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OZET

TEZIN BASLIGI: DEMIR BIYOGIDERIMI ICIN ETKIN
MIKROORGANIZMALARIN IZOLASYONU VE
BiYOGIDERIM KAPASITELERININ INCELENMESI

YAZARIN ADI: ESRA KARLIK

Glinlimiizde hizl1 sanayilesmenin dogal bir sonucu olarak agir metal igerikli atiklar
cevrede olumsuz etkilere yol agmaktadir. Agwr metal icerikli atiklar dogada uzun siireli
kalabilme ozelliklerine bagli olarak besin zincirine kolayca girebilmekte ve canlilarin
saglhgimni tehdit etmektedir. Agir metallerin gideriminde son yillarda mekanik ve kimyasal

yontemlere gore daha ekonomik olan biyoteknolojik methodlar gelistirilmektedir.

Bu tez ¢alismasinda, agwr metal sinifina giren ancak bir ge¢is metali olan demirin
aritiminda  kullanilabilecek etkin mikroorganizmalarin izolasyonu yapilmistir. Yiiksek
konsantrasyonda demir ihtiva eden sularin hem evsel hem endiistriyel alanda kullanimi uygun
degildir. Cevre Koruma Ajansi (US Environmental Protection Agency (EPA)) tarafindan
belirlenen degerlere ve iilkemizde uygulanan Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligine gore 0,3
mg/L’den daha fazla demir igeren sularda demir miktarmin giderilmesi gerekmektedir.
Kocaeli’nin Darica ilgesi sinirlar1 igerisinde sanayilesmenin yogun oldugu ve agir metal
iceriginin yiiksek oldugu diisliniilen bes farkli noktadan alinan toprak numunesinden demir
gideriminde kullanilabilecek mikroorganizmalar izole edilmistir. Topraktan izole edilen
karigik kiiltiirlerin demir giderim kapasiteleri analiz edilmis ve en yiiksek demir giderimi
saglayan dort izolat (N-1a, N-3a, N-4c, N-5b) sonraki ¢aligmalar i¢in sec¢ilmistir. Segilen dort
izolat ile ti¢ farkl sicaklik degeri (25 °C - 30 °C - 37 °C), ii¢ farkli pH degeri (pH 6,0 - pH 4,5
- pH 2.8), iki farkli demir konsantrasyonu (20 ppm, 50 ppm), anaerobik kosullarmn etkisi ve
calkalanarak iireme etkisi incelenmistir. Kiiltiirlerle yapilan deneylerde demir giderimi atomik

absorpsiyon spektrofotometre cihazi kullanilarak tayin edilmistir.



Her dort izolat da 50 ppm demir konsantrasyonuna sahip besiyerinde daha yiiksek demir
giderimi gerceklestirmistir. pH 2,8 de hiicrelerin iyi lireme saglayamamalarindan dolay:r demir
giderim verimleri diisiik bulunmustur. Benzer sekilde inkiibasyon sicakligi 25 °C’ye
diisiiriildiigiinde izolatlarm demir (II) giderim verimleri diismiistiir. Izolatlar calkalanarak
iiretildiklerinde demir giderim verimlerinde genel olarak bir artis goriilmiistiir. izolatlarin
anaerobik ortamda da tiredigi ve demir giderimi yaptig1 ancak aerobik kosullara kiyasla
giderim veriminin diisiik oldugu tespit edilmistir. Calkalanarak tiremesi saglanan N-1a ve N-
4c i1zolatlar1 i¢in en yiiksek demir giderim verimi gosterdikleri optimum kosullar sirasiyla, 30
°C’de pH 4,5’te inkiibasyonun 24. saatinde % 100 olarak ve 30 °C’de pH 6,0’da
inkiibasyonun 144. saatinde % 100 olarak olgtilmiistiir. N-3a izolat1 icin en yliksek demir
giderimi 30 °C ve pH 4,5’te inkiibasyonun 72. saatinde % 97,27 olarak belirlenirken, N-5b 30
°C’de ve pH 4,5’te inkiibasyonun 96. saatinde % 100 verimle demir (II) giderimi
gerceklestirmistir.

Mikroskobik incelemeler ve koloni morfolojisine bakilarak yapilan incelemeler
sonucunda izolatlarin kisa veya uzun ¢ubuksu yapiya sahip bakteriler oldugu saptanmistir. N-
5b ve N-4c hiicrelerinin inkiibasyonun ileri saatlerinde uzadiklari, N-1a hiicrelerinin ise kalin
ve segmentli filamentler olusturdugu goézlemlenmistir. Bu bakterilerin iireme profilleri
incelendiginde N-la’nin pH 4,5’te diger izolatlara kiyasla daha diisilk bir hizda iiredigi
gorilmiistiir.  N-la izolatmin filament goriintiileri literatiirde varolan bazi filamentli
bakterilerin goriintiileri ile kiyaslanmig ve farkli bir yapiya sahip oldugu tespit edilmistir. Bu
izolatlarin yeni bir bakteri tiirli olup olmadiklar: ileride gerceklestirilecek olan molekiiler

karakterizasyon ¢aligsmalar1 sonucunda belirlenebilecektir.
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SUMMARY

TITLE OF THESIS: ISOLATION OF EFFECTIVE
MICROORGANISMS FOR IRON BIOREMOVAL AND
DETERMINATION OF THEIR BIOREMOVAL CAPACITY

AUTHOR: ESRA KARLIK

As a possible result of the rapid industrialization, nowadays, we experience harmful
effects of heavy metal contamination on the environment. Depending on its feature of hard
decomposition in the nature, heavy metals may participate into the food chain easily and
threat our health. For the treatment of the heavy metal contamination, biotechnological
methods are being developed in recent years, which are more economical in comparison with

the mechanical and chemical ones.

In this study, effective microorganisms were isolated in order to remove iron which is
transition metal in heavy metal class. Waters containing high concentrations of iron are not to
be used in domestic and industrial fields. According to Environmental Protection Agency
criteria and Water Pollution Control Regulations are applied in Turkey, it is required to
remove excess iron from the waters with more than 0,3 mg/L iron. Soil samples were
collected from the five different areas within the district of Kocaeli, Darica, exposed intensive
industralization and considered to be contaminated by heavy metals. Microorganisms which
are resistant to iron and having high iron removing capacity were isolated from collected soil
samples. Iron removing capacities of the mixed cultures isolated from the soil were analyzed
and the four isolates with the highest iron removing capacities (N-1a, N-3a, N-4c, N-5b) were
selected for further analysis. Those four isolates were studied in terms of the effects of three
different temperatures (25 C° - 30 C° - 37 C°), three different pH values (pH 6,0 - pH 4,5 -
pH 2,8), two different iron concentrations (20 ppm, 50 ppm), anaerobic conditions and
proliferation effect of shaking on iron removal capacity. Change in iron concentration in the

cultures, were monitored by means of the atomic absorption spectrophotometer instrument.
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Four of the izolates showed highest iron removing efficiency in 50 ppm iron (II)
containing cultures. Because of unhealthy growth of the isolated microorganisms at pH 2,8,
the bioremoving capacity of the izolates was found to be very low at that pH value.
Similarly, when the incubation temperature was droped to 25 °C iron (II) removing capacity
of the isolates decreased. Shaking the cultures caused an improvement in iron (II) removal.
The isolates were shown to grow in anaerobic conditions, however, their iron removing
capacity was lower as compared to their capacities obtained at aerobic conditions. The highest
efficiency of iron removing for isolates named as N-la and N-4c was obtained in their
shaking cultures at 30 °C. N-1a removed iron(Il) with 100 % efficiency at 24™ hour of the
incubation at pH 4,5. 100 % efficiency was reached fort he N-4c at the 144™ hour of
incubation at pH 6,0. N-3a showed its highest iron removing efficiency of 97,27 % at 72
hour of the incubation at 30 °C and at pH 4,5 in shaking conditions. For N-5b 100 %

efficiency was obtained at non-shaking conditions at pH 4,5, at 30 °C.

Microscobic examinations and colony morphologies of the isolates showed that they are
short or long rod shaped bacteria. At the late hours of incubation, elongation of N-5b and N-
4c cells was observed under the microscope. N-1a cells also elongated at late hours but they
also form thick and segmented filaments. When the filaments’ structure was compared with
that of other filamented bacteria it was thought that the structure of N-1a filaments had some
differences. Further molecular characterization is neccessary for finding out whether those

isolates are a novel bacterial species or not.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitimim siiresince c¢aligmalarimin her sathasinda ve 6zellikle bu tez
calismasmin en 1iyi sekilde aktarilabilmesi i¢in engin bilgi, deneyim ve Onerilerinden
yararlandigim saygi1 deger tez danismanim Dog. Dr. Melek OZKAN’a sagladig tiim imkanlar

ve destegi icin en i¢ten duygularimla tesekkiir ederim.

Caligmalarim sirasinda her tiir konuda bilgi birikimine ve deneyimlerine bagvurdugum,
Saym Yrd. Dog. Dr. Salim ONCEL’e ilgisinden ve 6zellikle atomik absorbsiyon cihaz1 ile

yapilan dl¢timlerdeki sonsuz yardimlarindan dolay1 ¢cok tesekkiir ederim.

Yiiksek lisans egitimim boyunca her zaman yardim ve desteklerini gordiiglim Cevre

Miihendisligi Boliimii hocalarima tesekkiir ederim.

Her zaman bana destek olan ve bilgi paylasiminda bulundugum sevgili arkadaslarim Ars.
Gor. Pinar KARAGOZ, Ars. Gor. Derya Y. Kdseoglu IMER, Ars. Gor. Ercan GURBULAK
basta olmak iizere boliimiimiizdeki tiim arkadaglarima ve ayrica Kimya Bolimi Ars. Gor.

Duygu AYDIN’a tesekkiir ederim.

Tim sikmtili zamanlarimda sayfalara sigindigim 9. ve 10. giinliiklerime ve sayfalar1

doldurabilmemi saglayan kalemime tesekkiir ederim.

Hayatim boyunca her tiirlii maddi ve manevi destegi saglayan, bu tezin hazirlanma siireci
boyunca sabir ve ilgilerini benden esirgemeyen babam A. Fazil KARLIK, annem Giilin
KARLIK, tez ¢calismama ydn veren diisiinceleri benimle paylasan kardesim Ozge KARLIK a

sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Diinyada giderek artan niifusla birlikte gelisen teknoloji ve hizli sanayilesme ile
sagladig1 rahatlik, cevre kirliligi problemini de beraberinde getirmektedir. Hizli niifus
artistyla birlikte artan yerlesim alanlar1 ve sanayi tesislerinden kaynaklanan kati, siv1 ve
gaz formundaki atiklar, doganmn dengesini bozan ve canlilig1 tehdit eden boyutlara
ulagmistir. Dogal kaynaklarin tahribi, ¢evre kirliligi konusunda yapilan saptamalar,
bozulan ve yok olan ¢evre degerlerinin giindeme gelmesine neden olmustur. Sanayilesme
ile olusan maddelerin, doga ve insan i¢in, diizeltilmesi miimkiin olmayan zararlara sebep
oldugu artik anlasilmistir. Cevre kirliligini artiran ve ekolojik dengenin bozulmasina yol
acan sanayi kollarmin basinda atik sularinda agir metal igeren kuruluslar gelmektedir. S6z
konusu sanayi kuruluslari, siiregleri geregi ¢esitli agir metalleri kullanmakta ve atiklarinda
yiiksek konsantrasyonlarda civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom, arsenik ve

glimiis gibi agir metal iyonlarini igermektedirler.

Doganin smirli ve yavas bir yenilenme kapasitesine sahip olmasindan dolay1 ¢evre
sorunlarinin ¢oziimiine yOnelik teknolojilerin gelistirilmesi zorunlu hale gelmistir. Bu
teknolojilerden biri olan ¢evre biyoteknolojisi, canli organizmalarin ve onlardan elde
edilen {riinlerin, zararli atiklarin aritiminda ve g¢evre kirliliginin Onlenmesinde
kullanilmasini kapsamaktadir. Fiziksel veya kimyasal prosesler yiiksek miktarlarda metal
iceren atiklarm aritilmasi i¢in elverisli ve ekonomik sayilabilir ancak diisiik
konsantrasyonlarda metal iceren biiyiilk hacimlerdeki atiksularin aritiminda biyolojik
yontemlerin daha ekonomik oldugu rapor edilmektedir [Wang ve Chen, 2009; Volesky,
2001]. Cevre biyoteknolojisi, sanayi atiklarindan agir metalleri uzaklastirmak i¢in mevcut

konvansiyonel fiziksel ve kimyasal yontemler yaninda dogal bir alternatif sunmaktadir.

Son yillarda biyoteknolojik uygulamalar, atiksularin aritilmasinda ve agir metal
gideriminde olduk¢a yaygin sekilde kullanilmaktadir. Fiziksel, kimyasal ve biyolojik
aritim yontemlerine bliyiik maliyetler harcanmasina ragmen evsel ve endiistriyel atiklarin
aritilmasi sonucu olusan konsantre aritma ¢amurlarinin ve kati atiklarin bertaraf edilmesi
baska bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu nedenle bir c¢ok atik tiiriiniin

aritilmasinda biyolojik aritim yontemleri gelistirilmektedir. Dogada kendiliginden



olusabilen bu aritim yontemi teknolojik imkanlardan yararlanilarak pek ¢ok atigin hizli ve

kontrollii bir sekilde aritilmasina olanak tanimaktadir.

Demir metalinin gideriminde kullanilan kimyasal oksidasyon yontemi yiiksek alkali
madde ihtiyac1 nedeniyle maliyeti yiiksek ve ¢evreyi kirleten bir yontem oldugundan bu
yonteme alternatif olarak demirin gelisen biyoteknolojik yontemlerle giderimi iizerindeki

bilimsel ¢aligmalar artmaktadir.

Bu ¢alismada agir metallerce kirlenmis oldugu diisiiniilen sanayi bolgelerinden demir
biyogideriminde kullanilabilecek etkin mikroorganizmalarin izolasyonu yapilmistir.
Darica ilgesi cevresinde konumlanan sanayi bolgelerinden toplanan bes farkli toprak
numunesinden izole edilen karisik ve saf kiiltiirlerin Fe™ giderim verimliligi farkl
kosullar altinda dlglilerek demir (II) metaline direngli ve demir gideriminde
kullanilabilecek izolatlar elde edilmistir. Bu izolatlarin farkli kosullarda demir (II)
giderim kapasiteleri incelenmis ve koloni morfolojilerine ve mikroskoptaki goriintiilerine

bakilarak 6n karakterizasyonlar1 yapilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Agir Metal Kirliligi

Hizl niifus artisinin dogal kaynaklar ve ekolojik ortam iizerinde yarattigi baski
cevre kirliligi seklinde karsimiza c¢ikmaktadir. Cevre kirliligi yaratan en Onemli
kirletici gruplarindan birini agir metaller ve tuzlari olusturmaktadir. Toprak veya su
kaynaklarmma karisan bazi kirletici maddeler, uzaklastirilabildikleri veya biyolojik
olarak parcalanabildikleri halde, agir metallerin parcalanarak giderimleri s6z konusu
degildir. Alic1 ortamlara girmis bulunan agir metaller, yiiksek oranlarda birikime
sebep olmalari, kimyasal ve biyolojik siirecleri olumsuz yonde etkilemeleri nedeniyle
en tehlikeli kirletici grubu olarak nitelendirilirler. Agir metallerin 6zellikle su
ortamindaki besin zincirinde birikerek organizmadan organizmaya artan
konsantrasyonlar halinde tasindigi bilinmektedir [Straub et.al., 2001]. Bir metalin
toksisitesi, makromolekiil, metabolit ve hiicre organelleriyle birlikte biyolojik
sistemlerdeki dinamik yasam proseslerine zarar verme kapasitesine dayanir
[Agcasulu, 2007]. Agmr metaller, metabolik reaksiyonlar1 yavaglatarak canli
organizmalara toksik etki gosterir. AZwr metal igeren cozeltilerin toksik etkisi
organizmanin tiirline, ireme zamanina, su ortaminin 1s1, 11k, tuzluluk gibi fiziksel
degiskenlerine ve metalin cinsine gore degisir. Ancak genel olarak metallerin hepsi,
birden fazla organ ve sistemi etkiledigi i¢cin tek bir biyokimyasal proses
etkilenmemektedir [Forstner ve Wlttmann, 1981]. Bu biiyiik tehlike insanlar
tarafindan fark edildiginden beri agir metal kirliligi olusturan endiistri kuruluslarindan

olusan atiklarin bertarafi ile ilgili ¢alismalar onem kazanmustir.

Bilim adamlarna gore antropojenik kaynakli olarak atmosferden diger
ekosistemlere dagilan arsenigin 22 bin ton, kadmiyumun 70 bin ton, kursunun 400 bin
ton, bakirin 56 bin ton, ¢inkonun ise 214 bin ton civarinda oldugu ifade edilmektedir.
Degisik ekosistemlerde belirlenen karakteristik miktarlarmin alt ve st smirlari
Cizelge 1.1°de verilmistir. Bu c¢izelgede agwr metal miktarlarmin diinyanin degisik

yerlerinde ne kadar farklilik gosterdigi goriilmektedir [Cepel, 1997].



Cizelge 2.1. Degisik ekosistemlerdeki baz1 agir metal

miktarlarmin degisim sinirlar1 (Cepel, 1997)

Element mg/kg kuru toprak
As 0,1-40
Ag 0,01-0,8
B 2,0-100
Fe 7000- 550,000
N 200-2500
Cr 5,0-3000
Ni 10-1000
Cu 2-100
Pb 2-200
Zn 10-300

2.2. Agir Metallerin Ozellikleri

Sayis1z kullanim yeri olan metaller biyolojik anlamda ii¢ gruba ayrilabilir;

e Esansiyel elementler: Canlinin yasamasi i¢in mutlaka gerekli olan metallerdir. Sivi
ortamlarda hareketli katyonlar olarak tasinirlar. Ornegin kalsiyum, potasyum,
sodyum, magnezyum vb.

e Yan elementler (Gegis elementleri): Diisiik konsantrasyonlarda esansiyel olan
fakat yiiksek konsantrasyonlarda toksik etki yapan elementlerdir. Ornegin demir,
bakir, kobalt, manganez, ¢inko, molibden, krom vb.

e Eser elementler (Metaloitler): Metabolik aktivite icin genelde gerekli olmayan ve
oldukca diisiik konsantrasyonlarda, hiicrede toksik etki yapan elementlerdir.

Ornegin kadmiyum, arsenik, civa, kursun, kalay, selenyum, berilyum vb.

Bu ii¢ gruptan yan ve eser elementler genelde agir metal olarak adlandirilir. Ozgiil
agirhgl 5 g/cm’’den biiyiik ve atom numarasi 22°den 92°ye kadar olan elementler agir
metal olarak tanimlanir. Organizmanin saglikli biiylimesi ve gelismesi i¢in gerekli olan

agir metallerin miktar1 organizmanin agirhiginin % 0,01'inden az olmalidir [Forstner ve



Wilttmann, 1981]. Bu elementler dogalar1 geregi yerkiirede genellikle karbonat, oksit,
silikat ve siilfiir halinde stabil bilesik olarak veya silikatlar i¢inde hapis olarak bulunurlar

[Kahvecioglu ve ark., 2003].

2.2.1. Demir Elementi ve Genel Ozellikleri

Gilinlimiizde demir elementinin toplumun genel gereksinim metali olmas1 nedeniyle
bir iilkenin demir-celik iiretimi ve tiiketimi o lilkenin ekonomik giiciiyle ve gelismisligi ile
yakindan ilgilidir. Demir yataklarinin potansiyeli, isletilebilme ve degerlendirilebilme
olanaklar1 lilke ekonomisi i¢in oldukca Onemlidir. Diinyadaki demir cevheri rezervleri
yaklagik 160 milyar tondur. Metal demir igerigi olarak toplam diinya rezervi 80 milyar ton
dolayindadir. Cin (21 milyar ton), Ukrayna (30 milyar ton), Brezilya (21 milyar ton),
Rusya (25 milyar ton), Avustralya (18 milyar ton), ABD (6,9 milyar ton), Kazakistan (8,3
milyar ton), Isve¢, Hindistan, Kanada ve Giiney Afrika Cumhuriyeti demir potansiyeli
acisindan diinyada onemli iilkelerdir [Mineral Commodity Summaries, 2005]. Diinyada
50 kadar iilkede demir cevheri tiretilmektedir. Cin, Avustralya, Brezilya, Rusya, Ukrayna
ve Hindistan diinya demir cevheri lretiminin yaklasik %70’in1 gerceklestirmektedir.
Tirkiye 1939 yilinda 140.000 ton/yil ile baslayan demir-gelik tiretimini 1999 yilinda 14
milyon ton/yil liretime tasiyarak biiyiik bir kalkinma saglamistir [Maden Miihendisleri
Odasi, Demir-Celik Sektorii Raporu, 2005].

Demir elementi periyodik cetvelin 8. grubu, 4. periyodunda yer alan bir gecis
metalidir. Elektron konfigiirasyonu [Ar] 3d° 4s”’dir. Atom numarasi 26, yogunlugu 7,86
g/em’ (298 °K’de), mol kiitlesi 55,847 g/mol’diir. Kaynama noktas: 2862 °C, erime
noktast 1538 °C’dir. +2, +3, +4, +6 degerlerine sahip olan demir elementi oksit, hidroksit,
kloriir, asetat, karbonat, siilfit, nitrat, siilfat gibi anyonlarla ve ¢ok sayida inorganik
kompleks iyonla birleserek organometalik bilesikler meydana getirebilir. Demir yer
kabugunda en ¢ok bulunan 4. elementtir ve yer kabugunun kiitlece % 5,1’ini olusturur. Bu
demirin biiyiik bir ¢ogunlugu, hematit (Fe,O3), manyetit (Fe;O4), siderit (FeCOs) ve

takonit mineralleri i¢cinde oksitli olarak bulunur [Miiller et al., 2006].

Metalik demir elde etmek i¢in, cevherdeki safsizliklarin kimyasal rediiksiyon yoluyla

uzaklastirilmalar1 gerekir. Demir, aslinda biiyiik 6l¢iide karbonlu bir alasim olarak kabul



edilen ¢elik yapiminda kullanilir. Demir, karbonla birlikte 1420 — 1470 °K sicakliga kadar
isitildiginda sivi bir eriyik olusur, bu eriyik % 96,5 demir ve % 3,5 karbon igeren bir
alasimdir. Demir elementi kimyasal yonden oldukca aktif bir metaldir, reaksiyonlarda en
ok karsilagilan formlar1 ise Fe™ (Ferrous) ve Fe™ (Ferrik) formlaridir. Hangi formda
bulunacag cevresel kosullara baglidir. Fe™ ve Fe™ iyonlari arasindaki redoks degisimi,
anoksik topraklarda ve sedimentlerdeki redoks proseslerinde énemli role sahiptir. Iki
degerlikli demir tuzlar1 su ortaminda ¢dziinmiis halde bulunurlar. Iki degerlikli demir
tuzlarinin oksitlenmesi suda ¢dziinmeyen, kirmizi renkte iic degerli demir tuzlarmin
olusumuna yol agar. Oksijen varhginda, Fe™ iyonu yalnizca asidik sartlar altinda stabildir,
ndtr pH’lerde hizli bir sekilde Fe™ formuna okside olur [Sengiil ve ark., 1986;
Spanierman S. C., 2009].

Derin yer alt1 tabakalarindan gelen demir ve mangan elementlerini iceren sular,
hareketleri esnasinda toprak igerisindeki azotlu ve kikiirtli formlardan gegerken bu
bilesiklerin indirgenmesine sebep olurlar ve kendileri oksitlenirler. Oksidasyon olay1 suda
¢Ozlinmiis oksijen vasitasiyla da olusabilir [Koseoglu, 2005]. Demir ihtiva eden sularin
hem evsel hem endiistriyel alanda kullanimi uygun degildir. Cevre Koruma Ajansi-US
Environmental Protection Agency (EPA)’nin belirledigi degerlere gore 0,3 mg/L’den
daha fazla demir igeren sularda demir miktarinin giderilmesi gerekmektedir. Bu amagla

Ozel tasfiye tesisleri yapilmaktadir [Saatcioglu, 1998].

Sudaki demir katyonlar: havanmn oksijeni ile reaksiyona girer ve Fe™*’nin Fe®
formuna oksitlenmesi suda ¢oziinmeyen renkli kolloidler olusturur. Oksitlenmenin hizi
oldukca yavas oldugundan su ortaminda renkli ve bulanik goériinim uzun siire devam
eder. Bu reaksiyonlar, su ortamimin pH’s1 6,0’dan yiiksekse daha biiylik boyutlarda
meydana gelir. Reaksiyon hizlari, su icerisinde bulunan bazi inorganik iyonlarin katalitik
etkisi ve cesitli mikroorganizmalarin gerceklestirdigi reaksiyonlarla da artabilmektedir

[Gagnon, 2009; Winter, 2009 ].

Su ortaminda demirin asir1 miktarda bulunmasinin olusturdugu problemleri asagidaki gibi

stralayabiliriz:

e Yiiksek demir konsantrasyonlari igme suyunda istenmeyen renk ve bulanikliga

neden oldugundan bu sular estetik nedenlerle kotii sular olarak adlandirilirlar.



Fazla demir ihtiva eden sularda metalik bir tat olusur.

Tekstil, kagit, deri ve plastik gibi endiistriyel iiriinlerde leke olusumuna neden
olur.

Su borularmnin i¢ cidarlarinda zamanla biriken demir yilik kayiplarmin artmasina
sebep olur.

Suyun ulastirilmasinin = saglandigi  borular igerisinde demir bakterilerinin
cogalmasiyla borularda kesit daralmasi ve bakteri kiitlelerinin koparak igme

suyunun kirlenmesine, tesisat aksamlarinin tikanmasma meydan verebilir.

Demir elementinin ¢oziinmiis olarak su ortamlarina karigsmasi dort maddeyle

acgiklanabilir;

I.

Oksijenden yoksun fakat CO, bakimindan zengin sularda, Fe™ (ferrous demir)
katyonlar1 bulunur.

Diisiik konsantrasyonlarda demir ihtiva eden, iy1 kaliteli su igeren kuyularin
yakinlarinda organik atik kaynaklarmimn bulunmasi halinde, toprak icerisinde olusan
anaerobik kosullar nedeniyle bu sularin zamanla ¢ok kotii kaliteli sulara doniistiigi
gozlenmistir.

Yeterli derinligi bulunan suni gdéllerde su tabakalagmasi halinde alt tabakanin
anoksik olmasiyla meydana gelebilecek anaerobik kosullar nedeniyle demir bu alt
tabakadaki su ortaminda birikir. Bu sebeple, sonbahar aymda gdl tabakalagsmasinin
tersine dondiigii glinlerde rezervden ¢ekilen sular demir bakimimdan yogun olur.

Yer alt1 suyunun asir1 sekilde ¢ekildigi akifere su vermek gerektiginde, oksijence
zengin olan ylizey suyunun, akifere verilmesinden sonra yer alti suyunun demir
konsantrasyonlarinda artis oldugu izlenmistir. Akifere geri basilan yiizey suyundaki

oksijenin ¢ozlinmeyen pirit bilesiklerini okside ederek;

2FeS, + 70, + 2H20 — Fe™ + 480472+ 4H" 2.1)

reaksiyonu ile Fe™’yi arttirmasi sonuncunda ¢dziinen demir siilfat olusur [Sengiil,

1986].



Otomotiv, gemi govdesi yapimi ve binalarin yapisal bileseni olarak kullanimi basta
olmak iizere, diisiik fiyat1 ve yiiksek mukavemet 06zelliklerinden dolayr demir
elementinden pek ¢ok alanda yararlanilir. Endiistriyel kaynakli madencilik ve cevher
isleme tesisleri, demir-¢elik ve metal isleme endiistrileri, boya ve dezenfektan tesisleri,
petrol rafineleri, tekstil {iretim sistemleri, kimyasal iireticilerinin ¢ikis sular1 yiiksek

konsantrasyonda demir igeren atik sulardir.

Cizelge 2.2. Degisik atik su orneklerinde demir metali miktar1 ve pH degerlerinin

degisim sinirlar1 (Korac ve Kamberovic, 2005; Jordanov et al., 2007; Strasser, 1994)

pH Demir
BOR
. 3,6-7,7 1 0,21- 85,4 mg/L
MADENI
BAKIR
. 5,2-6,7 10,35-4,44 mg/L
MADENI
ANAEROBIK
ATIK 3,3 96 g/kg
CAMUR

En cok karsilagilan demir bilesikleri ve kullanim alanlarim1 belirtecek olursak;
FeSO,4.7H,O (demir(Il) siilfat hekza hidrat) sulu siilfirik asit ile metalik demirin
birlesiminden olugsmaktadir ve miirekkep, boya, dezenfektan tliretiminde kullanilmaktadir.
FeCl;.6H,O (demir(Ill) kloriir hepta hidrat) asindirma bileseni ve boya endiistrisinde
sabitlestirici olarak kullanilan yesil-kahverengi yapida kristal bir bilesiktir. Fe;O3; (demir
oksit), boya pigmenti ve cila olarak kullanilan kirmizi-kahverengi bir tozdur [Kobya,

2001].

2.2.2.Demir Elementinin Insan Saghg Uzerine Etkileri

Insanda bagisiklik sistemin giiclenebilmesi kanda oksijen tasiyan kirmizi kan
hiicrelerinin (hemoglobin) ve cesitli enzimlerin iretilebilmesine baghidir. Bu yiizden,

demir gibi bazi minerallerin insan viicudunda bulunmasi gereklidir. Demir elementinin



viicutta fazla miktarlarda bulunmasi zehirleyicidir, ¢linkii asir1 miktarlarda alman +2
degerlikli demir (ferrous demir) viicuttaki peroksitlerle reaksiyona girerek serbest
radikallerin olusumuna sebep olur. Insan viicudu demirin emilimini ¢ok sik1 kontrol eden
bir mekanizmaya sahip olmasina ragmen bu mekanizmanin demirin viicuttan atilmasina
iliskin fizyolojik bir etkisi yoktur. Viicutta bulunan asir1 miktardaki demir, sindirim
sistemi organlarmin florasina zarar verebilir ve sindirim sisteminden emilerek kan
dolasim sistemine girer. Dolasim sisteminde bulunan fazla miktardaki demir kalp,
karaciger ve diger organlarin hiicrelerine zarar vermeye baslar ve bu olusum sonucunda,
uzun siireli organ hasarlar1 veya asir1 dozdan Sliimler meydana gelebilir [Spanierman,
2009]. Insanlarda demirin toksik etkisi demir miktar1 20 mg/kg’1 gectiginde goriilmeye

baslar. Kilogram basina 60 miligram demir 6ldiiriiciidiir [Muslu, 1985].

2.2.3.Demir Oksidasyonu

Su icerisinde bulunan diger zararl ve istenmeyen maddelerin bertarafinda kullanilan
kimyasal oksidasyon islemi demir elementinin su ortamimdan uzaklastirilmasi i¢cin de
yaygin olarak kullanilmaktadir. Oksidasyon, serbest halde veya bir bilesigin yapisinda
bulunan bir elementin degerliginin redoks reaksiyonlari esnasinda elektron vermesi
sonucunda yiikseltilmesi olayidir. Oksidasyon yontemiyle atik sudaki renk ve koku
giderimi de saglanmis olur [Samsunlu, 2006]. Su temininde demir gidermek i¢in
gilinlimiizde kullanilan aritim metodlarinin bir ¢ogunda ¢oziiniir Fe™ ¢Oziinemeyen Fe™e

okside edilir [Kobya, 2001].

Fe™’nin oksidasyon hiz1 iizerinde yapilmis pek ¢ok arastrma literatiirde mevcuttur.
Genel olarak bu calismalar icerisinde oksitleyici olarak oksijen kullanilmistir; diger
oksitleyiciler hakkinda ¢ok az kinetik bilgi mevcuttur. Bununla birlikte literatiirde klor ve
permanganatin kullanildig1 reaksiyon tanklarinin yapilmasinin daha yararli oldugu

konusunda bazi yorumlar yapilmistir [Tiinay, 2000].



10

2.2.3.1. Oksijen ile Oksidasyon
Demirin oksijen ile reaksiyonu sonucu oksidasyon gerceklesmektedir.
Oy + 4 Fe™ (49 + 10 HyO < 4 Fe(OH);3 (5) |+ 8H" (4 (2.2)

Stokiyometrik oran olarak, 1,0 mg/L demirin oksidasyonu i¢in 0,14 mg/L oksijenin

gerektigi gorilmektedir.

Notr pH’larda bikarbonat ¢ozeltilerinde oksijen ile Fe™ nin oksidasyonu arastirilmis

[Kobya, 2001] ve reaksiyonun hiz esitligi asagidaki sekilde tanimlanmistir:
d [Fe™] / dt =k [Fe"*] [OH]* Po, (23)

Esitligi agiklayacak olursak;
d [Fe™] / dt: Fe"*’nin oksidasyon hizi (mol/L.dk)
k: reaksiyon hiz sabiti
20,5 °C’de sabitin degeri 8,0 x 10" (L*/mol*.atm.dk) olarak bulunmustur.
P Oksijenin kismi basinci (gaz fazinda). Genellikle 0,21 atm olarak kabul edilir.
[Fe*?]: Fe™ konsantrasyonu (mol/L)

[OH]: Hidroksil anyonu konsantrasyonu (mol/L)

Fe™ nin oksidasyon hizi ile hidrojen iyonu konsantrasyonu arasinda ters bir orant:
bulunur. pH’nin azalmasiyla, hidrojen konsantrasyonu artarken oksidasyon hizi diiser. pH
5’in altindaki degerlerde oksidasyon pratik olarak gerceklesmez ve pH 5,5’e kadar ¢ok
yavas gerceklesir. Sonug¢ olarak Fe™ nin oksidasyon hizi pH’nin artmasi ile artar (Sekil

2.1) [Tiinay, 2000].



11

60
25°C, PO2 =sabit
40
o pH=6,56
[+
(mol/1x10%)
20 pH=682 —
10
8
6
4
pH=7.24 pH=7,02 pH=0,94
2 \ \ \
10 20 30 40 50

zaman (dakika)

Sekil 2.1. Cozelti pH’s1 ve Fe™ oksidasyon hiz1 arasindaki iliski [Kobya, 2001]

Po, 0,21 atm ve sicaklik 20 °C iken bikarbonat ile tamponlanmis sularda Fe™
oksidasyon reaksiyonunun % 90’min tamamlanmas: i¢in gerekli siire pH 6,9’da 43
dakika, pH 7,2°de ise 8 dakikadwr. Katalizor yardimiyla oksidasyon hizi arttirilabilir.
Reaksiyon hizin1 artirmada kullanilabilecek katalizorler; Cu+2, HPO{Z, H;Si04 “dir. Fe"

ile kompleks yapan maddeler de reaksiyon hizini artirict etki yapabilmektedir.

Sularda bulunan ¢6zinmiis silis (H4S104) demir oksidasyonuna katalitik etki
yapabilmektedir. Silis Fe™ iyonlarmi kompleks olarak baglar ve ¢dzeltide tutar. Su
ortaminda yiiksek konsantrasyonlarda bulunan tanik ve humik asitler Fe™ oksidasyonunu
zorlastirir. Kosullar stabil oldugunda reaksiyon hizi sicaklikla birlikte artar; bu artig her 15

°C’ye karsilik iki kat olarak gézlenmistir [Cabuk, 2007].

Oksijen disinda iki degerlikli demirin oksitlenmesinde kullanilan bagka ajanlar da
vardir. Cl, ve hipoklorit en etkili oksitleyicilerdir. Ayrica potasyum permanganat maddesi

de demir oksidasyonu i¢in kullanilan 6nemli bir kimyasaldir.
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2.3. Agir Metallerin Giderim Yontemleri

Agrr metallerin gerek endistriyel atik sulardan ve gerekse agir metal ile
kirlenmig/kirletilmis ¢evresel su kaynaklarindan uzaklastirilmasinda cesitli kimyasal ve
fiziksel siirecler kullanilmaktadir [Boysan, 2008]. Yontem se¢ciminde metalin tiirii, suda
bulunma sekli ve derisimi gibi faktorler 6nem tasimaktadir [Yilmazer, 2006]. Kimyasal
coktiirme, kimyasal oksidasyon, kimyasal indirgenme, elektro-kimyasal yOntemler,
buharlastirma yoluyla geri kazanim, filtrasyon, iyon degistirme, membran teknolojisi
endiistriyel atik sulardan agir metalleri uzaklastirmak icin kullanilan bazi metodlardir
[Gavrilescu, 2008]. Biyoteknolojik yontemlerin gelismesi ve ¢ok daha verimli sonuglar
almabilmesi sayesinde bu geleneksel yOntemlere yeni alternatifler olusturulmustur.
Biyosorpsiyon ve adsorpsiyon yontemleri agir metal gideriminde en cok kullanilan
biyoteknolojik yontemlerdir. Bu yontemleri, maliyetlerinin diisiik olmas1 ve kullanilacak

materyal olanaginin ¢ok olmasi ¢ekici kilmaktadir.

2.4. Mikroorganizmalar

Mikroorganizmalar genellikle mikroskop altinda goriilebilen ve cogunlukla tek
hiicreli olan canlilardir. Bu tanimina gore; bakteriler, mantarlar, arkealar, protistler ve
algler mikroorganizmalar grubunda yer almaktadir. Biyoteknolojik uygulamalarla
mikroorganizmalardan gida {retiminde, atik aritma sistemlerinde ve genetik

miihendisligine dayali modern teknolojilerde yararlanilmaktadir.

Mikroorganizmalar dogada, hava, su ve toprak ortaminda, bazi gida maddeleri
icerisinde, yiiksek yapili canlilarin deri ylizeyi ve bagwrsak florasinda bulunabilirler.
Mikroorganizmalar1 canliliklarinin devam ettirilmesi, saf kiiltiirlerinin elde edilmesi,
biyolojik ve metabolik {iriinlerinden yararlanilmasi gibi amaclarla dogal ortamlar1 disinda
cogaltmak miimkiindiir. Mikroorganizmalar, uygun besiyeri ve ¢evresel kosullar altinda,
tiirlerine 6zgii bir hizla iirerler. Kosullarin uygunlugu devam ettigi siirece paralel olarak
cogalma da siirekli olur [Dursun ve ark., 2003]. Mikroorganizmalarin biiyiimesine etki
eden faktorlerden sicaklik, pH, oksijen ihtiyaci gibi faktdrler mikroorganizma tiiriine gore

degiskenlik gosterir, her mikroorganizmanin belirli sicaklik ve pH degerinde bir gelisme
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optimumu vardir [Scragg, 1991; Arda, 2000]. Optimal kosullarin degismesi (pH, osmotik
basing, oksijen, yiizey gerilimi, vs.) ve besiyerinde toksik metabolitlerin birikmesi,
miktar1 az olan besiyerinde iiremeyi kisa bir siire sonra baskilar ve durdurur [Dursun ve

ark., 2003].

Mikroorganizmalar mikroskobik derecede cok kiiciik olduklarindan yiizey/hacim
orani ¢ok yiiksektir. Bu 6zellikleri nedeniyle hizl biiyiirler, kisa dmiirliidiirler ve her tiirli
cevre sartlarina ¢cabuk uyum saglarlar. Endiistriyel alanda kullanilabilecek ¢ok degerli ve
cesitli iirlinler sentezleyebilen mikroorganizmalar ideal biyolojik sistemlerdir [Boysan,

2008].

2.4.1. Mikroorganizmalarin Biiyiime Evreleri

Mikroorganizmalarin biiyiime evreleri lag faz (latent donem veya alisma evresi), log
faz (lireme donemi, logaritmik veya eksponensiyel faz), duragan faz ve 6liim fazi olarak

dort evreye ayrilir. Bu evreler Sekil 2.2°de gosterilmistir.
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A) Latent faz: Bu fazda yeni ortama alismak i¢in mikroorganizmalar yeni enzimler
sentezlerler ve ortama alismaya ¢alisirlar. Ortama alisamayan mikroorganizmalarin
O0lmesi nedeniyle mikroorganizma sayisinda azalmalar da goriilebilir. Ortama adapte
olanlar ve gerekli proteinleri sentezleyenler ise belirli bir alisma (latent) doneminden
sonra boliinerek iiremeye baslarlar. Bu donemin uzunlugu veya kisaligi
mikroorganizmalarin tiirline bagli olmakla beraber, ¢evresel kosullara (pH, 1s1, osmotik
basing, ylizey gerilimi, oksijen, vs.), besiyerinin bilesimine, ekilen mikroorganizmalarin

ilk alind1g kiiltiiriin yasina da baghdir.

B) Ureme faz1 (logaritmik faz): Latent faz1 gecen mikroorganizmalarin logaritmik bir
hizla boliinerek ¢ogaldig evredir. Mikroorganizmanin boliinmesi, biyokimyasal aktivite
ile paralellik gosterir. Bu fazda fizyolojik olarak g¢ok aktif olan mikroorganizmalar,
fiziksel ve kimyasal etkenlere karsi ¢ok duyarhidirlar. Logaritmik fazin sonlarina dogru
besin ve enerji kaynaklarinin ortamda smirli olmasi nedeniyle mikroorganizmalar
tarafindan kullanilarak azalmasi, metabolik artiklarin ve toksik maddelerin birikmesi,
osmotik basincin ve yiizey geriliminin degismesi, oksijenin azalmasi, besiyerinde bulunan
karbonhidratlarin fermente olarak ayrigsmasi sonucu olusan cesitli organik asitlerin
ortamim pH'smmi diisiirmesi gibi baslica faktorler tiremeyi olumsuz yonde etkiler ve

boliinme hiz1 yavaslar.

C) Duragan faz: Logaritmik fazin sonlarinda olusan olumsuz kosullar nedeniyle iireme
giderek yavaglar ve durma déneminde 6len hiicre sayisi ¢cogalan hiicre sayisma esit hale
gelir. Mikroorganizmalarin populasyonu bir siire sayica degismeden kalir ve sonra
azalmaya baglar. Bu fazda bulunan tiim mikroorganizmalarda boliinme birden durmaz.
Duragan doneminin uzunlugu veya kisaligi, besiyerinin miktar1 ve bilesimi, lireyen

mikroorganizmalarin tiirii ve ¢evresel kosullara gore degisiklik gosterebilir.

D) Oliim fazi: Durma devresi degismedik¢e, mikroorganizmalar uygun olmayan kosullar
altinda 6lmeye baslarlar ve 6len hiicrelerin sayis1 ¢ogalan hiicrelerin sayisini asar. Ancak,
biitiin mikroorganizmalar 6lmeyebilirler. Bazilar1 canliliklarini koruyabilir. Bu nedenle de

canlilik egrisi sifira ulagsmaz.

Kat1 ortamda ekilen mikroorganizmalar, sivi besi yerlerine oranla daha smirli bir

ireme sansina sahiptirler. Genellikle kat1 besiyerine ekilen mikroorganizmalar, koloniler
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olusmaya basladiktan sonra biiylime ve lireme agisindan olumsuz yonde etkilenirler.
Kolonilerin rengi, kokusu, yapisi, sekli, biiyiikligil, parlakligi, besi yerine yapigma
durumu, hemoliz yapma 6zelligi ve diger karakterleri farkliliklar gosterir ve bu 6zellikler,
mikroorganizmalarin cinslerine, tiirlerine, besiyerlerine ve c¢evresel kosullara gore

degisebilir [Dursun ve ark., 2003].

2.4.2 Mikroorganizmalarin Agir Metal Gideriminde Kullanilmasi

Hem canli hem de 6lii mikroorganizmalar metalleri tutma ozelli§ine sahiptirler.
Algler, mayalar, mantarlar ve bakteriler, yapilar1 yiizeylerinde agir metal adsorplayabilme
yetenegi olan mikrobiyal tiirlerden bazilaridir. Diisiik pH’larda biyoaritim saglayabilmek
icin en sik kullanilan biyokiitle tiirleri arasinda bakteriler bulunmaktadir. Canli veya 6lii
bircok mikrobiyal hiicre tiirii metallerin hem ¢6ziinen hem de kat1 hali i¢in etkin birer
biyoakiimiilatordiirler. Metal toplayici biyoprosesler, 6lii biyokiitleler tarafindan tutunma
ile ya da yasayan hiicrelerin biyoakiimiilasyonu ile gergeklesebilmektedir [Cossich et al,
2003; Kratochvil et al, 1998]. Mikroorganizmalarin hiicre yiizeyi anyonik yapilar
nedeniyle negatif yiikliildiir ve bu nedenle metal katyonlarini baglama yetenegine
sahiptirler.  Cesitli mikrobiyal tilirlerin atiklarda bulunan metal iyonlarinin
biyosorpsiyonunda oldukc¢a verimli olduklar1 gozlemlenmistir. Mantarlar, mayalar,
yosunlar, algler ve bakteriler gibi pek ¢cok mikrobiyal tiiriin yiiksek miktarlarda agir metal
biriktirebildikleri bilinmektedir. Agir metal gideriminde kullanilan canli ve Oli
biyokiitleler (mikroorganizma, bitki vs.) biyosorbent veya adsorbent terimi ile ifade
edilirler. Bakterilerin yiizey / hacim oranlarmin yiiksek olmasi nedeniyle cok 1yi
biyosorbentler oldugu ileri siiriilmektedir [Beveridge et al., 1989; Nuzhat et al., 2001;
Maier et al., 2000].

Literatiirde agir metal iyonlarinin adsorbsiyonunda mikroorganizmalarin kullanilmasi
ile ilgili pek ¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Ik ¢alismalar Polikarpov (1966) tarafindan
gerceklestirilen radyoaktif elementlerin sulu ortamda mikroorganizmalar tarafindan
dogrudan adsorblanabildigini gdstermesi ile baslamistir. Polikarpov, mikroorganizmalarin
bu 6zelliginin yasam fonsiyonlarindan bagimsiz oldugunu iddia etmistir. Zajic ve Chiu
(1972), yaptiklar1 ¢alismalarda, uranyum giderebilen bir fungal kiiltlirii atiktan izole

etmeyi basarmistir. Beveridge ve Murray (1980), Bacillus Subtilis’in saf hiicre duvarmi
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yiiksek atom numarali elementleri adsorpladigini ve adsorplanan elementlerin geri
kazanilabilecegini gostermistir. Thezos ve Volesky (1981), uranyum ve toryum
adsorpsiyonunda degisik tiirde mikroorganizmalar kullanilarak, farkli sicaklik ve pH
degerlerinde adsorpsiyon izotermleri ¢ikarmis, sonuglar1 aktif karbon ve iyon degistirici
regineler ile yapilan adsorpsiyon ¢alismalariyla karsilastirilmis ve mikroorganizmalarin

daha etkin adsorptif 6zelliklere sahip olduklarini kanitlamiglardir.

2.5. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, akiskan fazda c¢oziinmiis haldeki belirli bilesenlerin (iyon yada
molekiil) bir kat1 adsorban (adsorbent) yiizeyine tutunmasi olayidir [Tsezos ve Volesky,
1981]. Adsorpsiyon isleminde adsorplanan tiirlere yani yilizeye tutunan maddelere
adsorbant denir. Yiizeyinde adsorpsiyon gerceklesen madde ise adsorplayici, yani
adsorbenttir. Diger bir anlamiyla tutan maddedir. Yiizeye tutunan taneciklerin ylizeyden
ayrilmasi olayr desorpsiyon olarak adlandirilir. Adsorpsiyon isleminin ilerleyisi,
adsorbant ve adsorbentin etkilesimine ve olusturduklar1 sistemin 6zelliklerine baglidir.
Adsorpsiyon olay1 sabit sicaklik ve sabit basingta kendiliginden gerceklestigi igin,
adsorpsiyon sirasindaki serbest entalpi degisimi daima negatif isaretlidir. Diger taraftan,
gaz yada sivi ortaminda daha diizensiz olan tanecikler kat1 ylizeyinde tutunarak daha
diizenli hale geldiginden, adsorpsiyon sirasindaki entropi degisimi de daima negatiftir

[Akpinar, 1998].

Farkli kimyasal yapidaki maddeler farkli adsorpsiyon 0&zellikleri gosterirler
[Yilmazer, 2006]. Adsorplanan madde yiizeyi ile adsorplanan kimyasal arasindaki ¢cekim
kuvvetlerine bagli olarak gergeklesen ii¢ ¢esit adsorpsiyon islemi tanimlanmaktadir

[Brady ve Duncan, 1994]:

e Fiziksel Adsorpsiyon: Kati yiizey ile adsorplanan madde molekiilleri arasindaki

cekim kuvvetleri sonucu olusan adsorpsiyon olayidir. Fiziksel adsorpsiyonda
ylizeye tutunmay1 zayif Vander Waals kuvvetleri saglar. Bu adsorpsiyon tiirii, kati
ylizey ile adsorplanan madde molekiilleri arasindaki ¢cekim kuvvetlerinin etkisiyle
gerceklesir. Adsorbent katinin kristal orgiisii icine girmez ve ¢Oziinmez fakat

ylizeyi tamamen kaplar. Distik sicaklik araliginda olusabildigi gibi ¢cok tabakali ve
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rejenerasyonu kolay bir adsorpsiyon tiirtidiir. Adsorpsiyon sonucu, ekzotermik
olarak yogusma enerjisinden biraz fazla 1s1 agiga ¢ikar. Aktivasyon enerjisi diisiik,

baglar tersinir ve zayiftir.

Kimyasal Adsorpsiyon: Adsorplanan madde ile kat1 yiizey arasindaki fonksiyonel
gruplarin kimyasal etkilesimi veya kimyasal bag olusumu ile goriilen adsorpsiyon
tipidir. Kimyasal adsorpsiyon, tersinmez ve tek tabakali olup genellikle yiiksek
sicaklik araliginda gerceklesir, ayrica rejenerasyonu da olduk¢a zordur.
Adsorpsiyon swrasinda agiga c¢ikan 1s1, reaksiyon isisindan daha biytlktir ve
aktivasyon enerjisi de yliksektir.

Iyonik Adsorpsiyon: Elektrostatik ¢ekim kuvvetlerinin etkisiyle, yiizeydeki yiiklii

bolgelere iyonik 6zelliklere sahip adsorbantlarin tutunmasi olarak tanimlanabilir.
Burada adsorplayan ile adsorplananin iyonik gilicleri ve molekiiler biiytikliikleri
onemlidir. Iyonlar es yiiklii ise daha kiiciik hacme sahip olan iyon tercih edilerek

yiizeye tutulur [ Akpinar, 1998].

Fiziksel, kimyasal ve iyonik adsorpsiyon arasinda kesin bir ayrim yapilamaz, {gii

ayni anda veya ardarda goriilebilir. Adsorpsiyonu pH, sicaklik, yilizey alani, ¢6zlinen

maddenin cinsi ve 6zellikleri gibi parametreler etkilemektedir.

Bu ti¢ faktorii agiklayacak olursak;

pH: Hidronyum ve hidroksil iyonlar1 kuvvetle adsorbe olduklarindan, diger
iyonlarin adsorpsiyonu c¢ozelti pH’sindan etkilenir. Ayrica asidik veya bazik
bilesiklerin 1yonizasyon dereceleri de adsorpsiyonu etkiler.

Sicaklik: Adsorpsiyon islemi genellikle 1s1 veren bir tepkime bigiminde
gerceklesir. Bu nedenle azalan sicaklik ile adsorpsiyon biiyiikliigii artar. Aciga
cikan 1smin genellikle fiziksel adsorpsiyonda yogusma veya kristalizasyon 1silar1
safhasinda, kimyasal adsorpsiyonda ise kimyasal reaksiyon 1sis1 sathasinda oldugu
bilinmektedir.

Yiizey alani: Adsorpsiyon bir ylizey islemi oldugundan, adsorpsiyon biiyiikligii
spesifik yiizey alani ile orantilidir. Adsorplayicinin partikiil boyutunun kiiciik,

ylizey alanmin genis ve gdzenekli yapida olmasi adsorpsiyonu artirir.
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2.6. Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon, cesitli bilesenlerin (organik, inorganik, metal iyonu, vb.) biyolojik
kokenli malzemeler tarafindan (biyokiitle, biyopolimer vb.) ortam pH’sma bagli olarak
aktif yada pasif almimi olarak tanimlanir. Pasif alinim, biyosorbent yiizeyindeki aktif
merkezlere ylizey adsorpsiyonu, kompleks ve selat olusumu gibi mekanizmalarla
gerceklesirken, aktif alinim kirleticinin hiicre i¢ine alinmasidir ve kovalent bag olusumu,
ylizey ¢Oktiirme, redoks reaksiyonlari, hiicre zarinda sitoplazmaya tasmnim ve

sitoplazmadaki protein, lipit gibi yapilara baglanma seklinde olur [Lale ve ark., 2005].

Atiksularin toksik metallerden arindirilmasinda biyosorpsiyon yeni bir yontemdir.
Biyosorpsiyon yontemi, 1sisal veya kimyasal yontemlerle 6ldiiriilmiis mikroorganizmalar
kullanilarak da yapilabilir. Biyosorpsiyon, biyolojik materyallerin sulu ¢ozeltilerdeki atik
maddeleri hiicre ylizeyi veya i¢inde biriktirmesidir. Bakteriler, algler, mantarlar, kiifler ve
benzer canlilar biyolojik materyal olarak kullanilmaktadir. Metal biyosorpsiyonunda
kullanilacak biyokiitleler secilirken dikkat edilmesi gereken en 6nemli etken biyokiitlenin

kokenidir.

Bilindigi gibi endiistriyel atik sular ¢ok sayida agwr metal iyonunu ve organik
kirleticiyi bir arada igermektedir. Literatiirde ¢oklu metal iyonu karigimiyla ilgili ¢ok
sayida biyosorpsiyon ¢alismasi bulunmasma karsin, organik kirletici ve metal iyonu bir

arada igeren atiksularin biyosorpsiyonla aritimi iizerine arastirmalar oldukc¢a yenidir.

Mikroorganizmalar adsorpsiyon isleminde adsorbent gorevi goriirler ve biyosorbent
adin1 alirlar. Aktif ¢amur en yaygmn kullanim alanina sahip biyosorbentlerdendir.
Mikroorganizmanin ve adsorplanan bilesenin tiirii, mikroorganizmanin yiizey 6zellikleri
ve vyapisindaki bilesenler biyosorpsiyonu etkileyen parametrelerdendir. Ayrica
adsorpsiyonu etkileyen biitliin parametreler biyosorpsiyonu da etkilemektedir [Pekin,

1983; Wu et al., 1999].
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2.6.1. Mikroorganizmalarla Agir Metal Adsorblanma Mekanizmasi

Mikroorganizmalarla metal adsorbsiyon kinetigi iki basamaktan olusur. Birinci
basamak organizma yiizeyinde fiziksel adsorbsiyon veya iyon degisimidir. Bu basamaga
genellikle pasif giderim denir. Bu basamak ¢ok hizlidir ve mikroorganizma metal ile
etkilestikten kisa bir siire sonra denge olusur. Hizli giderme genellikle ylizey
adsorbsiyonu sonucudur [Tsezos ve Volesky, 1981]. Metal aliminda ikinci basamak,
metal iyonlarinin hiicre zarindan igeri tagimimini da iceren, metabolik aktiviteye bagli,

daha yavas, hiicre i¢i giderim basamagidir ve bu basamak aktif giderim adini alir.

Mikroorganizmalarin, sulu ortamda hiicre yiizeyine metal adsorplanmasini agiklamaya
calisan ¢esitli hipotezler ileri siiriilmektedir ve bu hipotezlerin birkacmin agiklamasini

maddeler halinde belirtecek olursak;

e Metal iyonlar1 hiicre ylizeyindeki negatif yiiklii reaksiyon alanlar1 ile kompleks
olusturarak veya pozitif yiiklii reaksiyon alanlar1 ile yer degistirerek
adsorblanabilir. Bu olaya iyonik adsorbsiyon adi da verilir. Hiicre duvarindaki
polisakkaritler, siilfat, amino ve karboksil gruplar1 sayesinde iyon degistirme
ozelligine sahiptirler. Cift degerlikli metal iyonlari, polisakkaritlerin ayni yiikli
iyonlariyla yer degistirir [Norberg ve Persson, 1984].

e Bazi mikroorganizmalarin hiicrelerinin dis zarlarindan uzanan polimerler
sentezleyebildikleri, bu polimerlerin ¢dzeltiden metal iyonlarmi baglayabilme
yetenegine sahip olduklar1 ¢esitli ¢alismalarda belirlenmistir [Sag ve Kutsal, 1995;
Macaskie ve Dean, 1984].

e Hiicre duvarindaki proteinler metali baglamak iizere aktif bolgeler olustururlar.
Agir metallerin proteinlere karst kuvvetli ilgisi vardir. Proteinlerin peptid
baglarmin azot ve oksijeni, hidroksil, amino, fosfat gibi gruplari, iyonlarin metal
iyonlar1 ile yer degistirmesi i¢in uygundur [Norberg ve Persson, 1984]. Amfolit
karakterde olan proteinlerinde, molekiiliin tiirtine gore belirli bir izoelektrik pH's1
vardwr. Pozitif yiiklii metal iyonlarmin izoelektrik noktanm altinda katyonik bir
karakter tasiyan protein molekiillerinin igerdigi gruplarin aym yiiklii iyonlariyla
yer degistirdikleri, izoelektrik noktanin iistiindeki pH'larda ise negatif yiikli

reaksiyon alanlariyla kompleksler olusturarak adsorblandiklar1 diistiniilebilir
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[Macaskie ve Dean, 1984]. Dolayisiyla ortam pH'min agir metal adsorbsiyonunda
etkin bir parametre olmas1 6ngoriilebilir.

e Bazi mikroorganizmalarin yiizeylerinde yiiksek molekiil agirlikli polifosfatlar
veya kimyasal olarak bunlara benzeyen gruplar, metali kompleksleri seklinde
kendilerine baglarlar. Ornegin Citrobacter cp. hiicrelerinde bulunan organik
fosfattan, inorganik fosfat1 serbest birakan fosfataz enzimi agir metalin, hiicreye
baglh metal fosfat olarak ¢cokmesini saglar [Macaskie ve Dean, 1987; Yalcuk,

1999].

Agir metal adsorpsiyonunda canli hiicreler kullanilmasinin sagladigi yararlar asagida

belirtilmistir;

e Metal hiicrelerin i¢inde toplandigindan sabit bir konumdadir ve pH degisimine
daha az duyarhdir.

e Bu yontem kuvvetli baglanmis kompleksler halinde metallerin artiminda
ozellikle tercih edilir.

e Metabolik aktivite, metalin degerligini degistirmede veya organik maddelerle
kompleks olusturmus metalleri gidermede etkili olabilir [ileri ve ark., 1993].

e Canli hiicreler kullanilmas1 halinde adsorbsiyonda etkili olan zinciri
gelistirmek ya da metalin zehirli etkisini tolere edebilmek igin genetik
miidahale potansiyeli vardir.

Canli hiicrelerle calismanin tercih edilmeyen ydnleri asagidaki gibi siralanabilir

[Tsezos ve Volesky, 1981];

Agir metallerin zehirlilik etkileri nedeniyle diisiik metal konsantrasyonlarinda
calisilmasi gereklidir.

e Besin ortami bilesenlerine gereksinim duyulur.

e Tiiketilmeyen besin ortami bilesenleri de dis atimda yer alir.

e Sistem tanimlanamadig1 i¢in matematiksel modellemesinin gii¢ olmasidir.

Literatlirde bugiline kadar yapilan arastrmalar gostermektedir ki kullanilan
mikroorganizmanin hiicre tipi ve hiicrenin igerdigi temel bilesenler metal

adsorpsiyonun mekanizmasini belirlemektedirler.
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2.6.2. Mikroorganizmalarda Metal Toksisitesi ve Mikrobiyal Diren¢

Mekanizmalari

Bazi metaller mikrobiyal hiicrelerin temel bileseni ve metabolik faaliyetlerini
stirdiirebilmeleri i¢cin gerekli olmasina ragmen ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda toksik
etki gosterebilirler. Toksisite, protein ve niikleik asitler gibi reaktif siilfidril, karboksil
ya da fosfat gruplar1 igeren ligandlara metalin baglanmasi sonucu olusabilir.
Mikroorganizmalarda protein, hiicre zar1 veya DNA gibi yasamsal 0nemi olan
yapilarda metalin baglanmas1 sonucu bozulmalar olusabilir ve mikrobiyal hiicrenin
metabolik faaliyetleri yavaslayabilir. Bu sekilde olusabilen metal toksisitesine direncli
mikroorganizmalar  yiiksek metal konsantrasyonlarinda yasamlarimi devam
ettirebilirler. Metal toksisitesine yenik diismemek i¢in mikroorganizmalarin

gelistirdigi bu mekanizma onlarin detoksifikasyon yetenegidir [Maier et al, 2000].

Mikroorganizmalarin metal direncliligi ve detoksifikasyon i¢in gelistirdigi

mekanizmalar1 asagidaki gibi siralayabiliriz;

e Egzopolimerler:  Bazi  mikroorganizmalar  metallere = baglanabilen

egzopolimerler iireterek metal sekuestrasyonu olarak bilinen islemi

gerceklestirirler.

e Ekstrahiicresel yapilar: Bu yapilara metal baglanmasi hiicreye girmelerine
engel olur.

e Fosforil ve fosfolipidler: Hiicre yiizeyindeki fosfat iceren yapilar

detoksifikasyon olaymin gergeklesmesini saglarlar.

e Sidrofor: Metallerle kompleks olusturan ikinci o©Onemli ekstrahiicresel
molekiildiir. Sidrofor demir molekiiliine baglanarak ¢o6zlinmiis demir
konsantrasyonunu diisiiriir ve demirin toksisitesini azaltmis olur. Farkli
metallere baglanabilen sidrofor molekiilleri vardir. Siyanobakteriler de bakir
toksisitesini engelleyen sidrofor molekiilleri iiretirler.

e Biyosurfaktanlar: Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen ve kirlilik yaratan

zararl atiklarin suda ¢6zlinmesine yardimi olan biyolojik maddelerdir.

e Silimiiksti tabaka: Hiicrelerin dis yiizeylerini saran siimiiksii tabaka metalin

hiicre i¢ine girmesine engel olur.
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Agir metallerin mikroorganizmalara olan toksisiteleri mikrobiyolojik ve gevresel
faktorlerin etkisi altindadir. Agir metallerin organik maddelere baglanmasi, ¢okelmesi,
komplekslesmesi ve iyonik etkiler metallerin toksisitesini etkileyen faktorlerdir

[Brady ve Duncan, 1994].

2.6.3 Demir Gideriminde Mikroorganizmalarin Kullanim

Literatiirde demirin mikroorganizmalar kullanilarak oksitlemesinin yani sira
organiklerin oksidasyonunun saglanabilmesi i¢cin mikroorganizmalar kullanilarak demir
indirgenmesi lizerinde de bircok calisma yapilmistir. 19. yiizyildan beri, Fe(III)
indirgenmesinin dogal ¢evrede enzimatik olmayan prosesler sonucunda gerceklestigi
diistiniilmekteydi. Ciinkii o donemlerde bir elektron alicist olarak Fe(Ill) ile organik
maddenin ~ tamamen  karbon  dioksite = oksitlenmesinde = gerekli  enerjinin
mikroorganizmalardan saglandigi bilinmiyordu. Giiniimiizde bircok mikroorganizmanin
Fe(Ill)’iin enzimatik indirgenmesinde aktif rol oynadigi bilinmektedir. Simdiye kadar
izole edilen ve demiri indirgeyebilen mikroorganizma tiirleri arasinda Pseudomonas sp.;
Shewanella putrefaciens; BrY; Geobacter metallireducens; Desulfuromonas acetoxidans;

Desulfovibrio sp.; Basillus sp. tiirleri sayilabilir [Lee et al., 1998].

Demirin indirgenmesi veya oksitlenmesi endiistriyel proseslerde ihtiya¢ duyulan bir
islem olmasma ragmen ortaya c¢ikan demir yiiksek konsantrasyonlarda oldugu zaman
cevre kirliligi yaratmaktadir. Pek ¢ok arastirmaci ferrous demirin maden ¢ikis sularindan
biyolojik olarak aritimi i¢in genis kapsamli ¢alismalarda bulunmuslardir [Nemati et al.,
1998; Nemati ve Webb, 1999; Mesa et al., 2002]. Ancak, pH 2,0 civarindaki asidik
¢ozeltiler icerisinde, ferrous demirin maden ¢ikis sularindaki konsantrasyon araligi kg/m’
derecesindedir (igilebilir durumdaki sudaki demir miktar1 g/m’ cinsinden degerlendirilir).
Ferrous demirin maden ¢ikis sular1 desarjindan aritimi1 ve hidrometalurjik prosesler ile
ilgili sayisiz referans olmasina ragmen, ferrous demirin yer alt1 suyundan aritimu ile ilgili
sinirli sayida ¢caligma bulunmaktadir. Fiziko-kimyasal ve biyolojik demir oksidasyonunu
birlestiren sistemler de bir¢cok arastirmaci tarafindan incelenmistir. Ancak, sadece birkag
calisma icerisinde biyolojik demir oksidasyonunun toplam demir oksidasyonuna orani
hakkinda veri vardir, igme suyundan demirin aritimi i¢in kullanilan bakteriler ile ilgili

kinetik veri ise yoktur [Dimitrakos- Michalakos et al., 1997; Sogaard et al., 2000;
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Mouchet, 1992]. Bunun en Onemli nedenlerinden biri endiistriyel proseslerle
karsilastirildiginda yeralti sularinda bulunan diisiik seviyelerdeki demirin basit bir

havalandirma sistemiyle giderilebilmesi ve ¢okelme ile su ortamindan ayrilabilmesidir.

Biyolojik demir aritimmin giderim hizini artirdigr bilinmektedir [Mouchet, 1992].
Buna ragmen demir gideriminde biyolojik sistemlerin kullanimmin uygulanabilmesi i¢in
bir protokol gelistirilmemistir. Demir oksidasyonunu artirmak amaciyla birkag reaktor
tasarim1 denenmistir. Bunlar doner biyolojik kontaktorler, akiskan yatakli reaktorler ve
dolgu yatakli reaktorlerdir. Tekerlekopoulou ve arkadaslari (2006), igme sularindan
fizikokimyasal ve biyolojik yontemlerle demir aritimi i¢in damlatmali filtre kullanmislar
ve asilamada karigik kiiltiir kullanimimin demir oksidasyonunu artirdigini saptamiglardir.
Bu c¢aligmada destek materyalinin yiizeyinde biyofilm gelisiminin demir oksidasyonunu
artirdig1 ve demir oksidasyonu i¢in gereken filtre derinligini 6nemli derecede azalttigi
goriilmiistiir. Giris suyundaki demir miktarindaki artisin filtre verimini etkilemedigi ancak
volumetrik akis hizindaki artisin  filtrenin  verimini  disiirdiigii  gosterilmistir

[Tekerlekopoulou et al., 2006].

2005 yilinda Pacini ve arkadaslar1 yer alt1 sularindaki demir ve mangan giderimi i¢in
kullanilan piiriizli filtre sisteminin biyolojik prosesin performans: iizerindeki etkisini
arastrmiglardir. Bu sistemin demir ve mangan gideriminde % 85 - % 95 verimlilik

sagladigini rapor etmislerdir [Pacini et al., 2005].

Demir gideriminde mikroorganizmalarin kullanimi ile ilgili ilk caligma Tiirkiye’de
Aksu ve Kutsal (1990) tarafindan yapilmis ve calismalarda mikroorganizma olarak yesil
alglerden Chlorella vulgaris kullamlmistir. Fe™, Cu™, Pb™, Zn™ ve Cr' iyonlarinin
akiskan yatak reaktorde ve kesikli karistrmali kapta incelenerek, sonucglarin adsorpsiyon
izotermlerine uygunlugu gosterilmistir ve alglerin yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahip

oldugu kanitlanmistir [Aksu ve Kutsal, 1990].

Mikroorganizmalarin demir gideriminde kullanimlarma verilebilecek bir diger 6rnek
de bir mantar tiirii olan Aspergillus niger’in kaolinde bulunan oksitlenmis demirin
biyoli¢inde kullanilmasidir. Kaolin porselen ve seramik yapiminda kullanilan degerli bir
kil olmasima ragmen demir oksit bilesenleri igerdiginde rengi koyulagsmakta ve endiistriyel

kullannm1 diismektedir. A. niger kaolindeki demir igeren safsizliklarin aritiminda
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kullanilabilecek oksalik asit olmak {izere cesitli organik asitler iiretmektedir. Bu proses
endiistriyel uygulamalar i¢cin O6nemli bir faktér olan kaolinin beyazlatilmasimi

saglamaktadir [Cameselle et al., 2002].

Literatiirde demir giderimine iliskin yapilan biyogiderim c¢alismalar1 genellikle
manganm giderimini de igermektedir. Bunun nedeni demiri oksitleyen bakterilerin
mangani da oksitleyebilmesi veya bu iki ayr1 bakteri grubunun ayni ortamlarda kolonize
olabilmesidir. Demir ve mangan yeraltisularinda bulundugunda estetik, organoleptik ve
isletim problemlerine neden olur. Demir ve mangan su sistemlerinde dezenfeksiyon
isleminde kullanilan kloru tiiketmelerinin yanisira biyofouling ve mikrobiyolojik
nedenlerden kaynaklanan korozyonu tetiklerler. Yeraltisularinda, demir ve mangan
demir(Il) ve mangan(Il) olarak bulunur. Bu iki elementin giderim prosesleri
fizikokimyasal veya biyolojik temellidir. Konvensiyonel fizikokimyasal prosesler ile
biyolojik demir ve mangan giderimi karsilastirildiginda, biyolojik proseslerin avatajlari su
sekilde Ozetlenebilir; kimyasal kullanimi olmamasi, yliksek filtrasyon hizi, dogrudan

filtrasyon kullanim olanag, diisiik operasyon ve bakim maliyetleri [Mouchet, 1992].

Demir ve manganin biyolojik giderimi Fe-Mn okside eden bakterilerin
kolonizasyonu ile olusan biyofiltrasyon yataklar1 sayesinde gercgeklesir. Dogada demir
okside eden bakteriler (IOB) ve mangan okside eden bakteriler (MnOB) yaygin bir
sekilde bulunurlar. Yeraltisularinda, batakliklarda, golciiklerde ve gollerin hipolimniyon
tabakasinda, sedimentlerde, toprak, kuyu ve su dagitim sistemlerinde miktarlar1 fazladur.
Zaman gectikge bu bakteriler 6nemli 6l¢iide tikaniklik problemlerine neden olabilirler

[Ghiorse, 1984].

Islenmemis suda bulunan demir okside eden bakteriler ve mangan okside eden
bakteriler uygun kosullar altinda kum filtresinde tireyebilirler ve iki degerlikli demiri ve
mangani okside edip demir(IIl) ve mangan(IV) formlarina doniistiirerek ¢cokmelerine
neden olurlar. 18. yiizyilin sonlarindan beri ¢alisilmakta olan demir ve mangan okside
eden bakteriler hiicredisi1 yapilarinda demir hidroksit veya mangan oksit biriktirdikleri i¢in
fark edilmislerdir. Pek c¢ok arastirmaci bu mikroorganizmalarin fizyolojisini, demir ve
mangan giderim mekanizmalarini incelemislerdir [Ghiorse, 1984; Hallbeck ve Pedersen,

1991; Corstjens et al., 1992; Sogaard et al., 2000]. Bununla beraber, pek ¢cok agidan demir
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ve mangan birikimi hala ¢cok az anlagilmistir. Baslica demir okside eden bakteri gruplari

sOyledir [Czekalla et al., 1985; Mouchet, 1992];

o Sapli (stalked) bakteriler; 6rnegin kemolitotrofik ve mikroaerofilik Gallionella sp.,

o Kilifli bakteriler, 6rnegin fakiiltatif ototrofik-heterorotrofik Leptothrix sp.,
Sphaerotilus sp. (Sekil 2.7, Sphaerotilus natans)

e Tek hiicreli bakteriler, 6rnegin heterotrofik ve mikroskobik incelemede diger

tiirlere kiyasla daha zor taninan Siderocapsa, Siderocystis ve digerleri.

Sadece demiri okside eden sapli bakterilerin (Gallionella) haricinde, mangan okside
eden gruplarin biiyilk boliimiiniin demir okside eden bakterileri de igerdigi rapor
edilmistir. Bu cinslerin baz1 tiirleri, Leptothrix, Crenothrix, Hyphomicrobium,
Siderocapsa, Siderocystis ve Metallogenium, demir veya mangani bagimsiz bir sekilde
okside edebilirler [Mouchet, 1992]. Demir okside eden bakteriler pH’ya bagli olarak
tamamiyle aerobik veya mikroaerofilik olabilirler [Mouchet, 1992; Gislette ve Mouchet,
1997]. Giliniimiizde, demir ve mangan artiminda biyolojik prosesler Avrupa’da yaygin
olarak kullanilmaktadir, ayrica Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’da da bazi aritim

tesisleri mevcuttur [Mouchet, 1995].

Demir oksidasyonu yapan bakterilerden Gallionella (Sekil 2.3) ve Leptothrix (Sekil
2.4)’in mikroskopik goriintiileri asagida gosterilmistir [http://images.google.com.tr

/imgres.imgurl=http://faculty.plattsburgh.edu/jose.deondarza/MicroWorld/Bugs.jpg].

‘y._-:_--\ =1
REEE

Sekil 2.3. Demir oksidasyonu yapan Gallionella bakterisinin goriintiisii
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Sekil 2.4. Demir oksidasyonu yapan Leptothrix bakterisinin goriintiisii

Yukarida mikroskobik goriintiileri verilen bakteriler filamentsi degisik yapilar
olusturmaktadir. Metalleri veya siilfurlii bilesikleri elektron alicis1 veya enerji kaynagi

olarak kullanan bakterilerin bazilarinda filament olusumu gozlenmektedir.

Bakterilerde filament olusumu genellikle zor cevresel kosullara karsi bir defans
mekanizmasidir [Hanh ve ark. 1999]. Filamentli bakterilerin hacimlerine gore yiizeyleri
fazladir. Bu nedenle, diisiik oksijen seviyeleri ve diisik besin maddesi
konsantrasyonlarinda yasayabilirler. Bu tiir bakterilerin, zor gevresel sartlara ve yiiksek

stilfiirlii madde konsantrasyonlarina dayanabilme kapasiteleri de fazladir [Kirli, 2001].

Filament yapiya sahip bakterilere Ornek olarak Desulfonema limicola, Beggiota
Sphaerotilus natans, Thiothrix [ ve Tiir 02IN verilebilir. Sekil 2.5’te mikroskobik
goriintiisii verilmis olan D. limicola siilfat indirgeyen bakteri grubuna ait bir bakteri
tiiriidiir. Sekil 2.6°da filament yapis1 goriilen Beggiota ise H,S oksidasyonu yaparak siilflir

graniillerini hiicre i¢inde depolar.
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Sekil 2.6. Beggiota bakterisinin filament yapilari (A), (B) ve (C)

Filamentli diger bir bakteri tiirli olan Sphaerotilus natans gubuk dikdortgen seklinde,
sik ve dar aralikli bogumlar olusturur (Sekil 2.7). Sphaerotilus natans tiri yeterli

derecede azot veya oksijen bulunan ortamda polihidroksibiitirat (PHB) maddesini
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graniiller halinde biriktirebilen bir mikroorganizmadir [Seviour, 1999]. Sphaerotilus
natans diger kilifli bakteriler gibi (6rnegin Leptothrix) 16S rRNA dizisinin temelinde

Proteobakterilerin B altgrubuna ait bir tiirdiir [Corstjens ve Muyzer, 1993].

Sekil 2.7. Sphaerotilus natans tiiriiniin mikroskoptaki goriintiileri [Seviour, 1999]

Sekil 2.8’de goriilen Tiir 02N filament olusturan bakteri ¢ubuk veya disk seklinde
hiicrelere sahip olan kemoheterotrof bir bakteridir. Nadiren siilfiir graniilleri ve PHB
graniilleri olusturdugu goriiliir. Genis bir substrat ¢esitliliginden beslenebilir. Alisiimadik
iistiin yap1 ve hiicrelerinde tamamlanmamis boliimler gozlenebilir. 16S rRNA dizi verileri
farkli bolgelerden elde edilen 021N izolatlarinin filogenetik ¢esitliligi hakkinda fikir verir
[Seviour, 1999].

Sekil 2.8. Tiir 021N bakterisinin filament goriintiileri [Seviour, 1999]



29

Filament olusturan bir bakteri olan Thiothrix [ tiri kemootorofik bir
mikroorganizmadir. Thiothrix [ silfirii graniileri icerisinde depolar. Sekil 2.9°daki
resimde Thiothrix I tliriiniin diizenli genis hiicre yapilarinda koyu renkte siilfiir graniilleri

gozlenmektedir [Seviour, 1999].

Sekil 2.9. Thiothrix I bakterisinin filament goriintiileri [Seviour, 1999]

2.7. Anaerobik ve Aerobik aritim

Aerobik aritma sistemleri enerji maliyetlerinin hizla artmaya basladigi 1970’11 yillara
kadar atiksu aritiminda en ¢ok kullanilan sistemlerdi. Artan enerji maliyetleri, mevcut
aritma sistemlerinin yatirim ve isletme giderleri bakimindan yeniden incelenmesini
glindeme getirmis ve bdylece anaerobik aritma sistemleri gelistirilmistir. Anaerobik
aritim, organik atiklarin oksijensiz ortamda biyolojik siireclerle pargalanmak suretiyle,
CHy4, CO,, NH3 ve H,S gibi son tiriinlere doniistiiriilmesi olarak tanimlanmaktadir. Yakin
zamana kadar sadece biyolojik aritma ¢amurlarimin ciiriitiilmesinde uygulanan havasiz
aritma stireci, son yillarda endiistriyel ve evsel atiksularmn aritilmasinda da yaygin olarak

kullanilmaya baslamistir [Oztiirk, 1999].

Demir, toprak ve kayalar igerisinde Fe,O3; ve FeS; (pirit) gibi ¢6ziinmez +3 degerlikli
demir bilesikleri halindedir. Anaerobik sartlar altinda +2 yiikseltgenme basamagina
indirgenebilir. Yer altinda demir i¢eren sular hava ile temas ettiklerinde bulanik, renkli bir

hal alir. Yeralt1 sular1 oksijen orani az, karbondioksit orami fazla oldugundan fazla
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miktarda demir ihtiva ederler. Bazi jeolojik yapilar demiri, demir karbonat (siderit)
halinde bulundurabilir. Sideritin sudaki ¢Oziniirliigli normal sartlar altinda cok az
olmasina ragmen yer alt1 suyunun tasidig1 CO,, sideriti kolayca ¢ozer ve bikarbonatlara
déniistiiriir. Fe™ iyonlarinin ¢oziinerek su ortamina karigmasi, iy1 kalite su veren ve diistik
konsantrasyonlarda Fe™ igeren kuyularin ¢evresine organik atiklar yigilmasi ve toprakta
olusan anaerobik kosullar yiiziinden kisa slirede suyun kalitesini diisiirebilir. Yeterli
derinlige sahip olan suni géllerde su tabakalagsmasi nedeni ile alt tabakanm (hipolimnion)
anoksik olmasi sonucu ortaya ¢ikabilecek anaerobik kosullar yiiziinden demirin bu alt
tabakalarda bulunan suda konsantre olmasina yol acabilir. Bu sebeple, gol
tabakalagsmasinin bahar aylarindaki dikey sirkiilasyonunu izleyen giinlerde rezervuardan
cekilen sular Fe™ iyonu bakimindan zengin olabilir [http:/www.cem.yildiz.edu.tr/5-

belgeler/ders_notlari/0413021-KT1/kti-dn03.pdf].

Havadaki oksijenden kaynaklanan demir oksidasyonunun ve buna bagli olarak
demirin ¢okmesi gibi bir problemin olmamasi anaerobik ortamlarda demirin biyolojik
olarak aritim sansini da artirmaktadir. Fazla miktarda demir (II) iceren sularin aritiminda
geleneksel kimyasal aritimlara alternatif olarak dogal ortamlarindan izole edilmis etkin
mikroorganizmalar1 igeren anaerobik biyolojik aritim tekniklerinin kullanilmasi daha ucuz

ve ¢evreyi daha az kirleten bir teknoloji gelistirilmesine imkan saglayabilir.
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3. MATERYAL - YONTEM

3.1.Materyal

Darica ilgesi sinirlari igerisindeki, agir metallerce kirlenmis oldugu diisiiniilen bes
ayrt bolgeden toprak numunesi alinarak bakteri izolasyonunu gerceklestirmek iizere
Gebze Yiksek Teknoloji Enstitiisii Biyoteknoloji Laboratuvarma getirilmistir. Toprak
numunelerinin alindig1 bolgelerde metal sanayisine ait ¢ok sayida fabrika bulunmaktadir.
Ayrica toprak numunelerinin derlendigi bolgelerde hurda metallerin tasindig1r yogun bir
trafik yikii ve hurdalarin depolandigi genis alanlar s6z konusudur. 25 Subat 2008
tarihinde belirlenen arastirma alanmin bes farkli noktasindan numuneler alinmistir. Bes
farkli numune alma noktasi tespit edilirken agir metal kirliliginin yogun oldugu diisiiniilen
noktalar secilmesine 6zen gosterilmistir. Bu noktalar Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’te
gosterilmistir. Toprak numuneleri toprak yiizeyinin 4-5 cm derinliginden alinip steril
plastik kutular i¢ine konulmustur. Bu toprak oOrnekleri daha sonra demir igeren
besiyerlerine ekilerek demir gideriminde kullanilabilecek mikroorganizmalarin

onzenginlestirmesi yapilmistir.

BAKIR iSLEME

) A- T -B-
Sekil 3.1. Bakir isleme fabrikasi arkasi, Numune 1 ve Numune 2’nin alindigi bolge,

Kusbakis1 goriintiisii (A), Yakindan goriiniis (B)
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Sekil 3.3. Hurda metallerin yiiklendigi ve Numune 4, Numune 5’in alindigi bolge,

Kusbakis1 goriintiisii (A), Yakindan goriiniis (B), Numune 5’in alindig1 bolgenin yakindan

gOorunusu



33

3.1.1. Deneysel Calismalarda Kullamlan Cihaz ve Ekipmanlar

Toprak numunelerinden mikroorganizmalarin izole edilmesi, liremelerinin takip
edilmesi, mikroskobik olarak incelenmesi ve giderilen demir konsantrasyonunun tespit
edilmesi i¢in ¢ok sayida cihaz ve ekipman kullanilmistir. Asagida bu ¢aligmalar sirasinda

kullanilan temel cihaz ve ekipmanlar belirtilmistir.

o Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre, Grafit Firin Kontorolor (Perkin-Elmer
THGA SIMAA 6000 Simultaneous Multielement)

e Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre (Perkin-Elmer, Burner 1100)

e UV-Visible Spektrofotometre (GBC-Cintra20)

e pH-metre (HANNA Instruments pH 211 Microprocessor)

e Hassas Terazi (Ohaus AV 64)

e Inkiibatdr (Binder)

e Santrifiij (Hettich Zentrifligen-EBA 20)

e Vorteks (Yellowline)

e Mikroskop (Zeiss Primo Star Axio Cam)

e Anaerobik Kabin (Bactron I Shel Lab Anaerobic Chamber, 14 Cu.Ft. 120V)

e Safsu cihazi, (Millipore (Milli-Q Academic A 10)

e Su Banyosu (Grant)

e Manyetik Karistiric1 (Clifton Cerastir)

e Derin Dondurucu, -20 °C (Siemens)

e Buzdolabi, +4 °C (Argelik)

e Otoklav (Astell)

e Lamimar Hava Akish Kabin (Elicent-Legrand)

e Mikropipet, 100 pl-1000 pl ( Eppendorf Research )

e Karistirici (SI4 Shel Lab Benchtop Shaking Incubator, 4 Cu.Ft. 120V)

e Fotograf Makinesi (Casio EX-Z120 7,2 Mega pixels)
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3.1.2. Deneysel Cahsmalarda Kullamlan Kimyasal Maddeler Ve

Cozeltiler

Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasal maddeler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Deneysel ¢aligsmalarda kullanilan kimyasal maddeler

Madde Ad1 Firma Adi
Demir (IT) -Siilfat-7-hidrat (FeSO4.7H,0) Merck
Pepton Merck
Yeast Extract (Maya Ekstrakt1) Merck
Sodyum Klortir (NaCl) Merck
Agar Merck
Gliserol Merck
Stilfirik Asit (H2SOy) Merck
Glikoz Merck
Ure Merck
Amonyum Kloriir (NH4Cl) Merck
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH,;PO,) Merck
Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K;HPO,) Merck
Demir(IIl) —Kloriir-6-hidrat (FeCl;.6H,0O) Merck
Magnezyum Siilfat-7-hidrat (MgS0O4.7H,0) Merck
Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Merck
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Merck

Deneysel ¢alismalarda Luria Broth besiyeri, FeSO4.7H,O ¢ozeltisi, sentetik atik su,
kalibrasyon ¢oOzeltisi, siilfirik asit ¢ozeltisi, NaCl ¢ozeltisi kullanilmistir. Cozelti ve

soliisyonlarin hazirlanis1 asagida aciklanmaktadir.

3.1.2.1. LB (Luria Broth) Besiyeri

Bu tez calismasi sirasinda toprak numunelerinden izole edilen mikroorganizmalar

icin besiyeri olarak LB (Luria Broth) besiyeri secilmistir. LB (Luria Broth) besiyeri

bilesimi Cizelge 3.2°de verilmistir.
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Cizelge 3.2. Luria Broth besiyeri bilesimi

Luria Broth (LB) Besiyeri

Pepton 10g
Yeast ekstrakt (Maya oziitii) | 5 g
NaCl 10g
Su 1L

Hazirlanan LB besiyerinin pH’si stlfirik asit kullanilarak 6,0, 4,5 ve 2,8 olacak
sekilde ayarlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildikten sonra kullanilmistir.

Anaerobik ortamda yapilacak caligmalar i¢in hazirlanan LB besiyerleri Once
anaerobik kabin (Bactron I Shel Lab Chamber) icerisinde oksijenden yoksun hale
getirilip, kapaklar1 kapatildiktan sonra kabin disina ¢ikarilmig ve 121 °C de 15 dakika

otoklavlanarak steril edilmistir.

Kati1 besiyeri (Luria Agar) hazirlamak i¢in besiyerine 15 g/L olacak sekilde agar ilave
edildikten sonra otoklavlanmis ve sicakligi yaklasik 50 °C’ye diistiikten sonra petri

kaplarma dokiilerek donmas1 beklenmistir.

3.1.2.2. FeS04.7H,0 Cozeltileri

Demir(IT) stok ¢ozeltisi demir miktar1 500 mg/L olacak sekilde hazirlanmistir. Bunun
icin 250 mg FeSO4.7H,0 6nceden otoklavlanmis 100 ml distile suda ¢oziilmiistiir. Fe™
yiiksek sicaklikta Fe™’e doniistiigii icin demir otoklavlanmamus, otoklavlanarak steril
edilmis distile su icerisine bek alevi yaninda steril bir sekilde eklenmis ve ¢dziinmesi

saglanmigtir.

3.1.2.3. Sentetik Atik Su

Sentetik atik su i¢inde mikroorganizmalarin demir giderim aktivitesini belirlemek
amaciyla asagidaki icerige sahip sentetik atik su hazirlanmistir. 1,0 litre sentetik atik su
1200 mg glikoz, 53 mg iire, 101 mg NH4Cl, 35 mg KH,PO4, 15 mg K;HPOy4, 0,5 mg
FeCl;.6H,O, 100 mg MgS0O4.7H,O, 7,5 mg CaCl,, 294 mg NaHCO; icermektedir.
Hazirlanan sentetik atik su 121 °C de 15 dakika otoklavlandiktan sonra kullanilmistir.
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3.1.2.4. Siilfirik Asit (H,SO4) Cozeltisi

Besiyeri ve demir soliisyonlarmin pH’larin1 ayarlayabilmek icin % 95 - 98 oraninda

derisik siilfirik asitten 10 ml alinmig 1000 ml’ye seyreltilerek kullanilmistir.
3.1.2.5. NaCl Cozeltisi

% 0,9 konsantrasyona sahip NaCl ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 0,9 g sodyum klortir
tartilarak balon joje icerisine alinmig ve distile su ile 100 ml’ye seyreltilerek ¢6zelti haline
getirilmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti 121 °C’de 15 dakika otoklavlandiktan sonra izolatlarin

seyreltilmesinde kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Toprak Numunelerinden Mikroorganizmalarin izolasyonu

Steril ortamda laboratuvara getirilen 5 adet toprak numunesinin her birinden 1 gr
almarak Onceden otoklavlanarak steril edilmis 50 ml’lik falkon tiipleri igerisine
konulmustur. Falkon tiiplerindeki toprak numuneleri iizerine 20 mg/L Fe™ iceren 40 ml
LB besiyeri eklenmistir. Hazirlanan falkon tiipleri ¢alkalanarak karistirildiktan sonra 30
°C de 96 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonrasinda iireme gosteren karisik
kiiltlirlerden 5’er ml alinmig ve 20 mg/L Fe™ iceren taze LB besiyerine transfer edilmistir.

Ayni prosediir 200 mg/L Fe'* konsantrasyonuna sahip besiyeri i¢in de tekrar edilmistir.

Toprak numunelerinden mikroorganizmalari izole edebilmek i¢in bu islem her iki
konsantrasyon i¢in de 3 defa tekrar edilmistir. Yapilan bu 6n zenginlestirme isleminden
sonra elde edilen karigik kiiltirlerden 5’er ml almarak 20 ppm Fe™ ve 200 ppm Fe™
iceren 45 ml LB besiyerine aktarilmistir. Konsantrasyonlar son hacim olan 45 ml esas

almarak hesaplanmstir.

Deneyler esnasinda steril ortam saglayabilmek, farkli mikroorganizmalar ile

numunelerin kontamine olmasmi 6nlemek amaciyla kullanilan besiyeri 121 °C’de 15
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dakika otoklavlanarak steril hale getirilmistir (demir soliisyonu otoklavdan sonra ilave
edilmistir). Islemler gerceklestirilirken steril pipet ucu, 6ze kullanilmis ve olasi
kontaminasyon riskini ortadan kaldirmak i¢in laminar kabin icerisinde bek alevi yaninda

calisiimastir.

Yapilan Onzenginlestirme isleminden sonra karisik kiiltlirlerin ileriki deneylerde
kullanilabilmesi amaciyla gliserol stoklar1 hazirlanmistir. Stok kiiltiirler % 25 oraninda
gliserol icerecek sekilde hazirlanmistir. Numuneler -20 °C’de derin dondurucu igerisinde

saklanmaktadir.

3.2.2. Saf Kiiltirlerin Elde Edilmesi

1,2, 3, 4 ve 5 olarak numaralandirilmis toprak numunelerinden izole edilen bes farkli
karisik kiilttir N-1, N-2, N-3, N-4 ve N-5 olarak adlandirilmistir. Elde edilen karisik
kiiltiirler % 0,9 konsantrasyona sahip steril tuzlu su ¢ozeltisinde 10™, 10* ve 10™ oraninda
seyreltilmis ve LA besiyerlerine 200 pl aktarilarak yayma islemi yapilmistir. Bu islemden
sonra petriler koloni olugmasi i¢in 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmistir. N-2 karigik
kiiltirii 1y1 iireme gostermedigi icin daha sonraki caligmalarda kullanilmamaistir.
Birbirinden farkli goriintise sahip olan koloniler yeni LA besiyerine ¢izgi ekim

yontemiyle aktarilmis ve saf kiiltiirler elde edilmistir.

3.2.3. Anaerobik Ortamda Kiiltiirlerin EKimi

LA besiyerinden steril pipet uglari yardimiyla alinan N-la, N-3a, N-4c ve N-5b
izolatlar1 daha 6nceden steril edilmis 5 ml su icerisinde karistirilmis ve steril enjektorler
yardimiyla alinarak daha onceden anaerobik hale getirilmis 20 ppm ve 50 ppm demir
iceren LB besiyerine ekilmislerdir. Anaerobik inkiibasyonlar anaerobik kabin iginde

bulunan inkiibatorlerde gerceklestirilmistir.
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3.2.4. Atomik Absorbsiyon Spektrofotometre Cihazi ile Demir Tayini

Atomik absorbsiyon spektrofotometre(AAS) cihazi ile demir analizi yapmak i¢in
oncelikle hazirlanan ¢6zeltilerin konsantrasyonlar1 6l¢lilmiis ve Olciilen degerlere gore bir
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. AAS’de demir analizi i¢in numune hazirlarken, 50
ml’lik  falkon tiiplere mikroorganizmalarin ekim islemi gerceklestikten sonra
inkiibasyonun c¢esitli saatlerinde kiiltiirlerden 5’er ml almarak 15 ml’lik falkon tiiplerine
eklenmistir. Alman her karisgik kiltiiriin bir kismi spektrofotometrede (UV-Visible
Spektrofotometre GBC-Cintra20) 600 nm dalga boyunda hiicre yogunlugunun 6lgiilmesi
icin kullanilmistir. Kiiltiirlerin geri kalan1 ise 6000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilmistir.
Kiiltiirlerin santrifiij isleminden sonra siipernatant kismu mikropipet yardimiyla alinarak
yeni tiiplere aktarilmis, tiipiin dibinde kalan kisim atilmistir. Yeni tiiplere aktarilan
siipernatantlar demir miktar1 tayini i¢cin Perkin-Elmer Burner 1100 AAS cihazi ile analiz
edilmislerdir. Alevli AAS cihazi ppm diizeyindeki konsantrasyonlarda 6l¢iim yapabildigi
icin seyreltme yapilmamistir. Son asamada laboratuvar c¢alismalarindan elde edilen

sonuglar degerlendirilmistir.

Elde edilen karisik kiiltiirlerin sentetik atik su igerisinde iireme ve demir(Il) giderim
kapasiteleri incelenmistir. Karisik kiiltiirler 20 mg/L Fe™ iyonu iceren sentetik atik su
icerisine transfer edildikten sonra 30 °C de 5 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Daha sonra her bir karisik kiiltiirden inkiibasyonun 0., 2. ve 5. gilinlerinde 5,0’er mL
almarak absorbans degerleri 6l¢iilmiis ve 6000 rpm’de santrifiij edildikten sonra iist sivisi
almnarak kiiltiirlerin zamana bagli demir giderimi alevli AAS cihazinda 6l¢iim yapilarak

incelenmistir.

Izolatlar ile yapilan deneylerde yine santrifiij isleminden sonra siipernatant kismi
mikropipet yardimiyla alinarak yeni tiliplere aktarilmis, tiipiin dibinde kalan kisim
atilmistir.  Yeni tiiplere aktarilan slipernatantlar demir miktar1 tayini i¢in seyreltilerek
AAS-Grafit firm kontoroloriinde analiz edilmistir. 20 ppm demir varliginda iireyen
kiiltiirler 1/5 oraninda, 50 ppm demir varliginda iireyenler ise 1/10 oraninda distile su ile
seyreltilmistir. Demir analizi i¢in Perkin-Elmer THGA 6000 model Grafit Firin - Atomik

Absorpsiyon Spektrofotometre cihazi kullanilmigtir. Son asamada laboratuvar
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calismalarindan elde edilen veriler degerlendirilmis ve her iki cihaz ile belirlenen analiz
sonuclar1 karsilastirilmistir. Perkin-Elmer THGA 6000 model Grafit Firin - Atomik
Absorpsiyon Spektrofotometre cihazi, Perkin-Elmer Burner 1100 AAS cihazindan daha
hassas 6lgiim sagladig1 igin tercih nedeni olmustur. Izolatlarin demir(II) giderimleri
yliksek oranlarda oldugu icin ppb(ug/L) diizeyde Olgiim yapilmasina gereksinim
duyulmustur.

Atomik absorpsiyon spektrofotometresi, eser miktardaki metallerin (ppm ve ppb
diizeyde) kantitatif analizi i¢in kullamlmaktadir. Ornekteki aranan elementlerin
konsantrasyonlari, o elemente has dalgaboyundaki 15181 sogurmasi yardimiyla
bulunmaktadir. Oyuk katot lambasi (Hallow Cathode Lamp) aranan elementin dalgaboyu
genelde elementin kendisinin uyarilmasi ile elde edildigi i¢in, 6rnekteki miktarlar igin

kesin sonu¢ verebilmektedir.

Analizi yapilacak Ornegin ¢oOzeltisi hazirlandiktan sonra demir metalinin analizi
yapilmasi i¢in cihaza demir metalinin oyuk katot lambasi takilir. 1,0 ppm, 2,0 ppm, 3,0
ppm, 4,0 ppm ve 5,0 ppm demir konsantrasyonlarinda standart ¢ozeltiler hazirlanir ve
demir elementinin absorbans yaptigi dalgaboyunda (248,3 nm) okuma yapilarak standart
egrisi hazirlanir. Analiz edilecek orneklerde bulunan tayin edilecek demir elementinin
gozlenebilme smirlarina (Deteksiyon Limitine) gére Atomik Absorbsiyon Spektrometrede
atomlastiric1 olarak Grafit Firin tnitesi kullanmilmistir. Tayini yapilacak numunelerin
gozlenebilme smirlar1 ppb diizeyine kadar inebilmektedir. AAS Grafit Firin iinitesi
kullanilarak yapilan analizde demir elementi i¢in Deteksiyon Limiti 12,0 pg/L’dir. Grafit
Firin {initesinin ¢aliyma prensibi kurutma, kiil etme ve atomlastirma temeline dayanir.

Alevli AAS cihazinda veriler ppm diizeyde okunabilmektedir.

AAS cihaz1 6nce numunenin 20 pl’sini c¢ekerek grafit kapsiil igerisine birakir.
Numune kapsiil igerisinde kurutulur ve kiil edilir. Kiil edildikten sonra, yaklasik 2000 °C
— 2500 °C’ye yiikselen sicakliga neden olan akim, hizla birka¢ yliz ampere artirilir;
numunenin atomlagmasi birka¢ saniye silirer. Atomlasan taneciklerin absorbsiyonu

Olciiliir.
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3.2.4.1. Kalibrasyon Egrisinin Cikarilmasi

Kalibrasyon grafigi olusturabilmek icin, Oncelikle analizi yapilacak olan demir
elementinin belirli konsantrasyonlarda standart ¢ozeltileri hazirlanmistir. 200 mg/L Fe™
iceren stok FeSO,.7H,0O c¢ozeltisinden 0,5 mL, 1,0 mL, 1,5 mL, 2,0 mL ve 2,5 mL
almmis, 100 mL’lik balon jojelere konulmustur. Uzerlerine 10 mL LB besiyeri eklenmis
ve her bir1 100 mL’ye tamamlanmigtir. Seyreltilmis numuneler 1/10 oraninda besiyeri
icerdigi i¢in standart ¢ozeltiler bu oran gozetilerek hazirlanmistir. 1,0 ppm, 2,0 ppm, 3,0
ppm, 4,0 ppm ve 5,0 ppm demir konsantrasyonlarinda hazirlanan standart ¢ozeltilerin
demir elementinin absorbans yaptigi 248,3 nm dalgaboyunda absorbans degerleri
okunmustur. Fe™ konsantrasyonlarma karsi okunan standart cozeltilerin absorbans
degerleri grafige gecirilerek kalibrasyon egrisi hazirlanmustir. Fe™ kalibrasyon egrisi Sekil
3.1’de gosterilmektedir. Kiiltiirlerde kalan demir miktar1 bu kalibrasyon egrisi

kullanilarak hesaplanmistir
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Sekil 3.4. Fe'? Kalibrasyon Egrisi

3.2.5. Elde Edilen Karisik Kiiltiirlerde Demir Gideriminin Incelenmesi

Elde edilen karisik kiiltiirler 20 mg/L konsantrasyonunda Fe™ iyonu igeren Luria
Broth besiyerine ekildikten sonra 30 °C de inkiibasyona brrakilmistir. Deneyler yaklasik

160 saat boyunca devam etmistir. 20 mg/L konsantrasyonunda Fe™ iyonu iceren sivi
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besiyerine ekim islemi gerceklestikten sonra her bir karisik kiiltiirden belirli araliklarla 5
mL alinmig ve santrifiij edildikten sonra siipernatantta kalan demir konsantrasyonu alevli

AAS sisteminde Ol¢iilmiistiir.

3.2.6. Kansik Kiiltiirlerden izole Edilen Saf Kiiltiirlerde Demir

Gideriminin Incelenmesi

Karigik kiiltiirlerden izole edilen saf kiltirler 20 mg/L ve 50 mg/L
konsantrasyonlarinda Fe' iyonu iceren LB besiyerlerine ekimleri yapildiktan sonra 30 °C
de ortalama 120-160 saat boyunca inkiibasyona birakilmiglardir. 20 mg/L ve 50 mg/L
konsantrasyonlarmda Fe™ iyonu igeren sivi besiyerlerine ekim islemi gergeklestikten
hemen sonra her bir saf kiiltlirden numune alinmis ve ilk dl¢ctimler yapilmistir. Boylece
biyoabsorbsiyon/biyoadsorbsiyon prosesi gerceklesmeden onceki Fe™ konsantrasyonu
belirlenmistir. N-1a, N-3a, N-4¢ ve N-5b olarak adlandirilmis olan izolatlarin tiremeleri
ve demir giderim kapasiteleri tizerinde farkli demir konsantrasyonlarinin (20 ve 50 ppm),
farkli sicakliklarin ( 25 °C, 30 °C ve 37 °C), farkl pH’lerin (6,0, 4,5 ve 2,8), calkalamanin

ve oksijen varliginin (aerobik ve anaerobik ortam) etkisi incelenmistir.
3.2.7. Demir(Il) % Giderim Verimliliginin Hesaplanmasi

Atomik absorbsiyon spektrofotometre grafit firm cihazi kullamlarak Fe™
konsantrasyon degerleri belirlenen 6rneklerdeki % Fe™ giderim verimliligi asagidaki

formiile gore hesaplanmis ve grafige gecirilmistir.

C,-Cson
% Giderim= 0 = x 100

) 0 3.1)

Co= Her deneyde karisik ve saf kiiltiirlere paralel olarak yapilan 20 ppm veya 50 ppm
demir konsantrasyonuna sahip bakteri igermeyen LB besiyerinin baslangic demir
konsantrasyonu (mg/L)

Cson= 1nk1"1basyon suresinin ardindan her bir kiltirde sivi kisminda kalan demir

konsantrasyonu (mg/L)
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3.2.8. Mikroorganizmalarin Ureme Egrilerinin Cikarilmasi

Karisik kiiltiirlerin ve izolatlara ait saf kiiltiirlerin tireme profilleri hiicre miktarindaki
zamana bagl artisin UV-VIS spektrofotometrede (GBC-Cintra20) olgtilmesiyle
belirlenmistir. Ureme egrileri hiicre kiiltiirlerinin 600 nm dalgaboyunda verdigi absorbans

degeri kullanilarak olusturulmustur.

3.2.9. Mikroorganizmalar1 Tammlanma Cahsmalari

Izole edilen saf kiiltiirler 6ze yardimiyla LA besiyerlerine aktarilmustir. Petriler 30 °C
de 24 saat inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyondan sonra agar iizerinde olusan koloniler
goriintiilenmis, koloni c¢esitliligi belirlenmis ve sayilmistir. Koloni morfolojisini
karakterize etmek i¢in kolonilerin renk ve boyutlar1 belirlenmis ve siimiiksii bir yapiya
sahip olup olmadiklari tespit edilmistir. Farkli tiirde mikroorganizma izolasyonu yapmak

icin farkli morfolojilere sahip olan koloniler secilmistir.

[zolatlarm siv1 kiiltiirlerinden alman ornekler Zeiss Primo Star Axio Cam model
mikroskop altinda da incelenmis ve hiicre yapilar1 goriintiilenmistir. Her bir saf kiiltiirden
200 pl almarak lam {izerine konulmus ve lamel hava boslugu birakmayacak sekilde
svinin Uzerine kapatilarak yayilmasi saglanmistir. Daha sonra 100X (oil immersiyon)

mercegi kullanilarak izolatlarin hiicre boyutlar1 ve sekilsel yapilari tespit edilmistir.
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4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Elde Edilen Kansik Kiiltiirlerde Demir Gideriminin

Belirlenmesi

Demir (II) giderimi yapabilen mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in agir metal
yogunlugunun yiiksek oldugu diisiiniilen sanayi bolgesinden alinan toprak numuneleri
kullanilmistir.  Toprak numunelerinin alindig1r bdlgelerin  konumu Bolim 3’te
gosterilmistir (Sf: 30-31, Sekil 3.1, Sekil 3.2 ve Sekil 3.3,). Yontem kisminda anlatildigi
sekilde bes adet farkli toprak numunesi kullanilarak gerceklestirilen onzenginlestirme
adimlarindan sonra karisik kiiltiirler elde edilmistir. Laboratuvar ortaminda 30 °C’de 20
mg/L Fe™ iceren LB besiyerinde elde edilen karisik kiiltiirlere ait tireme egrileri Sekil
4.1°de gosterilmistir. Karigik kiiltiirlerin yavas bir tireme profili sergiledikleri ve 160. saat
sonunda bile duragan faza giremedikleri tespit edilmistir. Kiiltiirlerin ¢ok sayida farkh
mikroorganizma tiirii icermesi ve bu tiirlerin laboratuvar kosullarina adaptasyon problemi

yasamalar1 tireme hiziin diisiik olmasinin nedenleri arasinda sayilabilir.
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Sekil 4.1. 20 ppm Fe™ iceren LB besiyerinde karigik kiiltiirlerin iireme egrisi

Karisik kiiltiirlerin Fe™ giderim kapasitelerini belirlemek icin zamana bagli olarak

besiyerindeki demir konsantrasyonunun degisimi incelenmistir. Yapilan Olctimler
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sonucunda 20 mg/L Fe™ iyonu iceren LB besiyerinde N-2 olarak adlandirilan karisik
kiiltliriin demir giderim kapasitesinin diger kiiltlirlere kiyasla ¢ok daha diisiik oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.2) ve bu kiiltiirden saglikli kolonilerin izole edilememesi nedeniyle

sonraki deneylerde N-2 karisik kiiltiirii saf izolat elde edilmesi amaciyla kullanilmamuistir.

% Fe'? Giderimi

1 48 121 160

Zaman (Saat)
B Kontrol 20 ppm N-1 BN-2 BN-3 BEN-4 N-5

(S okuo m r'e 1ceren esiyerinde Karisi ulturlerin % ke 1aerimi
kil 4.2. 20 ppm Fe(Il) igeren LB besiyerinde karisik kiiltiirlerin % Fe™ giderimi

4.1.1. Sentetik Atik Suda Karisik Kiiltiirler ile Demir Giderimi

Karisik kiiltiirlerin minimal bir besiyeri olan sentetik atik su icerisindeki demir(II)
giderim kapasitelerini incelemek icin kiiltiirler LB besiyeri yerine 20 mg/L Fe™ iyonu
iceren sentetik atik su igerisine ekilmistir. Karigik kiiltiirlerin besin agisindan fakir bir
ortam olan sentetik atik su igerisinde iyi bir iireme profili sergileyemedikleri tespit
edilmistir. En yiiksek tireme hiz1 N-1 karisik kiiltiirii ile elde edilmis ancak bu kiiltiirde
bile 120. saat sonunda 0,5 absorbans degeri okunmustur. Sekil 4.3’te sentetik atik su
ortaminda karigik kiiltiirlerin lireme egrileri gosterilmektedir. Bu deneyde demir
miktariin hassas Ol¢lilememis olmasi goz Oniinde bulundurularak sonraki deneylerde

atomik absorbsiyonda farkli bir prosediir kullanilarak dl¢timler yapilmistir.
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Absorbans - 600 nm

0 20 40 60 80 100 120 140
Zaman (Saat)

—O—Kontrol 30°C —#—N-1 —@—N-2 —A—N-3 3= N-4 —%—N-5

Sekil 4.3. 20 ppm Fe ™ iceren sentetik atik suda karisik kiiltiirlerin iireme egrisi

Karigik kiiltiirlerin sentetik atik su ortaminda demir(Il) giderim kapasitelerinin de
oldukca diisiik oldugu gozlenmistir (Sekil 4.4). Kiiltiirlerin yeterli hiicre sayisina
ulagamamalarinin demir(Il) gideriminin diisiik olmasmin en 6nemli etmenlerinden biri
oldugu disiintilmektedir. Evsel veya endiistriyel atiksular sentetik atiksuya kiyasla ¢ok
daha cesitli ve daha yiliksek miktarlarda organik madde igermektedirler. Bu nedenle
izolatlarm gergek atiksu orneklerinde daha yiiksek iireme hizlarina ulasacaklar1 ve daha

yiiksek giderim yapacaklar1 beklenmektedir.
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Sekil 4.4. Sentetik atik suda karisik kiltiirler ile Fe™ giderimi
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4.2. Kansik Kiiltiirlerden Izole Edilen Saf Kiiltiirlerin Demir

Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Karisik kiiltiirlerden elde edilen her bir saf kiiltiir (izolat) izole edildigi karigik kiiltiir
numarasinin ardina a, b, ¢ ve d harfleri yerlestirilerek N-1a, N-1b, N-3a, N-3b, N-4a, N-
4b, N-4c, N-4d, N-5a ve N-5b seklinde isimlendirilmislerdir. N-1b ve N-3b kiiltiirleri
koloni olusturmalarma ragmen baskin olan diger kolonilerden dolay: saf olarak izole

edilememislerdir.

Birden fazla mikroorganizma tiirii igeren N-4 ve N-5 karisik kiiltiirleri ve bu
kiiltiirlerden elde edilen ve tek bir mikroorganizma tiirli iceren saf kiiltiirler karisik ve saf
kiiltiirlerin tireme profillerinin ve demir giderim kapasitelerinin kiyaslanmasi1 amaciyla
kullanilmistir. Bu karigik  kiltlirlerden izole edilen saf Kkiiltiirler 20 mg/L
konsantrasyonunda Fe™ iyonu iceren LB besiyerlerine ekilmis ve belirli zamanlarda
alman numunelerdeki Fe™ konsantrasyonu dl¢iilmiistiir. N-4 ve N-5 karisik kiiltiirlerinden
secilen saf kiiltlirlerin iireme egrisi Sekil 4.5’te, demir(Il) giderimleri ise Sekil 4.6’da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.5. 20 ppm Fe™ iceren LB besiyerinde N-4 ve N-5 karisik kiiltirlerinden secilen

izolatlarm iireme egrisi

N-4 karigik kiiltiiriinden elde edilen ve N-4b, N-4c ve N-4d olarak adlandirilan

izolatlar LB besiyerinde hizli iiremelerine ragmen, N-4a saglikli ireme gosterememistir.
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N-5 karigik kiiltiiriinden elde edilen N-5a ve N-5b saf kiiltiirleri ilk saatlerde yavas
cogalmislar ancak 160. saatte digerlerinden daha yiiksek hiicre yogunluguna

ulagmuglardir.

% Fe Giderimi

1 48 121 160

Zaman (Saat)
@ Kontrol 20 ppm S N-4a EIN-4b M N-4c B N-4d E N-5a B N-5b

Sekil 4.6. 20 ppm Fe™ igeren LB besiyerinde N-4 ve N-5 karisik kiiltiirlerinden elde

edilen tiirlerin % Fe™ giderimi

20 ppm Fe™ iyonu igeren LB besiyerinde en yitksek demir(IT) giderimini N-4¢ ve N-
5b izolatlar1 gerceklestirmislerdir. 160. saat sonunda N-4¢ % 55,37 ve N-5b ise % 58,62
oraninda giderim saglamislardir. En az giderim yapan izolat ise N-4a olmustur. Genel
olarak izolatlarin demir giderim verimleri izole edildikleri karisik kiiltiirlerinkine kiyasla
daha diisiik bulunmustur. Bu sonu¢ daha yiiksek demir giderimi i¢in bakterilerin

birbirlerinin aktivitelerine ihtiya¢ duyabilecegine isaret etmektedir.

Tezin amac1 demir gideriminde kullanilabilecek etkin mikroorganizmalar elde etmek
oldugundan tezin devaminda karigik kiltiirler yerine izolatlara ait saf kiiltiirler
kullanilmistir. N-4 ve N-5 karisik kiiltiirlerinden elde edilen izolatlardan en yiiksek demir
giderimi yapan iki izolat, N4-c (% 55,37) ve N5-a (% 58,62) farkl kosullardaki demir
giderim kapasitelerinin incelenmesi i¢in secilmistir. Diger karigik kiiltiirlerden ise daha
sagliklt ve biiyiik koloniler olusturmalar1 nedeniyle N-1a ve N-3a izolatlar1 secilmis ve

sonraki deneyler bu dort izolat kullanilarak gerceklestirilmistir.
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4.3. Baz1 Inkiibasyon Kosullar1 ve Besiyeri Parametrelerinin
Izolatlarin Uremeleri ve Demir Giderim Kapasitelerine Olan

Etkisi

4.3.1. Farkh pH ve Demir(II) Konsantrasyonunda Calkalanarak Ureyen

Kiiltiirlerin Ureme Profilleri ve Demir (II) Giderim Verimleri

N-1a, N-3a, N-4c ve N-5b izolatlarinin iiremeleri ve demir giderim kapasiteleri 30
°C’de 150 rpm’de calkalanarak tii¢ farkli pH’da (6,0 — 4,5 — 2,8) ve iki farkli demir

konsantrasyonunda (20 mg/L — 50 mg/L) incelenmistir.

20 ppm demir (II) iceren ve pH’s1 6,0’ya ayarlanmis olan besiyerinde 30 °C’de 150
rpm’de ¢alkalanarak iiremeleri saglanan biitliin saf kiiltiirlerin i1yi iireme gosterdikleri,
demir(Il) gideriminde yiiksek verim saglayamadiklar1 goriilmistir. N-4c izolat1
inkiibasyonun 52. saatinde, N-3a ve N-5b izolatlar1 ise inkiibasyonun 45. saatinde duragan
faza ge¢mislerdir. En az hiicre yogunlugu gosteren izolat ise N-la’dwr. En yiliksek
demir(Il) giderim verimliligi gbsteren saf kiiltlir yaklasik % 47 oraniyla N-5b olmustur.
Sekil 4.7°de saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % demir(Il) giderimi (B) gosterilmektedir.
Deneylerimizdeki amacimiz en yiiksek biyogiderimin saglandigi kosullarm tespit
edilmesidir. Bu nedenle kontrollerde elde edilen yiiksek giderimler olumsuz bir sonug
olarak degerlendirilmekte, kontroldeki ve kiiltiirdeki giderim arasindaki farkin yiiksek
olmasi ise bakteriyel giderimin veriminin yliksekligini gostermektedir. pH 6,0 da ve 30
°C’de kontrolde % 16,9 oraninda demir (II) giderimi olmustur. Kontrolde goriilen demir
gideriminin  demirin  oksidasyonundan veya demirin besiyeri  bilesenlerine
adsorbsiyonundan kaynaklanabilecegi diistiniilmektedir. Farkli kosullarin bu faktor
iizerindeki etkisinin de goriilmesi amaciyla grafiklerde kontroldeki demir (II) giderim

degerleri de gosterilmistir.
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Sekil 4.7. 30 °C’de, 20 ppm Fe™ konsantrasyonunda, pH 6,0’da ve 150 rpm’de

¢alkalanarak tireyen saf kiiltiirlerin iireme egrisi (A) ve % Fe ' giderimi (B)

30 °C’de 20 ppm demir konsantrasyonunda pH 4,5’te 150 rpm’de calkalanarak
iremeleri saglanan N-3a, N-4c ve N-5b saf kiiltiirlerinin bu diisiik pH’ya ragmen hizh
cogaldiklar1 goriilmiistiir. pH 4,5’in N-1a izolatinin ¢ogalmasi i¢in elverisli olmadig1 da
gozlemlenmistir. Izolatlar pH 6,0’da gdsterdikleri diisiik demir(II) gideriminin aksine, pH
4,5’te daha yiiksek verimlilikte giderim yapmislardir. 166. saatte pH 6,0’da N-la saf
kiiltiirii % 41,44 giderim saglarken, pH 4,5’te bu oranin iki katma ¢iktig1 gézlenmektedir
(Sekil 4.8). En yiiksek demir(II) giderim verimliligi gosteren saf kiiltiir pH 6,0°da oldugu
gibi, pH 4,5’te de N-5b olmustur. N-5b pH 6,0’da 166. saatte % 46,98 giderim saglarken,
pH 4,5’te bu oranin iki katina ¢ikarak % 94,56’ya ulagsmustir, 166. saatte kontroldeki

giderimde ise yalnizca % 10’luk bir artis olmustur.
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Sekil 4.8. 30 °C’de 20 ppm Fe™ konsantrasyonunda pH 4,5’te 150 rpm’de ¢alkalanarak

iireyen saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % Fe™ giderimi (B)

pH 2,8’de calkalanarak iiremeleri saglanan saf kiiltiirlerin 1yi tireme gosteremedikleri

belirlenmistir. pH 2,8’de en yliksek demir(Il) giderim verimliligi gbsteren izolat N-3a

olmustur. N-3a pH 6,0’da 1yi lireme gostermesine ragmen yiiksek demir(Il) giderimi

saglayamamis, fakat pH 2,8’de az iiremesine karsin daha 1yi giderim yapmistir. N-3a saf

kiiltiiriinde inkiibasyon sonunda % demir(Il) giderimi pH 6,0’da % 25,90, pH 2,8’de ise %

41,38 olarak oOlgiilmiistiir. pH 2,8°de N-la, N-4c ve N-5b saf kiiltiirlerinde demir(Il)

giderimi ise N-3a’ya kiyasla daha distktiir (Sekil 4.9). Genel olarak pH etkisi

degerlendirilecek olursa 20 ppm demir igeren bir besiyerinde 30 C ve calkalamali

kosullarda en yliksek giderim verimi pH 4,5 te elde edilmistir diyebiliriz.
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Sekil 4.9. 30 °C’de 20 ppm Fe™ konsantrasyonunda pH 2.8’de 150 rpm’de calkalanarak

iireyen saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % Fe™ giderimi (B)
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Demir konsantrasyonu 50 ppm’e ¢ikarildiginda 30 °C’de ve pH 6,0’da 150 rpm’de
calkalanarak {retilen tiim saf Kkiiltiirlerin saglikli {tredikleri ve 20 ppm demir
konsantrasyonuna kiyasla ¢cok daha yiiksek giderim yaptiklar1 gozlemlenmistir. Sekil
4.10°da gorildiigii gibi deneyin 1. saatinde yapilan 6l¢ciimde N-1a saf kiiltliriinde demir
giderim kapasitesi % 71,98 olarak Ol¢iilmiis ve izolatin deneyin ileriki saatinde demir
giderim oranmi % 94,63’e yiikselttigi gozlenmistir. Besiyerine ekilen N-la izoaltmin
inkiibasyonun baglangicinda heniiz iiremeye baslamadan %71 oraninda giderim yapmasi
bu izolatin biyogiderimde oldukga etkin oldugunu, giderimde hiicre sayisindan bagka
faktorlerin de (6rnegin hiicre yiizey bilesenleri veya baska yapilar) 6nemli oldugunu
gostermektedir. N-3a, N-4c ve N-5b saf kiiltiirlerinin 1. saatte alinan Glgiimlerinde
demir(Il) giderim verimlerinin yaklagik % 25 civarinda oldugu ve 144. saatte bu ii¢ saf
kiiltliriin demir(Il) giderim verimliliklerini dort katina ¢ikardiklar1 gozlenmistir. Ancak
kontrolde kontaminasyon olmamasina ragmen Ozellikle inkiibasyonun sonunda % 66
oraninda goriilen demir(Il) giderimi oksidasyondan veya adsorbsiyondan kaynaklanan
demir(Il) gideriminin  yiikksek demir varliginda arttigna isaret etmektedir.
Mikroorganizma icermeyen kontrol besiyerindeki bu giderim havadan kaynaklanan demir
oksidasyonu nedeniyle veya demirin besiyeri bilesenlerine yapismasi nedeniyle
gerceklesiyor olabilir. Inkiibasyonun 72. saatinde ise izolatlarin demir giderim

verimlilikleri kontroldeki demir giderimine kiyasla oldukca yiiksektir.
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Sekil 4.10. 30 °C’de 50 ppm Fe™ konsantrasyonunda pH 6,0’da 150 rpm’de ¢alkalanarak

iireyen saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % Fe™ giderimi (B)

Ayni kosullarda pH 4,5’¢ distiriildiigiinde N-3a, N-4c ve N-5b saf kiiltiirlerinin

ireme hizlarmin halen yiiksek oldugu, ancak N-la izolatmmin onceki deneylerde de
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gozlemlendigi gibi diisiik pH’da yavas tredigi belirlenmistir. Biitiin saf kiiltlirler bu
pH’da yiiksek demir(Il) giderim verimliligi gostermistir. Deneyin 1. saatinde yapilan
Olgimde N-la ve N-5b izolatlarmin ortamdaki demir (II)’1 diisiik oranda da olsa
giderdikleri goriilmiistiir. N-la ve N-3a 50 ppm demir konsantrasyonunda en hizl
giderim yapan izolatlar olarak ortaya ¢ikmislardir. Bu izolatlar 24. saatte % 94 - 100
oraninda giderim saglamislardir. N-4¢ ve N-5b’nin ise demir(Il)’1 daha yavas
giderdikleri ve liremenin 72. saatinde giderimin % 87 - % 96 oranima ulastig1 tespit
edilmistir. N-4c¢ saf kiiltiirlinde 72. saatte % 96,05 ve 144. saatte % 88,35 oraninda
demir(Il) giderimi gozlemlenmistir (Sekil 4.11). Hiicreler ireme egrisinden de goriilecegi
gibi 144. saatte 6liim fazma girmeye baslamislardir. Bu durum hiicrelerin pargalanmasi ve
buna bagli olarak ortamdaki demir miktarmin artmasma neden olabilir. pH’nin 4,5te

disiiriilmesi kontroldeki oksitlenmeye bagli demir ¢okelmesinin azalmasma neden

olmustur.
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Sekil 4.11. 30 °C’de 50 ppm Fe™ konsantrasyonunda pH 4,5’te 150 rpm’de calkalanarak

. o . . +2 . .
ireyen saf kiiltiirlerin tireme egrisi ve % Fe ~ giderimi

pH 2,8’e¢ disiriildigiinde ise izolatlarin {ireme hizlarmin oldukg¢a distigi
gorilmiistiir (Sekil 4.12 A). pH 2,8’de yiiksek demir(Il) giderim verimliligi gosteren saf
kiltiirler N-1a ve N-5b olmustur. 144 saat sonunda N-1a izolat1 % 63,19 ve N-5b izolat1
% 60,8 oranlarinda demir(Il) giderimi gergeklestirmislerdir. N-3a izolatinin % demir(II)
giderimi 72. saat sonunda yaklasik % 43’e yiikselmis ve 144. saat sonunda ancak % 53’e
yiikselebilmistir. Bu izolat 20 ppm demir (II) iceren besiyerinde pH 2,8’de diger izolatlara
kiyasla daha yiiksek verimle biyogiderim saglamistir (Sekil 4.9 B). N-4c izolat1 ile %

giderim verimi 72. ve 144. saatlerde yaklasik olarak % 43 oraninda gozlenmistir (Sekil
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4.12 B). Diistik pH’da demir oksidasyonu diismiis ve kontrolde demir(Il) miktarindaki
disiis % 22, 48 olarak oOlgiilmiistiir. Calkalamanm oksidasyon {iizerinde onemli etkisi
oldugu diisliniildigli icin tezin devamindaki deneyler kiiltiirler c¢alkalanmadan

iretilmiglerdir ve farkli sicakliklarin demir giderimine olan etkisi incelenmistir.

100 ~
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Sekil 4.12. 30 °C’de 50 ppm Fe™ konsantrasyonunda pH 2.8’de 150 rpm’de calkalanarak

iireyen saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % Fe™ giderimi (B)

4.3.2. Farkh Sicakhklarda ve Farkh pH’larda Calkalanmadan Ureyen

Kiiltiirlerin Ureme Profilleri ve Demir (II) Giderim Verimleri

Farkli sicakliklarin izolatlarin giderim verimlerine olan etkisinin incelenmesi ve
kontrol besiyerinde gerceklesen havadaki oksijenden kaynaklanan demir oksidasyonunu
onlemek amaciyla izolatlar 50 ppm demir (II) igeren besiyerlerinde ¢alkalanmadan

dretilmiglerdir. Farkli sicakliklarin etkisi iki farkli pH degerinde izlenmistir.

Sekil 4.13’te 25 °C’de izolatlarin iireme egrileri ve demir giderim kapasiteleri
gosterilmektedir. Diislik sicaklikta N-3a disindaki tiim izolatlarin 30 °C’de oldugu gibi
sagliklr tiredikleri goriilmiistiir. Ancak sicakligin diismesi, kiiltiirlerin ¢alkalanmamasi ve
duragan faza girisi geciktirmistir. Inkiibasyonun 120. saatinde N-3a, N-4c ve N-5b
izolatlarmin  demir giderim verimleri birbirine yakin degerler olup yaklasik % 75
civarinda Sl¢iilmiistiir. Sicakligin diistiriilmesi ve kiiltiirlerin ¢alkalanmamas1 kontroldeki
demir gideriminin diismesini saglamistir (% 13). Nitekim sicaklik 30 °C’ye ¢ikarildiginda
kontroldeki giderim % 30’a ¢cikmustir (Sekil 4.14 B), ancak bu deger aynmi sicaklik ve
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pH’da calkalanarak {retilen kiiltiirlerde elde edilen degerle (Sekil 4.10, % 66)
kiyaslandiginda yine de ¢ok diistiktiir.
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Sekil 4.13. 25 °C’de 50 ppm Fe™” konsantrasyonunda pH 6,0’da iireyen saf kiiltiirlerin

Zaman (Saat)

iireme egrisi (A) ve % Fe' giderimi (B)

Sicaklik 30 °C’ye cikarildiginda N-3a da dahil olmak tizere tiim kiiltiirlerin lireme
hizlarinm birbirine yakin oldugu ve daha erken (96. saatte) duragan faza girdikleri

gorilmiistiir. Bu sicaklikta N-1a izolat1 120. saatte diger kiiltiirlerden daha ytiksek bir

giderim verimine (% 93,16) ulasmistir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. 30 °C’de 50 ppm Fe™” konsantrasyonunda pH 6,0’da iireyen saf kiiltiirlerin

E N-4c N-5b

iireme egrisi (A) ve % Fe' giderimi (B)
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Sekil 4.15 A’da goriildiigii gibi 37 °C’de ¢alkalanmadan iiretilen kiiltiirlerin tireme
hizlarmin daha yiiksek oldugu ve inkiibasyonun 24. saatinde duragan faza girdikleri
goriilmiistiir. izolatlarm demir(II) giderim verimleri ise yiiksek olup en yiiksek
biyogiderimi 120. saatte N-3a izolat1 gerceklestirmistir(Sekil 4.15 B). Kontroldeki
demir(Il) giderimi ise % 16,7 olarak Ol¢iilmiistiir. Kontrolde gozlemlenen oksidasyon
veya besiyerindeki maddelere adsobsiyon nedeniyle gerceklesebilecek demir(Il)

gideriminin sicaklik artisiyla dogru orantili seyretmedigi sdylenebilir.
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Sekil 4.15. 37 °C’de 50 ppm Fe™” konsantrasyonunda pH 6,0’da iireyen saf kiiltiirlerin

iireme egrisi (A) ve % Fe' giderimi (B)

Sicakligin izolatlarin lireme hizlar1 ve demir giderim kapasiteleri ilizerindeki etkisi ile
ilgili genel bir degerlendirme yapacak olursak 6zellikle N-1a ve N-3a izolatlarinin tireme
hizlarinin sicakliktan daha fazla etkilendigini soyleyebiliriz. N-3a 25 °C’de ¢ok hizhi
cogalamamis ve duragan faza ¢ok erken girmistir. N-la’nin iireme hizi digerlerine
kiyasla daha diisiik olmasma ragmen inkiibasyonun 120. saatinde diger izolatlara gore
daha yogun hiicre konsantrasyonuna ulasmistir. Sicaklik N-4a ve N-5b’nin iireme hizi
iizerinde cok etkili degildir. Buna karsin tiim izolatlarin demir(Il) giderim verimleri 30
°C’de daha yiiksek bulunmustur. Ancak bu sicaklikta kontroldeki demir oksidasyonu da
yiiksektir. N-3a iyi lireme gosterememesine ragmen 25 °C’de en yiikksek demir(II)
giderimi yapan izolat olarak goze ¢arpmaktadir. Bu sonu¢ bize demir(Il) gideriminde
hiicre yogunlugu disinda baska faktorlerin daha 6nemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Benzer bir sonu¢ pH 4,5’te N-1a’da da gozlemlenmistir. Bu izolatin tireme hizi 25 °C’de
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ve pH 4,5’te de diisiik olmasina karsin demir(Il) giderim verimi diger izolatlara kiyasla

ozellikle inkiibasyonun erken saatlerinde ¢ok daha yiiksektir (Sekil 4.16. A ve B).

pH 4,5’e diisiiriildiigiinde beklendigi sekilde hiicrelerin, 6zellikle N-1a’nimn, liremesi
olduk¢a yavaslamistir. Ureme egrilerinin 6nceki deney sonuglari ile kiyaslandiginda
hiicrelerin ¢alkalanmadan {iretilmesinin iireme hizinin diismesinde oldukc¢a 6nemli bir
rolii oldugu goriilmektedir. Diisiik lireme hizlarina ragmen 96. saatte N-1a, N-3a ve N-4c
izolatlarinin demir(II) giderim verimi olduk¢a yiiksek (% 90 - % 100 arasinda)
bulunmustur (Sekil 4.16). 30 ve 37 °C’lerde ise izolatlarn ¢ogunun lreme hizlar
benzerlik gostermistir. pH diislistinden en fazla etkilenen izolat N-la olmustur. N-la
sicaklik 37 °C’ye c¢ikarildiginda digerlerinin {ireme hizina ulasabilmistir. Demir(II)
giderim verimi N-1a ve N-5b icin 30 °C’de en yliksek degerine ulasmis ve sirasiyla %
94,3 ve % 100 olarak olciilmiistiir (Sekil 4.17). pH 4,5’te 30 °C’de yapilan deneyde
kontrol  besiyerindeki  giderim  oldukca  yiikselmistir.  Biyogiderim  olarak
adlandirilamayacak bu demir(Il) giderimi c¢alkalamasiz kosullarda azalmistir ancak
pH’nin bu giderimde oldukca etkili oldugu ve pH’nmn 4,5’e indirilmesiyle kontroldeki
giderimin her zaman arttig1 tespit edilmistir. 37 °C’de ise N-1c izolatmin demir giderim
kapasitesi oldukg¢a diismiistiir (% 75,62, Sekil 4.18). Bu izolat ¢alkalanarak iiretildiginde
giderimin 30 °C’de % 100 oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.16. 25 °C’de 50 ppm Fe™* konsantrasyonunda pH 4,5’te iireyen saf kiiltiirlerin

iireme egrisi (A) ve % Fe' giderimi (B)
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Sekil 4.17. 30 °C’de 50 ppm Fe™* konsantrasyonunda pH 4,5’te iireyen saf kiiltiirlerin

iireme egrisi (A) ve % Fe' giderimi (B)
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Sekil 4.18. 37 °C’de 50 ppm Fe™” konsantrasyonunda pH 4,5’da iireyen saf kiiltiirlerin

iireme egrisi (A) ve % Fe™ giderimi (B)

4.3.3. Anaerobik Kosullarda Izolatlarin Ureme Profilleri ve Demir

Giderim Verimleri

Aerobik kosullarda yasayabilen mikroorganizmalar son elektron alic1 olarak oksijeni,

anaerobik mikroorganizmalar ise inorganik veya organik bilesikleri kullanirlar

[http://www.aof.anadolu.edu.tr/kitap/EHSM//1213/unite05.pdf].  Anaerobik  kosullar

altinda yapilan ¢aligmalarda izolatlarin tiremeleri ve demir(Il) giderim kapasiteleri farkl

pH’larda incelenmistir. Izolatlarm anaerobik aritim kosullarinda da ¢ogalabilme ve

giderim yapabilme potansiyelleri arastirilmastir.
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Izolatlar 30 C°’de anaerobik kosullar altinda aerobik kosullara kiyasla daha diisiik bir
hizla da olsa lireme ¢ogalabilmisler ve demir(Il) giderimi yapabilmislerdir. pH 6,0°da tiim
izolatlarm ¢ogalabildikleri ancak N-4c’nin digerlerine kiyasla daha yiiksek bir iireme
hizina sahip oldugu goriilmiistiir. N-la izolatinin aliyma fazimin ¢ok uzun siirdigi,
inkiibasyonun 70. saatinde logaritmik bir sekilde ¢ogalmay1 siirdiirdiigii ve tim
izolatlardan daha fazla hiicre yogunluguna ulastig1 tespit edilmistir. Tim izolatlar
inkiibasyonun 70. saatinde demir(Il) gideriminde yaklasik ayni verimliligi géstermislerdir
(% 61 — 64). Sekil 4.19°da saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % demir(Il) giderim

verimlilikleri (B) gosterilmektedir.
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Sekil 4.19. Anaerobik kosullarda 30 °C’de 20 ppm Fe™” konsantrasyonunda pH 6,0’da

iireyen saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % Fe™ giderimi (B)

Anaerobik kosullar altinda demir (II) konsantrasyonunun 50 ppm’e yiikseltilmesi
sadece N-la’nin hiicre yogunlugunu negatif yonde etkilemistir. 20 ppm demir
konsantrasyonunda oldugu gibi 50 ppm demir varliginda da N-4c¢ izolatinin digerlerinden
daha yiiksek iireme hizina sahip oldugu saptanmisitr. N-la izolat1 en diisiik hiicre
yogunluguna sahip izolat olmasina ragmen inkiibasyonun 93. saatinde en yiiksek
demir(Il) giderim verimliligine ulagsmistir. Tim izolatlarin giderim verimliligi
inkiibasyonun 69. ve 93. saatlerinde yaklasik degerlere ulagsmis inkiibasyonun 165.
saatinde verimlilikte diisiis gozlemlenmistir. Inkiibasyonun ilerleyen saatlerinde
hiicrelerin parcalanip demiri tekrar besiyeri ortamina biraktiklar1 diistiniilmektedir.
Izolatlarin demir(Il) giderim verimliligi inkiibasyonun 69. saatinde % 73 — 81 arasinda

degismektedir(Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. Anaerobik kosullarda 30 °C’de 50 ppm Fe™” konsantrasyonunda pH 6,0’da

iireyen saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % Fe™ giderimi (B)

Anaerobik kosullar altinda 30 °C’de 50 ppm demir konsantrasyonunda pH 4,5’te saf
kiiltiirlerin saglikli cogalamadiklar1 Sekil 4.21 A’da goriilmektedir. N3-a, N-4c ve N-5b
izolatlar1 inkiibasyonun 21. saatinde, N1-a ise 45. saatte duragan faza girmislerdir.
Inkiibasyonun 93. ve 165. saatleri aras1 N-3a izolatinin demir(II) giderimi % 62,4’ten %
53,9’a diismiistiir. N-1a izolat1 inkiibasyonun 21. saatinde latent donemden yeni ¢ikmig
olmasma ragmen % 70 oraninda demir(Il) giderimi yapabilmistir. Bu sonu¢ N-la
izolatmm demir(Il) giderim verimliliginin hiicre yogunluguna bagli olmadigini, hiicre
ylizeyinde bulunan bazi yapilara olan adsorbsiyonun yani sira metalin hiicre igine
transferinin de s6z konusu olabilecegini diisiindiirmektedir. Inkiibasyonun 93. ve 165.
saatlerinde ise en yliksek demir(Il) giderim verimliligini yaklasik % 90 oranla N-5b
izolat1 saglamistir. Sekil 4.21°de saf kiiltiirlerin ireme egrisi (A) ve % demir(I) giderimi
(B) gosterilmektedir. Aerobik kosullarda pH 2,8’de izolatlar saglikli tireyemedikleri i¢in

bu pH’da anaerobik kosullarda iiremeye ve demir giderimine bakilmamaistir.
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Sekil 4.21. Anaerobik kosullarda 30 °C’de 50 ppm Fe™ konsantrasyonunda pH 4,5’da

iireyen saf kiiltiirlerin tireme egrisi (A) ve % Fe™ giderimi (B)

Sekil 4.22°de pH 6,0’da anaerobik kosullarda tiim kiiltiirlerde besiyerinde siyahlagma
oldugu goriilmiistiir. Bu siyahlagmanin izolatlarin siilfat1 indirgeyerek ortamdaki degisik
degerlikli Fe iyonlar1 ile birlesebilen indirgenmis S formlar1 olusturmalarindan
kaynaklandig1 distiniilmektedir. Demir ile stlfiiriin birlesmesinden olusan siyah renkli
kat1 tanecikler FeS, (pirit) veya FeS (pirotin) adi verilen olusumlardir. pH’nin
disiiriilmesi N-4c ve N-1la izolatlar1 i¢in siyah renk olusumunu yavaslatmistir. Aerobik

kosullarda ise kiiltiirlerde siilfat indirgenmesinin ve siyah renk olusumunun daha yavas

seyrettigi goriilmiistiir.

-B-
Sekil 4.22. Anaerobik sartlarda 30 °C’de 50 ppm Fe™ konsantrasyonunda pH 6,0’da (A)

ve pH 4,5’te izolatlarda gdzlenen siyah renk olusumu

Kontrol besiyerlerindeki demir giderimi bakterilerden kaynaklanan bir giderim olmadigi

icin bakteri kaynakli biyogiderimin kiyaslanabilmesi amaciyla kontrol besiyerindeki
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giderim verimi bakteri kiiltiirlerinde elde edilen giderim veriminden ¢ikarilmistir. Cizelge
4.1°de tez kapsaminda etkisi incelenen tiim kosullarda izolatlarin inkiibasyon sonundaki
giderim verimleri kiyaslanmistir. Genel olarak tiim izolatlar i¢in en yiiksek biyogiderim
verimi kiiltiirler calkalanmadan iiretildiklerinde 50 ppm demir (II) varhiginda, pH 6.0°da
ve 37 °C’de elde dilmistir. Bu kosullarda en yiliksek biyogiderim verimi (% 80,7) N3a
izolatina aittir. Calkalamasiz inkiibasyonda tiim sicakliklarda biyogiderim verimi
calkalamali kosullara kiyasla daha yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ calkalamali kosullarda
kiiltlirlerin havalandirilmasi nedeniyle demir oksidasyonunu arttigin1 ve bu nedenle
kontrol besiyerindeki demir gideriminin yiiksek ¢iktigin1 gdstermektedir. Anaerobik
kosullarda 1se bakterilerin yiiksek demir (II) varliginda biyogiderim kapasiteleri
digmiistiir. 50 ppm demir (II) varliginda ve asidik kosullarda en yliksek biyogiderim N-5b

izolat1 tarafindan gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.1. Farkli kosullarda izolatlarin biyogiderim verimleri

Calkalanarak, Calkalanarak, Calkalamasiz, Calkalamasiz, I‘zgaﬁﬁ; l;g;
30 °C 20 ppm* |30 °C 50 ppm* |50 ppm*, pH 6,0 |50 ppm*, pH 4,5 30 EC
pH 6,0 pH6,0 [ pH4,5
pH 6,0|pH 4,5 [pH 2,8|pH 6,0|pH 4,5|pH 2,8 25°C |30 °C | 37°C | 25°C |30 °C| 37°C | 20 50 50
ppm | ppm | ppm
N-1a[%24,52/%55,05|-%4,42(%28,67|%46,11%40,7%48,83(%62,75%73,62(%59,9|%24,4|-%1,6/%57,16/%19,32/%26,35
= N-32|%8,98%34,31(%26,80(%28,55%41,68/%30,86(%663,85(%52,17|%80,28|%54,01(%20,14%13,82|%60,33|%31,46(%7,6 2
E
(=]
o [N-4c¢|%25,54/%27,08/%23,2(%34,04%34,46(%21,35%62,67%52,64%67,08|%59,75%22,72%20,51 %58,81|%2 8,6/|%14,89
N-5b[%30,08/%68,11(%15,08|%33,39(%39,48|%38,32%61,11%52,35%75,19%36,37/%30,14(%21,76(%57,59(%12,42(%51,04

*ppm degerleri besiyerindeki demir (II) konsantrasyonunu belirtmektedir.
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4.4. Yiiksek Demir(II) Giderimi Gosteren izolatlar1 Tanimlama

Cahismalar:

4.4.1. Koloni Morfolojilerinin Kiyaslanmasi

Tezin bu kisminda karisik kiiltiirlerden elde edilen izolatlar LA besiyerine yayilarak
ekilmis, 30 °C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra agarli besiyeri lizerinde
izolatlara ait koloni olusumlar1 gdzlenmistir. Izolatlarm olusturdugu kolonilerin

biiyiikliigii ve sekilleri incelenerek koloni morfolojileri belirlenmistir (Cizelge 4.1).
Yiiksek demir(I1) giderimi gosteren ve tez ¢calismasinda incelenen izolatlar olan N-1a,

N-3a, N-4c ve N-5b’nin kolonilerine ait resimler Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24 ve
Sekil 4. 25°te gosterilmektedir.

Cizelge 4.2. Saf kiiltiirlerin koloni morfolojilerine ait 6zellikler

Saf Kiiltiir Koloni Rengi Koloni morfolojisi
N-1la Krem beyaz renkli, Stimiiksii Yuvarlak, Yassi
yap1
N-1b Seffaf, Turuncumsu Yuvarlak, Cok kiigiik
N-3a Beyaz renkli, Yar1 seffaf Yuvarlak, Ortas1 kalkik
N-3b Agik sar1 renkli Yuvarlak, Ortas1 kalkik
N-4a Seffaf, Koyu turuncu Yuvarlak, Ortas1 kalkik
N-4b Beyaz renkli, Mat, Stimiiksii yap1 Yuvarlak, Yassi
N-4c Krem beyaz renkli, Stimiiksii Yuvarlak, Yassi
yap1
N-4d Grimsi Yuvarlak, Cok kiigiik
N-5a Beyaz renkli, Mat, Stimiiksii yap1 Yuvarlak, Yassi
N-5b Krem beyaz renkli, Stimiiksii Yuvarlak, Yassi
yap1
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Sekil 4.26. N-5b izolatina ait koloniler

64
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4.4.2. izolatlarin Isik Mikroskobunda incelenmesi

Yiiksek demir(I) giderimi gosteren N-la, N-3a, N-4c ve N-5b izolatlarinin
tanimlanmasina yonelik olarak, her bir kiiltliriin hiicre yapilar1 belirlenmeye c¢aligilmistir.
LA besiyerinden alman 6rnekler Zeiss Primo Star Axio Cam model mikroskop altinda da
incelenmis ve hiicre yapilar1 gorintiilenmistir. 100X (oil immersiyon) mercegi

kullanilarak izolatlarin hiicre boyutlar1 ve sekilsel yapilar1 gozlemlenmistir.

Sekil 4.27°da kat1 besiyerinden alinan N-la izolatinin mikroskoptaki goriintiisii

verilmistir. N-1a hiicrelerinin hareketli ve uzun ¢ubuk seklinde oldugu goriilmiistiir.

Sekil 4.27. N-1a izolatmin 151k mikroskobunda 100X objektif ile alinan goriintiisii

N-3a izolatinin kati besiyerinden alinan mikroskoptaki goriintiisii Sekil 4.28’de

verilmektedir. N-3a izolatiin hiicreleri ¢ok hareketli ve ¢gubuk seklindedir.
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Sekil 4.28. N-3a izolatinin 151k mikroskobunda 100X objektif ile alinan goriintiisii

N-4c¢ izolatmin hiicrelerinin N-la ve N-3a izolatlarinin hiicrelerine kiyasla daha az

hareketli oldugu, kisa ve tombul ¢ubuk seklinde olduklari tespit edilmistir (Sekil 4.29).

Sekil 4.29. N-4c¢ izolatinin 151k mikroskobunda 100X objektif ile alinan goriintiisii

Sekil 4.30°da kat1 besiyerinden alinan N-5b izolatinin mikroskoptaki goriintiisii

goriilmektedir. N-5b hiicreleri hareketli kokobasiller seklinde goriintiilenmislerdir.
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Sekil 4.30. N-5b izolatinin 151k mikroskobunda 100X objektif ile alian goriintiisii

Koloni morfolojileri ve mikroskobik incelemeler sonucunda izolatlarin maya veya
mantar sinifina giren diger mikroorganizmalar olmadigi bakteri sinifina giren
mikroorganizmalar oldugu goriilmiistiir. Bu izolatlarin cins ve tiirleri ise daha detayli

karakterizasyon ¢aligmalar1 sonucunda anlasilabilecektir.

Mikroskobik incelemelerde N-1a izolatinin pH’s1 4,5 olan ve 20 ppm demir(II) iceren
ortamda inkiibasyonun 7. giinlinde yavas yavas uzayarak segmentli filamentler
olusturdugu gorilmistiir (Sekil 4.31. A, B, C). Bu bakterinin asidik ortamlar1 sevmemesi,
anaerobik ortamda ise bu pH’da digerlerine kiyasla daha hizli iiremesi ve filament
olusturmasi nedeniyle sira dis1 bir tiir olabilecegi diisiiniilmektedir. Literatiirde filament
olusturan bakteriler ile ilgili bilgiler verilmis ve bu tip bakterilere O6rnek olarak
Desulfonema limicola, Beggiota, Thiotrix ve Sphaerotilus natans gibi bakterilerin

filament goriintiileri verilmistir.

N-la’nm filament yapisi iginde goriilen koyu renk graniillerin demir ve siilfiir igeren
pirit benzeri yapilar oldugu diistiniilmektedir (4.31 B). Filamentlerin yapisi1 Desulfonema
ve Beggiota’nin filamentleri ile kiyaslandiginda N-1a’nin filament yapisinin daha kalin
oldugu ve biiyiimenin ge¢ saatlerinde olusan segmentlerin daha belirgin oldugu goze

carpmaktadir. N-1a izolatinin inkiibasyonun ge¢ saatlerinde filament olusturmasi oksijen
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ve besinlerin azalmasi nedeniyle olusan zor kosullara karsi gelistirilen savunma

mekanizmasi olabilir.

Sekil 4.31°de 30 °C’de 20 ppm demir(II) konsantrasyonda pH 4,5’te iretilmis olan N-
la hiicrelerinin olusturdugu segmentli filament yap1 net olarak goriilmektedir. 37 °C’de

50 ppm demir(Il) konsantrasyonunda ve pH 6,0’da N-1a hiicreleri uzamasma ragmen

filament yap1 gozlenmemistir.

Sekil 4.31. N-la izolatmin 20 ppm Fe(Il) varliginda pH 4,5’te ve 30 °C’de filament
formasyonu (7. giin) (A) 100x objektif ile (B) 40x objektif ile filament olusumunun

baslamas1 goriintiisii (C) 40x objektif ile filament olusumu goriintiisii

Filament olusumu yalnizca N-1a izolatinda gozlenmesine ragmen hiicre uzamasinin
yalnizca N-la’ya ait bir 6zelik olmadigi N-4c ve N-5b hiicrelerinin de inkiibasyonun

ileriki saatlerinde uzadiklar1 goriilmiistiir. Sekil 4.32°de 37 °C’de pH 6,0°da ve 50 ppm
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demir(IT) varhiginda  belirgin bir uzama gosteren N-4c izolatina ait bir hiicre

goriilmektedir.

% b ol & .
Sekil 4.32. pH 6,0’da 37 °C de 50 ppm Fe(Il) varliginda uzama gdsteren N-4c

hiicrelerinin 100X objektifle ¢ekilmis goriintiisii (8. giin)

Sekil 4.33’te 30 °C’de 50 ppm demir(Il) konsantrasyonunda ve pH 4,5’te uzama

gosteren N-5b hiicreleri goriilmektedir.

Sekil 4.33. pH 4,5’te 30 °C de 50 ppm Fe(II) varliginda uzama goésteren N-5b hiicrelerinin
100X objektifle ¢cekilmis goriintiisii (8. giin)

Anaerobik inkiibasyon kosullarinda ise N-la izolat1 da dahil olmak iizere higbir

kiiltiirde hiicre uzamasi veya filament olusumu gézlemlenmemistir.
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5. TARTISMA VE SONUC

Son yillarda fazla demir igeren atik sularin aritiminda demirin kimyasal maddeler ile
oksidasyonununa alternatif olarak daha ekonomik ve temiz bir proses olan biyoaritim
prosesine yonelik ¢alismalar yapilmakta ve biyoaritimin avantajlar1 ortaya konmaktadir.
Biyooksidasyon verimini artirmak i¢in ¢esitli reaktor konfiglirasyonlar1 gelistirilmekte ve

proseste kullanilacak etkin mikroorganizmalar kesfedilmeye caligiimaktadir.

Bu c¢alismada, endiistride yaygin kullanimi1 olan ve asir1 miktarlar1 ¢evre sagligim
tehdit eden demir metalinin biyogiderimi arastirilmis, aritim amaciyla kullanilabilecek
demir metaline diren¢li mikroorganizmalar izole edilmistir. Metal kirliliginin yogun
oldugu bolgelerden alinan toprak numunelerinden izole edilen mikroorganizmalarm demir
(IT) giderim kapasiteleri farkli kosullar altinda incelenmistir. Yiiksek demir (II) giderimi
gdsteren dort izolat (N-1a, N-3a, N-4c, N-5b) tizerinde iki farkli Fe™ konsantrasyonu (20
ppm, 50 ppm), ii¢ farkli pH (pH 6,0, pH 4,5, pH 2,8) ve tli¢ farkl sicaklik (25 °C, 30 °C,
37 °C) degerinin etkisinin yani sira ¢alkalanma ve anaerobik kosullarin etkisine de
bakilmistir. Farkli kosullarin izolatlarin giderim kapasitesine olan etkilerinin tespiti ile
aritim sistemlerinde degisim gosterebilecek parametrelerin demir gideriminde ne derece

etkili olabilecegine dair ip uclar1 elde edilmistir.

Demir gideriminin pH 2,8 de mikroorganizmalarin saglikli tireyememesi nedeniyle
diisiik oldugu pH 4,5’te ise giderim veriminin pH 6’ya kiyasla daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir.  Izolatlarin farkli pH’larda iireme hizlar1 ve demir giderim kapasiteleri
kiyaslandiginda pH’nin iireme ve giderim verimi iizerindeki etkisinin birbirine bagli
olmadig1 sdylenebilir. pH’nin katyonlarin yiizeye yapismalarinda 6nemli bir faktor oldugu
bilinmektedir. Bu etken izolatlarm pH 4,5 ve pH 6,0’da benzer iireme profili
gostermelerine ragmen pH 4,5’te yaklasik iki kat daha fazla demir (II) giderim verimine

ulasmalarinin nedeni olabilir.

20 ppm demir (II) iceren besiyerlerinde yapilan deneyler sonucunda izolatlar arasinda
N-5b’nin pH 6,0 ve pH 4,5’te diger izolatlara kiyasla daha yiliksek bir giderim verimi
sagladig tespit edilmistir. N-3a izolatinin ise test edilen en diisiik pH degerinde (pH 2,8)
daha yiikksek demir (II) giderimi yaptig1 goriilmiistir. Demir miktar1 50 ppm’e
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yiikseltildiginde tiim kiiltiirlerde inkiibasyonun ilk saatinde demir giderimi gergeklesmis,
erken saatlerde gozlemlenen bu giderim 6zellikle 30 °C de ve pH 6,0’da N-1a kiiltiiriinde
cok yiiksek bulunmustur. N-4c i¢in ise optimum iireme sicakligi1 pH 4,5’te 30 °C olarak
tespit edilmistir. Deney sonuglar1 incelendiginde N-4c’nin diger izolatlara kiyasla asidik

ortama daha toleransh oldugu gézden kagmamaktadir.

Sicakligin etkisi incelendiginde 30 - 37 °C de demir (II) gideriminin yiliksek oldugu
25 °C de 1se diistligli goriilmustiir. Diisiik sicaklikta gerekli enzimlerin veya hiicre disi
yapilarin daha az sentezlenmesi ve hiicre miktarindaki azalma sicakligin diismesi ile
birlikte gozlenen diisiisiin nedenleri arasinda sayilabilir. 25 °C de en yiiksek demir
giderimini saglayan izolat N-3a olarak goriilmektedir. N-3a izolatinin bu sicaklikta iyi
iireme gosterememesine ragmen yiiksek demir giderimi sergilemesi demir oksidasyonu
iizerinde hiicre yogunlugu haricinde baska faktorlerin de etkili oldugunu
disiindiirmektedir. pH 4,5’te N-1a izolatinda da benzer bir sonuca rastlanmistir. 25 °C’de
ve pH 4,5’te N-1a izolatinin hiicre yogunlugu diisiik olmasma ragmen demir(Il) giderimi

diger izolatlara gore daha yiiksektir.

Anaerobik kosullar altinda 30 °C’de 50 ppm demir konsantrasyonunda saf kiiltiirlerin
pH 6,0 ve pH 4,5’teki iireme profillerine genel olarak bakildiginda N-la izolatmin
cogalmak icin asidik ortamu tercih ettigi soylenebilir. N-3a ve N-5b izolatlar1 her iki pH
degerinde benzer bir iireme profili géstermislerdir. N-5b izolat1 farkli pH degerlerinde
ayni liremeyi saglamasma ragmen asidik ortamda demir(Il) giderim oraninin % 90’a
ciktigin1 gérmekteyiz. N-4c izolatinin ise pH diislistinden negatif yonde etkilendigi goze
carpmaktadir. Aerobik kosullarda farkli pH’larda N-la ve N-4c¢ izolatlarinin iireme

profillerinde bu tiir bir degisim gdézlenmemistir.

Literatiir kisminda da belirtilmis oldugu gibi hiicrelerin tiretmis olduklar1 bazi
maddeler (6rnegin hiicre disina salgilanan egzopolimerler ve hiicre yiizeyindeki siimiiksii
tabaka gibi) metal gideriminde etkili ajanlardir. N-1a kiiltiiriinde ve diger kiiltiirlerde ilk
saatte ortamdaki demirin biiylik bir kismimin tutulmasinin nedenlerinden biri hiicrelerin
dretmis olduklar1 dig yiizeylerindeki siimiiksii ve yapiskan tabakalar1 olabilecegi
diistiniilmektedir. Hiicre dig yapilarina adsorbsiyonun disinda diger demir giderim

mekanizmalar1 ise demir (II)’nin okside edilerek ¢okelmesi, sidrofor ve baska hiicresel
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yapilar yardimi ile hiicre igine almnarak depolanmasidir. izolatlarin demiri hangi

mekanizma ile giderdikleri ileriye doniik ¢aligmalarla belirlenecektir.

Demir oksidasyonunun genellikle diger elementlerin, 6zellikle mangan ve amonyagin,
ortamda bulunmasindan etkilendigi farkli ¢calismalarda rapor edilmistir [Gouzinis et al.,
1998; Tekerlekopoulou et al., 2006]. Bu tez ¢calismasinda kullanilan besiyeri kompleks ve
zengin bir besiyeri olup i¢inde azot kaynagi olarak pepton, karbon ve azot kaynagi olarak
maya 0ziitli ve ayrica ozmotik basinci ayarlamak icin tuz (NaCl) igcermektedir. Pepton ve
maya 6ziitii degisik mineral ve vitaminleri de igeren zengin besin kaynaklaridir. Ancak bu
zengin besiyerinde bulunan farkli maddelerin Fe'* iyonlarina baglanmasi mikroorganizma
icermeyen kontrol besiyerlerinde demir (II) miktarinda diisiis gozlenmesine neden olmus
olabilir. Ozellikle proteinlerin peptid baglarmdaki azot ve oksijen ile hidroksil, amino,
fosfat gibi fonksiyonel gruplar metal iyonlar1 ile yer degistirebilecek uygun yapilardir.
Kontrol besiyerlerinde goriilen demir (II) gideriminin baska bir sebebi de havadan
kaynaklanan oksidasyon olabilir. 25 °C de ve pH 6,56’ nin altindaki pH degerlerinde
havadaki O,’den kaynakli bir demir oksidasyonu beklenmemektedir (Sf: 10, Sekil 2.1).
Ancak tez c¢alismasinda yapilan deneylerde asidik pH’larda ve 25 °C de kontrol
besiyerinde demir giderimi gozlemlenmistir. Bazi istisnai sonuglar olmasma ragmen
sicakligm diisiiriilmesi, kiiltiirlerin c¢alkalanmadan {iretilmesi ve anaerobik sartlarin
saglanmast kontroldeki demir oksidasyonunun azalmasmi saglamistir. Ancak
kontrollerdeki demir giderimi pH nin diisiiriilmesi ile diismemistir. Besiyerindeki demir
konsantrasyonunun yiikseltilmesi ise kontrol soliisyonlarindaki demir (II) giderimini
yiikseltmistir. 20 ppm demir konsantrasyonunda mikroorganizmalarin biyogiderim
verimleri % 50’yi gecememesine ragmen demir konsantrasyonu 50 ppm’e
yiikseltildiginde biyogiderim verimi % 80’e kadar ¢ikmistir. Bu nedenle ortamdaki demir,
demir giderimi i¢in gerekli olan bazi hiicre bilesenlerinin sentezlenmesinde uyarici bir

etkiye sahip olabilir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda izole edilen mikroorganizmalarin kat1 besiyerinde farkli
biiyiiklikte ve yapida koloniler olusturmuslardir. Izolatlarm hiicre sekilleri 151k
mikroskobu altinda incelendiginde farkli boyutlara sahip cubuk seklinde bakteriler
olduklar1 goriilmiistiir. Mikroskop ile yapilan incelemelerde demir igeren besiyerinde
ireyen izolatlarin bir haftalik inkiibasyon sonunda hiicre morfolojilerinin degistigi

goriilmiistiir. N-5b ve N-4c hiicrelerinin inkiibasyonun yedinci giiniinde sadece uzama
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gosterdigi, N-1a’nin ise segmentli filamentler olusturdugu gériilmiistiir. Inkiibasyonun
gec saatlerinde filament olugmasi oksijen ve besinlerin azalmasi nedeniyle N-1a izolatinin
olusan zor kosullara kars1 gelistirdigi bir mekanizma olabilir. Literatiirde var olan bazi
filamentli bakterilerin mikroskoptaki goriintiileri incelenmis ve N-la izolatinin filament
yapist ile kiyaslanmigtir. N-1a izolatinin asidik ortami sevmemesi ve anaerobik ortamda
pH 4,5’te diger izolatlara kiyasla daha hizli liremesi ve olusturdugu filament yapimin
literatlirde bulunan diger filamentli mikroorganizmalarinkinden farkli olmasindan dolay1
bu izolat degisik bir tiir olabilir. N-la’nin filament yapisi iginde goriilen koyu renk
graniillerin demir ve siilfiir iceren pirit benzeri yapilar oldugu diisiiniilmektedir. Bu tez
calismasi kapsaminda izole edilen ve demir giderimi yapabilen bakterilerin hangi cins ve

tiire ait olduklar1 ileriki ¢caligmalarda 16SrRNA gen dizileri belirlenerek tespit edilecektir.
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