedir.

Cizelge 4.3 SDS igeren ve igermeyen, 25mg/LL Cu (II) varhiginda melash
besiyerlerindeki mikrobiyel gelisme (g/L)

Inkiibasyon siiresi (giin) K. marxianllj\g = I%elrllj;ﬁl(agéﬁl +0.1mM SDS
1 0.4+0.0 0.5+0.0
2 0.6 +0.1 0.6 +0.1
3 0.6 +0.1 0.6 +£0.0
4 0.7 £0.1 0.7 £0.1
5 0.7 £0.0 0.8 +0.0
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4.1.4 Baslangi¢ Cu (IT) ve SDS konsantrasyonlarinin biyogiderimine etkisi

Baglangi¢ Cu (II) ve SDS konsantrasyonlarinin K. marxianus ile agir metal giderimine
etkisini belirlemek i¢in yapilan ¢alismalarda, yaklasik 25, 50, 75 ve 100 mg/L Cu (II)
iceren besiyerlerine 0.1 mM ve 0.5 mM SDS ilavesi yapilmistir. Denenen tiim baslangic
Cu (II) konsantrasyonlarinda SDS’nin tek basma giderim yapmadigi gozlenmistir. 0.5
mM SDS ve yaklasik 75 mg/L ve 100 mg/L Cu (II) iceren besiyerlerinde mikrobiyel
gelisme goriilmemistir.  Ek  olarak Cu (II) konsantrasyonu artikca giderim
kapasitelerinde azalma saptanmustir (Sekil 4.4 - 4.7). 25 mg/L Cu (1) varliginda en
yiiksek giderim % 82.7 iken, ayn1 konsantrasyonda Cu (II) igeren ortama 0.1 mM SDS
eklendiginde giderim % 97.6 ulagsmistir. 50 mg/L Cu (II) varliginda en yiiksek giderim
% 47.1 iken ortama 0.1 mM SDS eklendiginde giderim % 52.4 degerine ulasmistir. 75
mg/L Cu (II) varliginda en yiiksek giderim % 34.4 iken 0.1 mM SDS eklendiginde
giderim % 35 degerine ulagmustir. 100 mg/L Cu (II) varliginda en yiiksek giderim %
22.7 iken 0.1 mM SDS eklendiginde giderim % 26.6 degerine ulagmistir. En yliksek
giderim verimleri denenen tiim konsantrasyonlar i¢in, 3. giinde ve 0.1 mM SDS
varliginda bulunmustur. Denenen tiim Cu (II) konsantrasyonlarinda ortama eklenen 0.5

mM SDS biyogiderimi olumsuz yonde etkilemistir.

100
90
80
70
60
50
40
30
20
10

Biyogiderim (%)

1.Giin 2.Giin 3.Giin

OK. marxianus =K. marxianus+0.1mMSDS ©K. marxianus+0.5mM

Sekil 4.4 K. marxianus mayasinin 25 mg/L Cu (II), 0.lmM SDS,ve 0.5mM SDS
varliginda biyogiderim verimi

(T:30 °C, galkalama hiz1: 100 devir/dakika, pH 5, Cy: 25 mg/L)
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OK. marxianus mK. marxianus +0.1mMSDS & K. marxianus +0.5mMSDS

Sekil 4.5 K. marxianus mayasinin 50 mg/L Cu (II), 0.1mM SDS,ve 0.5mM SDS
varhiginda biyogiderim verimi

(T:30 °C, galkalama hizi: 100 devir/dakika, pH 5, Co 50 mg/L)
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o

OK. marxianus ®K. marxianus+0.1mMSDS @K. marxianus+0.5mMSDS

Sekil 4.6 K. marxianus mayasinin 75 mg/L Cu (II), 0.1mM SDS,ve 0.5mM SDS
varliginda biyogiderim verimi

(T:30 °C, galkalama hiz1: 100 devir/dakika, pH 5, Cq: 75 mg/L)
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Sekil 4.7 K. marxianus mayasinin 100 mg/L Cu (Il), 0.ImM SDS,ve 0.5mM SDS
varliginda biyogiderim verimi

(T:30 °C, calkalama hizi: 100 devir/dakika, pH 5, Cy: 100.0 mg/L)

Cizelge 4.4 Artan konsantrasyonlarda Cu (II) ve SDS varliginda K. marxianus
mayasinin tigiincii giin mikrobiyel gelisimleri (g/L)

Mikrobiyel gelisim (g/L)
. K. marxianus
Cu (i) (mg/L) K. marxianus K. marxianus + +0.5mM
0.1 mM SDS
SDS
26.47 0.7+0.0 0.8+0.0 0.6+0.0
49.71 0.6+£0.0 0.7£0.1 0.7£0.0
77.18 0.6+0.1 0.6£0.0 -
101.97 0.6£0.0 0.5+0.0 -
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4.2 Cu(ll) Biyosorpsiyon Deneyleri

4.2.1 Baslangic pH degeri ve baslangic Cu (II) konsantrasyonunun biyosorpsiyon
kapasitesine etkisi

Yaklasik 25, 50, 75 ve 100 mg/L Cu (II) igeren 1 g/L K. marxianus biyokiitlesi ile
yapilan deneylerde surfaktanlarin biyogiderime etkisini belirlemek amaciyla 0.1 mM

SDS igeren ve igermeyen ortamlarda biyosorpsiyon kapasitesi aragtirilmistir.

Ortamin baglangic pH degerinin biyosorpsiyona etkisini belirlemek amaciyla yapilan
calismalarda 3, 6 ve 9 olmak iizere ii¢ farkli pH degeri denenmistir. Biyosorpsiyon
deneylerinde 24 saat (1440 dakika) boyunca Ornekler alinmistir. Sonuglar
degerlendirildiginde 120 dakikadan sonra yapilan Olgiimlerde giderimin degismedigi

gbzlenmis ve bu zamana ait sonuglar degerlendirilmistir.

Sekil 4.8.a,b’de farkli pH degerlerinde yaklasik 25 mg/L Cu (II) i¢eren, 0.1 mM SDS
ilave edilmemis ve edilmis ortamlarda 120 dakika boyunca elde edilen biyosorpsiyon
verimleri gosterilmistir. Sekil 4.8.a’da SDS igermeyen ortamlarda denenen her ii¢ pH
degeri icin de en yiiksek biyosorpsiyon veriminin 15. dakikada elde edildigi
gozlenmistir. Bu degerler pH 3, 6, ve 9 igin sirasiyla % 10, % 25.7 ve % 20 olarak elde
edilmistir. Sonugta sadece maya hiicrelerinin kullanildig1 biyosorpsiyon deneylerinde en

yiiksek biyogiderimin pH 6’da bulunmustur.

Sekil 4.8.b’de ise ortama ilave edilen 0.1 mM SDS’nin artan pH degerlerinde
biyosorpsiyon kapasitesi iizerine etkili oldugu gosterilmistir. Ortamda maya hiicreleri ve
surfaktanin birlikte bulundugu durumda da en yiiksek biyosorpsiyon 15. dakikada
gozlenmistir. Bu degerler pH 3, 6, ve 9 igin sirasiyla % 15, % 38.3, % 62 olarak
bulunmustur. Ortama surfaktan ilavesinin surfaktan icermeyen sadece maya biyokiitlesi
iceren ortama gore biyosorpsiyon i¢in optimum pH degerini 6 dan 9’a cikardigi,
bununla birlikte giderimi de pH 6 igin % 25.7 den % 38.3’¢, pH 9 i¢in ise % 20’den %
62’ye ¢ikardig1 gézlenmistir.
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Sekil 4.8.a. K. marxianus’un pH 3,6 ve 9’da yaklasik 25 mg/L Cu (II) varliginda
zamana bagli biyosorpsiyon kapasitesi (%), b. K. marxianus’un pH3, 6 ve
9’da yaklagik 25, 50, 75, 100 mg/L Cu (II) ve 0.1mM varliginda zamana
bagli biyosorpsiyon kapasitesi (%)

Bagslangi¢ Cu (II) konsantrasyonunun biyosorpsiyona etkisinin belirlendigi ¢alismalarda
tim deneyler pH 9’da yapilmistir. Sekil 4.9.a,b sirasiyla 0.1 mM SDS igermeyen ve
iceren ortamlarda yaklasik 25, 50, 75 ve 100 mg/L Cu (II) varliginda 1 g/L kuru hiicreye
tekabiil eden yas K. marxianus biyokiitlesi tarafindan 60 dakika boyunca yapilan
biyosorpsiyon degerlerini gostermektedir. Denenen tiim konsantrasyonlarda ortamda
SDS yokken en yiiksek biyosorpsiyon degerleri 120. dakikada 25, 50, 75 ve 100 mg/L
Cu (IT) i¢in sirastyla % 20, % 15.8, % 13.7 ve % 13.5 olarak bulunmustur.
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Ortama 0.1 mM SDS ilave edilmesiyle birlikte 25 ve 50 mg/L Cu (II) igeren ortamlarda
en yliksek biyosorpsiyon 120 dakikada sirastyla % 70.7, % 54.0, olarak bulunmustur. 75
mg/L Cu (II) igeren besiyerinde en yiiksek giderim 30 dakikada % 34.8 olarak tespit

edilmistir. Ayrica 100 mg/L Cu (II) varliginda en yiiksek biyosorsiyon verimi 120.
dakikada % 19.9 olarak elde edilmistir.
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Sekil 4.9.a. K. marxianus’un pH 9’da yaklasik 25, 50, 75, 100 mg/L Cu (II) ve zamana
bagli biyosorpsiyon kapasitesi (%), b. K. marxianus’un pH 9’da yaklagik 25

mg/LL Cu (II) ve 0.ImM SDS varhiginda zamana bagli biyosorpsiyon
kapasitesi(% )

Artan Cu (II) konsantrasyonlarinda biyosorpsiyon veriminin diistiigii, 0.1 mM SDS
ilavesinin 100 mg/L’de ¢ok belirgin olamamakla birlikte denenen tiim konsantrasyonlar

i¢cin verimi arttirdig1 goriilmiistiir.
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4.2.2 K. marxianus’un biyoakiimiilasyon ve biyosorpsiyon Kkapasitelerinin
karsilastirilmasi

K. marxianus’un biyoakiimiilasyon ve biyosorpsiyon kapasitelerini karsilagtirmak adina,
iki giderim mekanizmasinin en yiiksek oldugu siireler secilmistir. Bu baglamda 3.
giindeki biyoakiimiilasyon degerleri ile 120. dakikadaki biyosorpsiyon degerleri
karsilagtirilmistir. Biyoakiimiilasyonda 25 mg/L Cu (II) varliginda % 82.7 olan giderim
0.1 mM SDS eklendiginde % 97.6 degerlerine ulasmistir. Biyosorpsiyonda ise SDS
ilavesi yapilmadiginda 25 mg/L Cu (II) varliginda % 28.3 olan giderim, ortama 0.1 mM
SDS ilave edildiginde % 70.7 degerine ¢ikmistir. Bu durum biyoakiimiilasyonun,
biyosorpsiyona nazaran daha yliksek miktarda Cu (II) giderdigini, buna karsin giderim

stiresinin artigini ortaya koymaktadir (Cizelge 4.7).

Cizelge 4.7 K. marxianus mayasinin biyoakiimiilasyon ve biyosorpsiyon kapasitelerinin
karsilastirilmasi (%)

Biyoakiimiilasyon (% ) Biyosorpsiyon (%)
100 mg/L Cu 25 mg/L Cu 100 mg/L Cu
25 mg/L Cu (II) () (i 0
Etlece % 82.742.4 % 22.740.0 %283414 | % 15605
K.marxianus
kullanilan
biyokiitle, g/L 0.7£0.1 0.6£0.0 1 1
K.marxianus 0 . . .
+0.1 mM SDS 0% 97.6x1.5 % 26.6=1.1 % 70.7+1.9 0% 19.9+1.5
kullanilan
biyokiitle, g/L 0.6+0.0 0.5+0.0 1 1

*(T:30 °C, ¢alkalama hizi: 100 devir/dakika, pH: 5, biyoakiimiilasyon: 3. giin, biyosorpsiyon: 120. dakika)

Cizelge 4.8 K. marxianus mayasmmin 1 g/L  biyokiitlesi ile gergeklestirilen
biyoakiimiilasyon ve biyosorpsiyon siireglerinde gram hiicre basina
biriktirilen Cu (II) miktarlarinin karsilagtirilmasi

am (mg/g)
Biyoakiimiilasyon Biyosorpsiyon
25 mg/L Cu 100 mg/L Cu 100 mg/L Cu

(1) (1) 25 mg/L Cu (1) (1)

Sadece 24.1 38.6 08.1 15.8
K.marxianus
K.marxianus

+0.1 mM SDS 50.0 52.0 18.9 20.0

*(T:30 °C, galkalama hizi: 100 devir/dakika, pH: 5, biyoakiimiilasyon: 3. giin, biyosorpsiyon: 120. dakika)
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Biyoakiimiilasyonda 3. giinde ve biyosorpsiyonda 120. dakikadaki giderimler dikkate
aliarak yapilan karsilagtirmada 25 mg/L Cu (II) varliginda hem biyoakiimiilasyon hem
de biyosorpsiyon deneylerinde SDS ilavesinin gm degerlerini nerdeyse iki kattan fazla
artirdig1 ortaya konulmustur. Biyoakiimiilasyon Sadece K. marxianus’un 25 mg/L
baslangic Cu (II) varliginda qm degeri 24.1 iken 0.1 mM SDS ilavesi ile bu degerin
50.0 oldugu saptanmistir. 100 mg/L Cu (II) varliginda ise biyoakiimiilasyon i¢in 38.6
olan gm degeri 52.0 yiikselmistir. Biyosorpsiyon deneylerinde 25 mg/L Cu (II)
varliginda K. marxianus’un tek basina 8.1 olan qm degeri 0.1 mM SDS ilavesi ile 18.9
olarak bulunmustur. Ortamda 100 mg/LL Cu (II) bulunurken gm degeri sadece K.
marxianus igin 15.8 olarak hesaplanirken, 0.1 mM SDS ilavesi ile qm degeri 4.2 mg/g
artarak 20.0’a ulasmustir (Cizelge 4.8).
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5. TARTISMA ve SONUC

Agir metal kirliliginin artist ucuz, hizli ve ¢evre dostu giderim metotlarina duyulan
ihtiyaci artirmistir. Bu ihtiyaci en iyi karsilayan metotlardan biri olan biyogiderim alani
son yillarda oldukg¢a dikkat cekici ¢alismalara konu olmustur. Bu konuda yapilan
aragtirmalar Ozellikle canli ve Olii biyokiitle ile yapilmigtir. Her iki yontem de
biyogiderimin potansiyeli hakkinda umut vaat eden sonuglar ortaya koymustur.
(Donmez ve Aksu 2002). Biyogiderimin potansiyelinin artirilmasi i¢in ¢esitli metotlar
uygulanmistir. (Yang vd. 2003, Baker vd. 2008, Schoborg vd 2014). Az sayida
calismada bu metotlara ek olarak surfaktan kullanilmig, dogru doz ve igerikteki
surfaktanlarla biyogiderim kapasitesinin dikkate deger miktarda artigi gozlenmistir
(Mina vd. 2004, Bila vd. 2005).

Biyobirikim canli biyokiitle ile yapildigt i¢cin canliligi etkileyen her tiirlii faktoriin
giderim iizerinde etkisi olmaktadir. Bu faktorleri saymak gerekirse: Besiyeri igerigi, pH,
sicaklik ve calkalama hizi gibi faktorlerden bahsedilebilir. Bu g¢alismada kullanilan
besiyeri seker fabrikast atifi olan melastan elde edilmistir ve melas
mikroorganizmalarin gelisimi i¢in karbon kaynagi olarak kullanilmigtir. Literatiirdeki
calismalarda melasli besiyerinin mayalarin gelisimi i¢in uygun ve destekleyici bir ortam
oldugu ortaya konmustur. Ayrica bu besiyerinin en biiyiik avantajlarindan biri de
ekonomik degeri diisiik, depolamasi ve saklanmasi kolay bir ham maddeden elde
edilmesidir. Yiiksek siikroz orani ve karbon kaynagi olarak kullanilabilmesi agisindan

da bu besiyeri ideal bir besiyeridir (Karatay ve Donmez 2010).

Mayalar her ne kadar endiistriyel alanda bolca kullanilsa da agir metal biyogiderimi i¢in
sikca basvurulan mikroorganizmalardan degildir. Literatiirde mayalarla beraber
kimyasal ajan kullanim1 yolu ile yapilmis giderim ¢aligsmasi yok denecek kadar azdir.
Buna karsin sadece mayalar ile yapilan agir metal biyogideriminde hizli bir sekilde
biyokiitle olusturan ve diisiik maliyetli maya tiirlerinin kullanildig1 bilinmektedir (Lu ve
Wilkins 1996, Stoll ve Duncan 1996). Bu ylizden bu tez ¢alismasinda hizli iireyebilen

ve ortam kosullarindan nispeten az etkilenen K. marxianus tiirii maya kullanilmistir.
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Yapilan biyobirikim ¢alismalarinda K. marxianus mayasinin en yiiksek miktarda Cu (1)
tuttugu inkiibasyon siiresi arastirilmigtir. Bu mayanin en yiliksek giderimi 4. giinde
yaptig1 gozlenmistir. Bunun yani sira ortama 0.1 mM SDS ilavesi halinde giderimin
SDS i¢ermeyen ortamda bulunan en yiiksek degere ¢ikmasi bir giin siirmiistiir. Ayrica
SDS ilavesi Cu (II) giderimini aktif alimda % 13.9, pasif alimda ise % 42.4
tyilestirmistir (Cizelge 4.5). Yapilan deneyler SDS’nin biyogiderim siiresini kisalttig1

gozlenmistir.

Biyobirikim {istlinde surfaktan etkisi hakkinda yapilan c¢alismalarda anyonik
surfaktanlarin biyobirikimi arttirdigr gorilmistir (Ahn vd. 2009). S6z konusu
calismada katyonik surfaktanlarin ise biyogiderim iistiinde negatif etkisine rastlanmistir.

Bu durum, Cu (1), ortam ve surfaktanin iyonik yiiklerine baglanmstir (Cizelge 4.4).

Baslangig Cu (1) konsatrasyonunun iiremekte olan maya hiicreleri ile giderimindeki
degisim arastirildiginda ise, Cu (II) konsantrasyonu arttikga giderimin azaldigi
gozlenmistir. Bunun mayalarin Cu (Il) tutma kapasitelerinin sinirindan kaynakladig
diistiniilmektedir. Bu simirin mayalarin canliliklarini devam ettirmek i¢in kullandiklar
metabolik yolaklarin Cu (Il) tarafindan baskilanmasi sonucu, aktif Cu (1) aliminin
sonlanmasi sebep gosterilebilir. Ayrica maya hiicresinin yiizeyindeki fonksiyonel
gruplar, eksopolisakkaritler gibi metal tutma kapasitesine sahip mekanizmalarin Cu (1)

tagima kapasitesinin sinirli oldugu bilinmektedir (Chan vd. 1991).

Baglangic SDS konsantrasyonunun biyobirikime etkisinin arastirilmast i¢in 0.1 ve 0.5
mM olmak {tizere iki farkli konsantrasyonda deneyler yapilmistir. En yiliksek giderimin
%86.2 ile 0.1mM SDS’li besiyerinde oldugu belirlenmistir (Cizelge 4.6-4.9).
Surfaktanlarin 6zellikle yiiksek konsantrasyonlarda canli hiicreler iizerindeki letal etkisi
oldugu bilinmektedir. Bu nedenle yiiksek surfaktan konsantrasyonlarinda aktif Cu (I1)

alim1 durmaktadir.

Biyosorpsiyona pH’in etkisinin belirlenmesi i¢in 3 farkli pH degeri (3,6 ve 9)
denenmistir. En iyi giderim (% 28.3) surfaktansiz ortamda pH 6’da, surfaktanl ortamda

ise pH 9’da gdzlenmistir. Bunun sebebinin ortamdaki H" iyonlar1 ile rekabete giren
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surfaktanin giderim potansiyelindeki pozitif yonde etkisinin gosterememesi oldugu

distiniilmistiir.

Biyosorpsiyon ¢alismalarinda ayni zamanda Cu (Il) konsantrasyonunun etkisi de
arastirtlmistir. Cu (1) konsantrasyonu yiikseldik¢e giderimim distigii gézlenmistir
(Sekil 4.9.a-4.12.c). Bunu sebebinin ise 6lii biyokiitlede fonksiyonel gruplarm Cu (II)
tutma kapasitelerinin sinirli olmasindan ileri geldigi diisiiniilmektedir. Biyosorpsiyon
calismalarinda zamanin Cu (II) giderimine etkisi gozlenmistir. Cu (Il) tutumu siiresinin
genelde 30.dk’da maksimum oldugu (%B 70.7) ardinda geri salimiima ugradigi
goriilmiistiir. SDS’in biyogiderim hiz1 iizerinde pozitif etkisi goriinmese de SDS’li
ortamda c¢ok daha yiiksek giderim kapasiteleri goriilmiistiir. Bunun nedeni olarak
SDS’in hidrofobik kuyruk kisimlari ile Cu*? iyonlarina tutunup, hidrofilik kisimlar ile
ise hiicre ylizeylerine tutunmasi oldugu diisiiniilmektedir. Hiicre ylizeylerinin ortamda
SDS’in ¢ipalanabilecegi yiizeyler olarak is gordiigii s6ylenebilir. Ayrica SDS gesitli
atom alt1 baglar ile ortamin elektronegatifligini degistirerek fonksiyonel gruplarin daha

efektif ¢alismasina yol agmaktadir (Kratochvil ve Volesky 1998).

Tim bu bulgu ve bilgiler 151831Inda agir metal biyogiderimin mikroorganizmalarla
oldukca wverimli bir sekilde gergeklestirebilecegi ortaya konulmustur. Mayalarin
Okaryotik hiicre yapisina sahip olmalari, toksisiteye direncleri, diisiik maliyetli
besiyerlerinde lireyebilmeleri ve hizli cogalmalar1 bakimindan agir metal biyogiderimi
icin uygun model organizmalar oldugu sdylenebilir. K. marxianus mayasinin mayalar
igerisinde hizl1 boliinen mayalardan biri olmasi yiiksek sicakliklara direngli olmasi ve
diisiik karbon kaynagi bulunmasi1 durumunda bile iireyebilmesi; biyogiderimde hizli ve
etkili bir ¢oziimdiir. Giderim i¢in sik¢a kullanilan anyonik surfaktanlardan biri olan
SDS’in giderimi gergeklestirebilmesi i¢in agir metalleri baglayabilecekleri bir matriks
olmasi gerekmektedir (Ahn vd. 2009). Bu matriks i¢in maya hiicreleri en uygun

adaylardan biri olarak goriilmektedir.

Yapilan ¢alismalar sonucu K. marxianus’un Cu (Il) gideriminde umut vaat eden bir
mikroorganizma oldugu ortaya konmustur. Metabolizma miihendisligi, besiyeri

modifikasyonlar1 ve yeni kimyasal ajanlarin arastirilmasi gibi farkli caligmalarla
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mayalarin giderim kapasiteleri artirilabilir ve giderimin toplam maliyeti diisiiriilebilir.
Maya hiicrelerindeki fonksiyonel gruplarinin belirlenmesi ve ¢alisma mekanizmalarinin

anlasilmasi igin ileri deneyler yapilabilir.
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