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OZET

Anahtar  Kelimeler: Agir metaller, Bakir biyogiderimi, Bakira direncli
mikroorganizmalar

Sanayilesmenin dogal bir sonucu olarak agir metal icerikli sanayi atiklari, ¢evreyi
ozellikle de su kaynaklarin1 kirletmektedir. Agir metaller besin zincirine girerek
canli dokularda birikebilmekte, bu sekilde insanlara kadar ulasabilmektedirler. Insan
ve ¢evre sagligi acisindan biiylik bir tehlike olusturan agir metallerin gideriminde
mekanik ve kimyasal yontemler kullanilmakla birlikte bu yodntemlerin ekonomik
olmamasi1 ve yeterli diizeyde filtrasyon saglamamasi nedeniyle son yillarda
mikroorganizmalarin kullanimi tercih edilmektedir.

Bu caligmada, Kocaeli’'nin Darica ilgesinde yiiksek metal igerikli bolgelerden alinan bes
adet toprak orneginden bakir gideriminde kullanilabilecek mikroorganizmalar izole
edilmistir. izole edilen saf ve karisik kiiltiirlerin bakir giderim kapasiteleri arastirilmus,
en 1yi bakir giderimi yapan iki izolat (N, ¢ ve N, a) segilerek sicaklik, pH ve farkli bakir
konsantrasyonlarinin izolatlarin iireme ve bakir giderim kapasiteleri lizerindeki etkisi
incelenmistir. Ug farkli pH, sicaklik degeri ve yedi farkli bakir konsantrasyonunu ile
caligilarak bakir gideriminin en yiiksek oldugu konsantrasyon araligi belirlenmistir.
Kiiltiirlerdeki bakir giderimi atomik absorbsiyon spektrofotometresi kullanilarak tayin
edilmistir. Her iki izolatin yliksek bakir giderimi gergeklestirdigi konsantrasyon araligi
10-20 mg/L olarak belirlenmis, N, c i¢in en yiiksek bakir giderimi pH 6,8’de %82,

30°C°de %85 olarak odlciilmiistiir. N, a icin en yiiksek bakir giderimi pH 6,8’de %75,
30°C’de %91 olarak elde edilmistir.
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COPPER REMOVAL AT DIFFERENT CONDITIONS WITH THE
MICROORGANISMS IZOLATED FROM SOIL SAMPLES

SUMMARY

Key Words: Heavy Metals, Copper bioremoval, Copper resistant microorganisms.

Pollution of environment, especially water resources with heavy metals is a natural
consequence of industrialization. Heavy metals accumulate in living tissues by means
of food chain, in this way they arrive to human beeings. Mechanical and chemical
techniques are used for the removal of heavy metals creating great danger in terms of
human and environmental health. Because of the fact that there is a lack of adequate
filtration with those techniques, also they are expensive, use of microorganisms have
been preferred for metal removal in recent years.

In this study, microorganisms were insulated from five different soil samples taken
from the different locations of Darica district of Kocaeli, which are thought to be highly
contaminated with heavy metals. Copper removal capacities of pure and mixed cultures
were investigated and two izolate (N, c and N,a) with high copper removal capacity

were sellected for further studies. Effect of there different pHs, temperatures and seven
different copper concentration were tested optimum pH, temperature and copper
concentration for high bioremoval efficiency was determined. Change in copper
concentration was monitored by using atomic absorbtion spectrophotometer. Range of
copper concentration between 10-20 mg/L. was found to be suitable for high rate of
removal, highest bioremoval with an efficiency of 82 % was obtained at pH 6,8 and 85
% at 30°C with N, c. N a showed 75 % of highest copper removal efficiency at pH 6,8

and 91 % at 30°C.

xii



BOLUM 1. GIRIS

Son yillarda niifustaki hizli artis, enerji ve besin yetersizligi, diizensiz kentlesme,
insanlarin agir1 tiiketim istegi ve hizla gelisen teknolojik ilerlemeler, ¢evre kirliligi
sorununun Onemini iyice hissettirir hale gelmistir. Ozellikle, agir metallerin

olusturdugu kirlilik 6nemli ¢evre problemlerini de beraberinde getirmektedir [1, 2].

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde agir metaller ve tlirevlerinin ¢evrede yaygin
olarak bulunmasi endiistriyel faaliyetlerin dogal bir sonucudur [3]. Cevre kirliligini
arttiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda Onemli rol oynayan endiistri
kuruluslarinin basinda, atik sularinda agir metal igeren kuruluglar gelmektedir. Agir
metaller genellikle metal kaplama endiistrisi, otomobil endiistrisi, elektriksel ve
elektronik materyallerin {iretilmesi ve kullanilmasi, boru, silah ve lastik
endiistrilerinde kullanilir [1, 4]. ilgili endiistri kuruluslar, siirecleri geregi cesitli agir
metalleri kullanmakta ve atiklarinda civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom,
arsenik ve giimiis gibi metal iyonlarini ihtiva etmektedir. Bu metaller icersinde
kursun, ¢inko, bakir, kobalt, kadmiyum, krom, nikel, arsenik, civa ve glimiis gibi
metal iyonlari, kalici etkilerinden dolay1 canli sistemleri ve ¢evre sagligi yoniinden

Oonem tasimakta olup belirli bir sinir1 aginca da son derece toksik etki gostermektedir.

Agir metallerin endiistri atiklarindan uzaklastirilmasi i¢in mevcut konvansiyonel
fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir. Bu yontemler; kimyasal ¢oktiirme,
iyon degisimi, aktif karbon ile adsorpsiyon, ters osmoz, filtrasyon ve membran
teknolojileri seklinde siralanabilir. Ancak bu yontemlerin ekonomik olmayislar1 ve
elde edilen aritim diizeyinin yeterli olmamasi nedeniyle bu alanda &nemli bir
potansiyele sahip mikroorganizmalarin etkin bir sekilde kullanildig: ve tercih edildigi
goriilmektedir. Bu amagla cesitli bakterilerin, funguslarin ve alglerin kullanildig

bilinmektedir [1, 3-4].



Biyoremediasyon (biyoaritim) su, hava ve topraktaki kirliligin, bir ortamdan bagka
bir ortama transfer edilmeden, mikroorganizmalar veya biyolojik kokenli maddeler
kullanilarak bir grup uygulama ile yok edilmesidir. Agir metallerin canli veya 6li
mikroorganizmalarla biyoaritimi son yillarda yanlizca yeni olmasiyla degil aym

zamanda endiistrideki potansiyel uygulamalari ile oldukg¢a dikkat cekmistir [5].

Biyolojik aritim siirecinde tercih edilen mikroorganizmalar ¢evrelerindeki yiiksek
metal konsantrasyonlariyla ilgili ¢esitli stratejiler gelistirmislerdir. Bunlar, hiicre
yiizeyine ya da hiicre ¢eperine metalleri baglama, metalin hiicre i¢i translokasyonu,
presipitasyon ve volatilizasyonunu igeren metal transformasyonlaridir [6]. Bakteri,
mantar ve alglerin toksik metalleri birgok uzaklastirma yollar1 tanimlanmistir. Agir
metaller, hiicre duvarindaki seliiloz yapi i¢ine yakalanabilirler ve takiben seliiloz yap1
icinde bulunan baglanma bdlgelerine biyosorbe olurlar. Cozeltideki metal iyonlari,
hiicre duvarindaki biyopolimerlerde bulunan kimyasal, fonksiyonel gruplarla
tutulurlar. Yiizeydeki bu baglanmalar amid, amid imidozol, hidroksil, karboksil,

fosfat tiyoeter ve diger fonksiyonel gruplarla gergeklesir [5].

Agir metallerin biyolojik siireglerle giderimi konusunda pek ¢ok ¢alisma yapilmistir.
Son yillarda ise canli mikroorganizma hiicreleri kullanilarak agir metallerin
uzaklastirllmasmma yonelik caligmalar hiz kazanmistir. Bu amagla canli
Saccharomyces cerevisiae, Pseudomonas aeroginasa, Citrobacter sp, Bacillus sp,
Schizosaccharomyces pombe, Candida sp, gibi mikroorganizma hiicreleri Cu, Ni, Pb
gibi agir metallerin biyoaritimi i¢in kullanilmigs ve Onemli Olciide verim elde
edilmistir. Agir metal giderimi {izerinde etkinligi arastirilan mikroorganizmalar
olmasma ragmen henliz bu mikroorganizma tilirlerinin izolasyonu ve

identifikasyonuna yonelik detayl bir ¢aligma bulunmamaktadir [5, 6].

Bu tez calismasinda agir metallerce kirlenmis oldugu diisiiniilen ¢evrelerden bakir
gideriminde kullanilabilecek etkin mikroorganizmalarin izolasyonu amacglanmistir.
Kocaeli’nin Darica ilgesi igersinde agir metallerce kirlenmis bdlgelerden toplanan
bes adet farkli toprak numunesinden izole edilen karisik ve saf kiiltiirlerin bakir
biyogiderim kapasiteleri arastirilmis ve yiliksek bakir giderimi gosteren saf kiiltiirler

izole edilmistir.



BOLUM 2. GENEL BIiLGILER

2.1. Agir Metaller

Agir metaller, yogunluklar1 suyun yogunlugunun en az 5 kati daha fazla olan, atom
agirhigr 50 ve iizeri olan elementler olarak tanimlanmaktadir. Civa, nikel, kursun,
arsenik, kadmiyum, aliiminyum, platin ve bakir agir metallere 6rnek verilebilir. Agir
metallerin viicutta hi¢bir fonksiyonu yoktur ve viicut i¢in zararlidir. Endiistriyel
faaliyetler sonucu havaya atilan agir metaller, sonugta karaya ve buradan bitkiler ve
besin zinciri yoluyla da hayvanlara ve insanlara ulasirlar ve ayn1 zamanda hayvan ve
insanlar tarafindan havadan aeresol olarak veya toz halinde solunurlar. Agir metaller
endiistriyel atik sularin igme sularina karigmasi yoluyla veya agir metallerle
kirlenmis partikiillerin tozlagsmasi yoluyla da hayvan ve insanlar iizerinde etkin

olurlar [7, 8].

Agir metallerin bulundugu formlar:

Toprak ¢6zeltisinde

Toprak taneciklerinin elektriksel yiiklerine bagl olarak degisebilir.
Organik materyallerle bilesik olusturmus sekilde

Cokelti halinde

A o

Minerallerin kristal kafes yapisinda

Agir metallerin dogaya yaymimlari dikkate alindiginda ¢ok ¢esitli sektorlerden farkli
islem kademelerinden biyosfere agir metal atilimi gergeklestigi bilinmektedir. Sekil

2.1°de farkl sektorlerden biyosfere agir metal yayinimi sematik olarak verilmistir.

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yagamsal ve yasamsal

olmayan olarak siniflandirilirlar [8].
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Sekil 2.1. Sematik olarak agir metallerin dogaya yaymimlari

Yasamsal olarak tanimlanan agir metallerin organizma yapisinda belirli bir
konsantrasyonda bulunmalar1 gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara
katildiklarindan dolayr diizenli olarak besinler yoluyla alinmalar1 zorunludur.
Omegin bakir hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hiicrelerinin ve birgok

oksidasyon ve rediiksiyon prosesinin vazgecilmez pargasidir [8].

Buna karsin yagsamsal olmayan agir metaller ¢ok diisiik konsantrasyonda dahi
psikolojik yapiyr etkileyerek saglik problemlerine yol acabilmektedirler. Bu gruba en

1yi 6rnek kiikiirtlii enzimlere baglanan civadir [8].

Bir agir metalin yasamsal olup olmadig: dikkate alinan organizmaya da baghdir.
Ornegin; nikel bitkiler agisindan toksik etki gosterirken, hayvanlarda iz elementi

olarak bulunmas1 gerekir [8].



2.1.1. Bakir ve ozellikleri

Bu tez calismasinda kullanilan bakir, atom numarasi, kiitle numarasi ve simgesi ile
birlikte sekil 2.2’de gosterilmistir. Alt boliimlerde ise bakir hakkinda daha genis
bilgiye yer verilmektedir. Bakir oda sicakliginda (25°C 298 K) turuncu renkli
yumusak bir metaldir. Periyodik cetvelin d-blogunda yer alir [9].

Sekil 2.2. Bakir ve simgesi [10]

Atmosfer kosullarinda metalik gri tonunda bulunmayan 2 metalden biri olan bakir,
M.O. 5000 yilindan beri taninmaktadir ve adm ilk bulundugu yer olan Kibris’in
latincesinden (aes cyprium=Kibris cevheri, cyprium ve daha sonra Cuprum) almistir.
[k kez Misirlilar tarafindan iiretilen bakir, M.O. 3000 yilindan itibaren (Bronz Cag1)
Anadolu, Yunanistan ve Hindistan’ da mekanik 6zellikleri alasimlandirma yolu ile
artirilarak kullanilmigtir. Dogada 200°den fazla bakir minerali bulunmakla beraber
sadece 20 tanesi bakir cevheri olarak endiistriyel dneme sahiptir ve diinya bakir
rezervlerinin % 68’ ine Sili, ABD, Sovyetler Birligi, Zambiya, Peru, Zaire ve
Kanada; % 32'sine ise diger iilkeler sahip olmak iizere yaklasik 650x10°ton bakir
rezervi oldugu tahmin edilmektedir. Diinyadaki bakir iiretiminin ancak % 0,4 miktari

Tiirkiye’de ¢ikarilmaktadir. [11, 12]. Bakir1 elde etmek i¢in su yontem uygulanir:

Bakir siilfiir kavrularak bakir (I) okside indirgenir ve ortamdaki kiikiirt SO, seklinde

uzaklastirilir. Elde edilen oksit firinlanarak %99 saflikta elementel bakir elde edilir.

2Cu,S +30, — 2Cu,0 + 250,
2Cu,0 +Cu,S ___, 6Cu+SO0,

Daha sonra bu eclementel bakir daha da saflastirilmak istenirse, elektrolitik

yontemlerle katot saf bakir ile kaplanarak saflagtirilir [9].



Endiistride bakirin 6nemli rol oynamasinin ve cesitli alanlarda kullanilmasinin
nedeni cok farkli ozelliklere sahip olmasidir. Bakirin en 6nemli o6zelliklerinin
arasinda yiiksek elektrik ve 1s1 iletkenligi, asinmaya ve korozyon direnci, ¢ekilebilme
ve doviilebilme 6zellikleri sayilabilir. Ayrica alasimlart ¢ok cesitli olup endiistride
(otomotiv, basingli sistemler, borular, vanalar, elektrik santralleri ve -elektrik,

elektronik vd.) degisik amagh kullanilmaktadir [11].

Bakir genel kimyasal 6zelliklerinden dolayr dogaya yaymimi agisindan “Atmofil”
(hava sever) grupta yer almasina ragmen, havada bulunan bakir konsantrasyonu
iiretim yapan sanayi birimine uzakligina baghdir. Bakir “Lithofil” (kaya sever)
elementler gibi suda ¢oziinerek genis bir alana dagilabilir bu nedenle de g¢evresel
acidan iki grubun arasinda degerlendirilir. Atmosfere yayilan bakirin % 1’ 1 biyolojik

kullanilabilir iyon halinde kalirken diger kisim sedimente olarak ¢okelir [11].

Tarmmsal kesimlerde havadaki ortalama bakir konsantrasyonu 5-50 ng/m’ iken
endiistriyel kirletilmemis bdolgelerdeki deniz suyundaki bakir konsantrasyonu 0.15
pg/L ve tath suda ise 1-20 pg/litre’dir. Dogal sularin pH degerine bagli olarak
¢Oziinlirlik smmirindaki azalma sonucu sularin dibinde ¢okelir ve dogal yeralti tath
sularin ¢okeleklerinde yaklasik 16 - 5000 mg / kg (kuru agirlik) arasinda ve deniz
dibinde ortalama 2-740 mg / kg (kuru agirlik) bakir bulunur. Kirletilmemis toprakta
bakir konsantrasyonu ortalama 30mg/kg (sinirdegeri 2-250mg/kg) seviyelerindedir [11].

Bakirin temizlenmesi, levha haline getirilmesi, metal-proses endiistrilerinde bakir
iyonu derisimi 100-120 mg/I’ye yaklasir. Ayrica bakir isletme enddistrisi
atiksularindaki bakir (IT) kirliligi 400 mg/I’ye kadar ¢ikmaktadir. Bu degerler su-
nitelik standartlarina gore oldukga yiiksektir [6].

2.1.2. Bakirn bilesikleri ve reaksiyonlar:

Degerligi +1 ve +2 olan bakirin olusturdugu bilesikler Tablo 2.1’de gosterilmistir [9].
Bakira oksijensiz asitler etki etmez. Oksijenli asitler yiikseltgen olarak etki eder [12].

Bakirin asit ile reaksiyonu; Bakir metali sicak derisik stilfiirik asit ile reaksiyonu

sonucunda Cu(Il) ¢dzeltisi olusturur. Bu iyon aslinda [Cu(OH,),]" kompleksidir.



Ayn1 zamanda agiga hidrojen gazi ¢ikar. Bakir metali seyreltik ve derisik nitrik asit

de ¢oziiniir [9].

Cu (s) + H,SO, (aq) ——» Cu™ (aq) + SO, (aq) + H, (g)

Tablo 2.1. Bakirin bilesikleri

CuF CuCl,.2H,0 | CuO CuCl, CuSe Cu,Te
CuF, CuBr Cu,O Cul Cu,Se CuS0O,.5H,0
CuCl CuBr 5 CuS Cu2S CuTe

2.1.3. Bakirin kullanim alanlari

- Bakir tel yapiminda

- Yiiksek frekans hatt1 yapiminda

Renkli cam yapiminda

Kabartma metal olarak

Elektrik endistrisinde

“Ayrica bakar;

Miizik enstriimanlarinin yapiminda

Vakum tiipleri, katot 1s1k tiipleri , mikrodalga firinlarda

Bilesikleri seker analizinde Fehling’s ¢6zeltisini hazirlanmasinda

Bakair siilfat tarim zehri olarak ve sularin saflastirilmasinda kullanilmaktadir [13].

- Hemocyaninin anahtar komponentidir. Siiperoksit dismutaz, sitokrom C

oksidaz, katalaz, dopamin hidroksilaz, askorbik asit oksidaz gibi enzimlerin

prostetik grubunun pargasidir. Agir molekiil agirlikli oksidazlar %0,05-0,35

oraninda bakir igerirler.

- Demirle birlikte hemoglobin olusumunda rol oynar. Merkezi sinir siteminin

diizgilin calismasinda ve kollajen olusumunda C vitamini ile birlikte 1g goriir.




- Bakirin azot fiksasyonunda, fotosentezde ve biiylik ihtimalle klorofil

iiretiminde rol oynadigina dair kanitlar bulunmaktadir” [14].

2.1.4. Bakirin canlilar ve cevre tizerindeki etkileri

Bakirin bitkiler ve canlilar iizerindeki etkisi, kimyasal formuna ve canlinin
biiyiikliigiine gore degisir. Kiiclik ve basit yapili canlilar icin zehir Ozelligi
gosterirken biiylik canlilar i¢in temel yap1 bilesenidir. Bu nedenle bakir ve bilesikleri

fungusit, biosit, anti bakteriyel madde ve bdcek zehiri olarak tarim zararlilarina ve

yumusakgalara kars1 yaygin olarak kullanilir. Ornegin % 1 - 20 CuSO* igeren kireg
stitii karisimi “Bordo-Karigimi1” olarak bilinir ve iiziim tariminda fungusit olarak
kullanilir. Tarimsal miicadelede kullanilan bu fungusitin bilingsiz ve asir1 kullanimi
sonucu topragin yapisi bozulmakta ve bu da toprak kirliligine yol agmaktadir.

Bitkide 20 ppm den fazla Cu toksik etki yapar [11, 15, 16].

Bakir dogada pek cok sebzede ve meyvede bulunur. Ornegin elmada ortalama 0,1 -
2,3 mg/kg bakir mevcutken, kuru erikte bu deger 3,7 - 5,0 mg/kg’ a ¢ikar, ay
cekirdeginde ise 14,3 - 19 mg/kg bakir bulunur. Anne siitii ortalama 200-400 pg/L
bakir icerir ve bebek agirligi basina 50 pg bakir alir. Bakir eksikligine bagli olarak
hayvanlarda ve insanlarda biiylimede gecikme, solunum sisteminde enfeksiyonlar,
kemik erimesi, anemi, sa¢ ve deride renk kaybi gibi rahatsizliklar kendini
gosterirken, bakir bilezikler eklemlerin kire¢lenmesine ve romatizmaya karsi

kullanilir [11].

Bakir, organizmada esansiyel element olarak bulunur. Bakirin kiiciik miktarlar
saglhiga zararli degildir. Bakir viicut fonksiyonlar1 acisindan 6nemli olmakla beraber
ozellikle sag, deri esnek kisimlari, kemik ve bazi i¢ organlarin temel bilesenidir.
Eriskin insanlarda ortama 50 - 120 mg bulunan bakir, amino asitler, yag asitleri ve
vitaminlerin normal kosullarda metabolizmadaki reaksiyonlarinin vazgecilmez
Ogesidir. Bir ¢ok enzim ve proteinin yapisinda bulunan bakir, demirin
fonksiyonlarini yerine getirmesinde aktivator gorevi istlenir. Bakir eksikliginde
hayvanlarda anormallikler, kansizlik, kemik hatalar1 ve sinir sisteminde bozukluklar

tespit edilmistir [6, 11].



Bakir madeni oksit, karbonat ve siilfit bilesikleri seklinde endiistride ¢ok
kullanilmaktadir. Endiistriyel kullanim sonrasinda bakir igeren atiklar direkt olarak
topraga verildiginde ve dolayli olarak ta havaya ve suya verildiginde cevreyi
kirleterek toprak kirliligine neden olmaktadir. Agir metallerden biri olan bakirin
topraktaki konsantrasyonlarinin artmast sonucunda bitki gelisimi ve kalitesi

bozulmakta ve topraktan alinan verim azalmaktadir [6, 15].

Akut bakir zehirlenmesi seyrek olarak gozlenir. Genelde yiyecek ve igeceklere
kazayla bakir ihtiva eden maddelerin karigmasiyla veya kasten bakir tuzlarinin
yutulmasi sonucu zehirlenme gergeklesir ve bakir ¢aligi olarak bilinir [11]. Bakir
tuzlartyla akut zehirlenmeler, endistriyel atiklarin ya da bakir tuzlarinin 6zellikle
bakir siilfatin oral yolla alinmasiyla bazen 6liimle sonuglanmaktadir. Viicutta biriken
asir1 bakir, karacigerde tahribe neden olur. Bakir ile temas edenlerde ciltte solukluk
fark edilmistir. Kii¢iik bakir tanecikleri, bakir karbonat ya da bakir tozlarina maruz
kalindiginda zayiflik, mide bulantis1 ve siddetli aksirmaya neden olur. Ayrica karin
agrisi, kusma, kanama, bitkinlik, kansizlik, sarilik, soluma zorlugu gibi etkilerde
gozlenebilir. Viicutta bakir birikmesi sonucu Wilson hastaligt meydana gelir. Kronik
olarak bakira maruz kalmada ise akciger kanseri tespit edilmistir. Bakirin fazlasi
sucul yasam i¢inde onemli bir tehlikedir. Yiiksek konsantrasyonda bakir balik ve
diger canlilarin karaciger, bobrek gibi organlarini etkiler, sinir sisteminde hasara yol

agar [6, 9].

2.2. Agir Metallerin Giderim Yontemleri

Agir metallerin gideriminde bircok yontem kullanilmaktadir. Yontem se¢iminde
metalin tiirii, suda bulunma sekli ve derisimi gibi faktorler onem tagimaktadir [17].
Kimyasal ¢oktiirme, kimyasal oksidasyon ve indirgenme, elektro-kimyasal
yontemler, buharlastirma yoluyla geri kazanim, filtrasyon, iyon degistirme, membran
teknolojisi endiistriyel atik sulardan agir metalleri uzaklastirmak i¢in kullanilan bazi
metodlardir [5]. Giiniimiizde en c¢ok bagvurulan agir metal giderim yontemleri
biyolojik yontemlerdir. Biyolojik yontemlerden biyosorpsiyon ve adsorpsiyon

yontemi agir metal gideriminde en ¢ok kullanilan  yOntemlerdendir. Bu
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yontemlerin en ¢ekici yonii maliyetlerinin ucuz olmasi ve kullanilabilecek materyal

seceneginin fazla olmasidir [18, 19].

2.2.1. Bakir gideriminde kullanilan yontemler

Bakir (Cu™) iyonu kirliliginin giderilmesinde kimyasal ¢oktiirme ya da iyon
degistirme, buharlagtirarak geri kazanma, biyosorpsiyon, adsorpsiyon ve
elektrokimyasal aritma teknikleri gibi yontemler kullanilabilir. Kimyasal ¢oktiirme,
asidik atiksuya kire¢ ya da metal siilfiir eklenerek yapilir. Bakir oksitin minimum
¢oziiniirliigii, pH 9-10.3 arasindadir. Iyon degistirme, iyon degistirici olarak dogal
maddeler veya sentetik regineler kullanilarak yapilir. Buharlagtirarak geri kazanma
pahali bir prosestir ve atikta bakirdan baska istenmeyen maddeler buharlagma
sonunda derisimi artmis olarak bulunur. Biyosorpsiyon, bir ¢ozeltiden bakir (Cu™)
iyonlarmin biyokiitle ile uzaklastirilmasiyla gerceklesir. Adsorpsiyon, bakir (Cu**)
iyonlariin kat1 bir yilizey iizerinde tutulmasi ile gerceklesir. Elektrokimyasal
yontemler ile bakirin geri kazanilmasinda ise atiktaki bakir derisiminin 1-2 g/I’den az

olmamasi ve oldukea yiiksek gili¢c harcanmasi gerekmektedir [6,17].

2.3. Mikroorganizmalar

Genellikle mikroskop altinda goriilebilen ve ¢ogunlukla tek hiicreli olan canlilar
mikroorganizma olarak adlandirilir. Bakteriler, viriisler, kiif ve mayalar bilinen
mikroorganizma cesitleridir. Mikroorganizmalar dogada, su ve toprakta, baz1 gida
maddelerinde, gelismis canlilarin deri ve bagirsaklarinda, organik maddelerde hemen
her yerde bulunurlar. Mikroorganizmalarin {retilmesi, canliliklarinin devam
ettirilmesi, saf kiiltliriin elde edilmesi, biyolojik ve metabolik iirtinlerin elde edilmesi
gibi amagclarla dogal ortam disinda ¢cogalmak i¢in kullanilan ve amaca uygun olarak
genelde mikroorganizmalarin gereksinim duydugu maddeleri ve ozellikleri iceren
besleyici ortamlara besiyeri denir. Uzerinde veya icinde mikroorganizma iiretilmis ya
da tiremis besiyerine kiiltiir denir. Mikroorganizmalarin bulunduklar1 ortamdan belli
teknikler ile alinarak uygun bir besi yerine aktarilmasi ve burada gelismelerinin

saglanmasia kiiltiir yapma (kiiltivasyon) denir. Kiiltiirler genellikle buzdolabinda



11

0-5°C’de muhafaza edilmektedir. Ayrica kiiltiirleri dondurarak (derin dondurucuda
gliserol stok i¢inde -20°C, siv1 azot iginde -196°C) donmus halde ve liyofilize stok
kiiltlirlerini hazirlayarak kuru formda, canlilik ve aktivitelerini yitirmeden uzun siire
saklamak miimkiindiir. Mikroorganizmalarin biiylimesine etki eden faktorlerden
sicaklik, pH, oksijen ihtiyaci gibi faktorler mikroorganizma tiiriine gore degiskenlik
gosterir, her mikroorganizmanin belirli sicaklik ve pH degerinde bir gelisme

optimumu vardir [20, 21].

Kesikli kiiltiir sistemlerinde biiyiime kapali bir sistem veya kapali bir g¢evrede
gerceklesir. Kesikli kiiltiir sistemleri uygun biiylime ortami igeren bir kap olup
optimum pH, sicaklik ve redoks potansiyeli kosullarinda c¢alistirilirlar. Biiyiime,
ortamdaki gerekli bilesenlerin tilkenmesi veya toksik triin birikimi, pH degisikligi
gibi cevresel degisiklikler gozlenene kadar devam eder. Tipik bir kesikli ¢cogalma

egrisi ve ¢ogalma egrisinde gbzlenen fazlar Sekil 2.3’te gosterilmistir [21].

Mikroorganizmalar asagidaki 6zellikleri nedeniyle ideal biyolojik sistemlerdir [6].

- Hizli biiyiimeleri ve kisa Omiirleri, her tiirlii c¢evre sartlarina ¢abuk uyum
gostermelerini saglar.

- Sentezledikleri tirtinler ¢ok ¢esitlidir.

- Mikroskobik derecede ¢ok kiiclik olduklarindan yiizey/hacim orani ¢ok yiiksektir.

Bu nedenle de metabolizmalar1 ¢ok yiiksektir.
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2.3.1. Mikroorganizmalarin agir metal gideriminde kullamilmasi

Hem o6li hem de canli mikroorganizmalar metalleri tutma o&zelligine sahiptir.
Bakteriler, mantarlar, algler ve mayalar ise yapilarinda ve ylizeylerinde agir metal
adsorplayabilme yetenegi olan mikrobiyal tiirlerden birkagidir. Diisilk pH larda
biyoaritim i¢in en sik kullanilan biyokiitle tiirleri arasinda mayalar bulunmaktadir.
Canl1 veya olii bircok maya, farkli kosullar altinda, farkli derecelerde agir metalleri
biyoaritma becerisine sahiptirler [22-25]. Mikrobiyal hiicreler (canli ya da 6lii) ve
onun {iriinleri, metalin hem ¢6ziinen hem de kati hali i¢in etkin bir biyoakiimiilatordiir.
Metal toplayici biyoprosesler, genellikle 6lii biyokiitleler tarafindan tutunma ile ya da
yasayan hiicrenin biyoakiimiilasyonu ile gerceklesmektedir [24, 26]. Tim
mikroorganizmalarin hiicre ylizeyi, ¢esitli anyonik yapilar nedeniyle negatif yiike
sahiptir. Bu durum bakteriye metal katyon baglama yetenegi vermektedir. Cesitli
mikrobiyal tiirlerin uranyum, bakir ve kirli atiklardaki diger metal iyonlarinin
biyosorpsiyonu i¢in oldukca verimli olduklar1 goriilmiistiir [ 18]. Mantar, maya, yosun,
alg ve bakteriler gibi pek ¢ok mikrobiyal tiirlin yapilarinda yiiksek miktarlarda agir
metal biriktirebildikleri bilinmektedir. Agir metal gideriminde kullanilan canli ve 6li
biyokiitleler (mikroorganizma, bitki vs..) biyosorbent veya adsorbent terimi ile ifade
edilirler. Bakterilerin yiliksek yiizey hacim oranlarinin olmasi nedeniyle ¢ok iyi

biyosorbentler olacagi 6ne siirtilmiistiir. [27-30].

Agir metallerin gideriminde kullanilan bazi mikroorganizma ornekleri Tablo 2.2°de

verilmistir [6].

Tablo 2.2. Agir metalleri uzaklastirma ¢aligmalarinda kullanilan bazi mikroorganizma drnekleri

Mikroorganizma Element Uygulamay1 yapanlar Referanslar
Citrobacter sp. Kursun Aikin ve ark., (1979) Gadd, 1988.
Bacillus subtilis subs. niger Bakir Baldry ve Dean (1981) Gadd, 1988.
Pseudomonas fluorescens Bakir Baldry ve Dean (1981) Gadd, 1988.
Escherichia coli Bakir Baldry ve Dean (1980) Gadd, 1988.
Zooglea ramigera Bakir Norberg ve Persson (1984) Gadd, 1988.
Bacillus sp. Bakar, kursun, krom Ozdag ve ark., (2000) Ozdag ve ark., 2000.

Fungi (47 strain) Bakir Baldry ve Dean (1980) Gadd, 1988.
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2.3.2. Mikroorganizmalarda metal toksisitesi ve mikrobiyal diren¢ mekanizmalari

Bazi1 metaller mikrobiyal hiicrelerin temel bilesenlerindendir. Mikrobiyal biiyiime ve
metabolizma i¢in gerekli olmalarina ragmen ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda toksik
olabilirler, 6rnegin Cu. Toksisite, proteinler ve niikleik asitler gibi reaktif siilfidril,
karboksil ya da fosfat gruplari igeren ligandlara metalin baglanmasi sonucu
olusabilir. Metaller mikroorganizmalarda protein, hiicre zar1 veya DNA gibi
yapilarda bozulmalara sebep olurlar ve bakterinin metabolik faaliyetlerini
yavaglatirlar. Bu metal toksisitesi ile basa ¢ikabilen mikroorganizmalar yiiksek metal
konsantrasyonlarinda hayatlarini siirdiirebilirler. Bu mikroorganizmalarin metal
toksisitesini Onlemek ic¢in gelistirdigi mekanizmalar metal direngliligi ve
detoksifikasyon yetenegidir. Metal direncliligi ve detoksifikasyon ig¢in genel

mekanizmalar sunlardir:

- Stimiiksii tabaka: Metalin hiicre i¢ine girmesine engel olur.

- Egzopolimerler: Baz1 mikroorganizmalar metallere baglanabilen egzopolimerler

iireterek metal sequestrasyonu olarak bilinen islemi gerceklestirirler.

- Ekstrahiicresel yapilar: Bu yapilara metal baglanmasi hiicreye girmelerine engel

olur.

- Hiicre yiizeyindeki fosforil ve fosfolipidler.

- Sidrofor: Metallerle kompleks olusturan ikinci 6nemli ekstrahiicresel molekiildiir.
Siyanobakterilerde bakir toksisitesini engelleyen Sidrofor molekiilleri bulunur.
Sidrofor demir molekiiliine baglanarak ¢oziinmiis demir konsantrasyonunu diisiiriir

ve demirin toksisitesini azaltmis olur.

- Biyosurfaktanlar: Mikroorganizmalar tarafindan tretilen ve kirlilik yaratan zararh

atiklar1 pargalamak, yok etmek amaciyla kullanilan biyolojik maddelerdir.

- Fosfat: Citrobacter sp. tarafindan enzimatik olarak olusturulan fosfatin kursun ve

bakir ile birleserek ¢cokmesi sonucu detoksifikasyon gergeklesmis olur [31].
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Agir metallerin, mikroorganizmalara olan toksisiteleri mikrobiyolojik ve ortamsal
faktorlerin etkisi altindadir. Agir metallerin organik maddelere baglanmasi,
cokelmesi, komplekslesmesi ve iyonik etkiler metallerin toksisitesini etkileyen

faktorlerdir [32].

2.4. Adsorpsiyon

Yiizeyde tutunma prosesi olan adsorpsiyon Ozellikle diisiik konsantrasyonlu agir
metallerin gideriminde yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bir katinin veya bir
stvinin sinir yiizeyindeki konsantrasyon degismesi olayina adsorpsiyon denmektedir.
Bir baska deyisle taneciklerin bir yiizeye tutunmasina adsorpsiyon adi verilmektedir.
Adsorplanan maddeye adsorbat ya da adsorplanmis madde, adsorblayici maddeye de
adsorbent veya adsorplayict madde denilmektedir [17]. Adsorplayan madde ylizeyi
ile adsorplanan kimyasal arasindaki ¢ekim kuvvetlerine bagli olarak gerceklesen li¢

tiir adsorpsiyon islemi tanimlanmaktadir.

a) Fiziksel Adsorpsiyon: Kati yiizey ile adsorplanan madde molekiilleri arasindaki
cekim kuvvetleri sonucu olusan adsorpsiyon olayidir. Burada zayif van der Waals
kuvvetleri etkindir ve islem tersinirdir. Adsorpsiyon sonucu yogusma enerjisinden

biraz fazla 1s1 ag1ga cikar.

b) Kimyasal Adsorbsiyon: Adsorplanan madde ile kat1 yiizey arasindaki fonksiyonel
gruplarin kimyasal etkilesimi ile olusan adsorpsiyondur. Adsorpsiyon tersinmezdir
ve tek tabakalidir. Adsorpsiyon sirasinda agiga c¢ikan 1s1 reaksiyon isisindan daha

biiytiktiir.

c) Iyonik Adsorbsiyon: Elektrostatik ¢ekim kuvvetlerinin etkisi ile iyonlar yiizeydeki
yiiklii bolgelere tutunmaktadir. Burada adsorplayan ile adsorplananin iyonik giicleri

onemlidir. Iyonlar es yiiklii ise daha kiiciik olan tercihli olarak yiizeye tutulur.

Adsorbsiyon olaylarinin ¢ogu, bu ili¢ adsorbsiyon tiiriiniin bilesimidir. Bu nedenle
bir adsorbsiyon olayinda fiziksel ve kimyasal adsorbsiyonu ayirt etmek genel olarak

kolay degildir [33].
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Adsorpsiyonu etkileyen bazi faktorler sunlardir:

- pH: Hidronyum ve hidroksil iyonlar1 kuvvetle adsorbe olduklarindan, diger iyonlarin
adsorpsiyonu ¢ozelti pH’indan etkilenir. Ayrica asidik veya bazik bilesiklerin

iyonizasyon derecesi de adsorpsiyonu etkiler.

- Sicaklik: Adsorpsiyon igslemi genellikle 1s1 veren bir tepkime bi¢iminde gerceklesir.
Bu nedenle azalan sicaklik ile adsorpsiyon biiylikliigli artar. Agiga ¢ikan 1sinin
genellikle fiziksel adsorpsiyonda yogusma veya kristalizasyon 1silar1 mertebesinde,
kimyasal adsorpsiyonda ise kimyasal reaksiyon 1sis1 mertebesinde oldugu

bilinmektedir.

- Yiizey alani: Adsorpsiyon bir yiizey islemi oldugundan, adsorpsiyon biiyiikligi
spesifik ytizey alani ile orantilidir. Adsorplayicinin partikiil boyutunun kiigiik, ylizey

alaninin genis ve gozenekli yapida olmasi adsorpsiyonu artirir [33].

2.4.1. Mikroorganizmalarla agir metal adsorblanma mekanizmasi

Mikroorganizmalarla metal adsorbsiyon mekanizmasi iki basamaktan olugur. 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 silire sonra denge olusur. Hizli
giderme genellikle ylizey adsorbsiyonu sonucudur. Metal aliminda ikinci basamak,
metal iyonlarmin hiicre zarindan igeri tagimiminmi da igeren, metabolik aktiviteye
bagli, daha yavas, hiicre i¢i giderim basamagidir. Bu basamaga aktif giderim denir.
Mikroorganizmanin, sulu ortamdan hiicre yiizeyine metal adsorblanmasini

aciklamaya caligan ¢esitli hipotezler ileri siiriilmektedir. Bunlardan ilki;

a) Metal iyonlar1 hiicre yiizeyindeki negatif yiiklii reaksiyon alanlar ile kompleks
olusturarak veya pozitif yiiklii reaksiyon alanlari ile yer degistirerek adsorblanabilir.
Bu olaya iyonik adsorbsiyon adi da verilir. Hiicre duvarindaki polisakkaritler sahip

olduklar siilfat, amino ve karboksil gruplar1 sayesinde iyon degistirme Ozelligine
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sahiptirler. Cift degerlikli metal iyonlarinin, polisakkaritlerin ayni yiikli iyonlartyla

yer degistirdigi bilinmektedir.

b) Onerilen ikinci hipotez ise, bazi mikroorganizmalarin hiicrelerinin dis zarlaridan
uzanan polimerler sentezleyebildikleri, bu polimerlerin ¢ézeltiden metal iyonlarini

baglayabilme yetenegine sahip olduklaridir.

c¢) Hiicre duvarindaki proteinler metali baglamak iizere aktif bolgeler olustururlar.
Agir metallerin proteinlere karsi kuvvetli ilgisi vardir. Proteinlerin peptid baglarinin
azot ve oksijeni, hidroksil, amino, fosfat gibi gruplari, iyonlarin metal iyonlari ile yer
degistirmesi i¢in uygundur. Amfolit karakterde olan proteinlerinde, molekiiliin
tiirline gore belirli bir izoelektrik pH' 1 vardir. Pozitif yiikli metal iyonlarinin
izoelektrik noktanin altinda katyonik bir karakter tasiyan protein molekiillerinin
icerdigi gruplarin ayni yikli iyonlartyla yer degistirdikleri, izoelektrik noktanin
istiindeki pH'larda ise negatif yiiklii reaksiyon alanlariyla kompleksler olusturarak
adsorblandiklar diistiniilebilir. Dolayistyla ortam pH'iin agir metal adsorbsiyonunda

etkin bir parametre olmas1 ongoriilebilir.

d) Bazi mikroorganizmalarin yiizeylerinde yliksek molekiil agirlikli polifosfatlar veya
kimyasal olarak bunlara benzeyen gruplar, metali kompleksleri seklinde kendilerine
baglarlar. Ornegin, Citrobacter sp. hiicrelerinde bulunan organik fosfattan, inorganik
fosfat1 serbest birakan fosfataz enzimi agir metalin, hiicreye bagli metal fosfat

olarak ¢okmesini saglar [33].

Agir metal adsorbsiyonunda canli hiicreler kullanmanin sagladigi yararlar ise asagida

siralanmaktadir:

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

- Bu yontem kuvvetli baglanmis kompleksler halinde metallerin artiminda 6zellikle
tercih edilir.

- Metabolik aktivite, metalin degerligini degistirmede veya organik maddelerle

kompleks olusturmus metalleri gidermede etkili olabilir [34].
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- Canli hiicreler kullanilmasi halinde adsorbsiyonda etkili olan zinciri gelistirmek
ya da metalin zehirli etkisini tolere edebilmek igin genetik miidahale

potansiyeli vardir.

Canli hiicrelerle calismanin tercih edilmeyen yonleri ise, Agir metallerin zehirlilik
etkileri nedeniyle diisik metal konsantrasyonlarinda calisilmasi, Besin ortami
bilesenlerine gereksinim duyulmasi, Tiliketilmeyen besin ortami bilesenlerinin de dis
attimda yer almasi, Sistem tanimlanamadigi i¢cin matematiksel modellemesinin gii¢

olmasidir [34].

Literatiirde agir metal iyonlarmin adsorbsiyonunda mikroorganizmalarin
kullanilmasina yénelik bir¢cok ¢alisma bulunmaktadir. Ik olarak Polikarpov (1966),
radyoaktif elemetlerin sulu ortamda mikroorganizmalar tarafindan dogrudan
adsorplanabildigine dikkat ¢ekerek, bu 0Ozelligin mikroorganizmalarin yasam

fonksiyonlarindan bagimsiz oldugunu iddia etmistir [33].

Chiu (1972), yaptig1 caligsmalarda, uranyum giderebilen bir fungal kiiltiiri atiktan

izole etmeyi basarmistir [35].

Beveridge ve Murray (1976), Bacillus subtilis’in saf hiicre duvarinin yiiksek atom
numarali elementleri adsorpladigini  ve daha sonra bu elementlerin geri

kazanilabilecegini gostermistir [33].

Tsezos ve Volesky (1981), uranyum ve toryum adsorpsiyonunda degisik tiirde
mikroorganizmalar kullanarak, farkli sicaklik ve pH degerlerinde adsorpsiyon
izotermlerini ¢ikarmis, sonuglar1 aktif karbon ve iyon degistirici regineler ile yapilan
adsorpsiyon caligsmalariyla karsilastirmis ve mikroorganizmalarin daha etkin

adsorptif 6zelliklere sahip olduklarini géstermislerdir [35].

Bu konuda iilkemizde ilk defa Aksu ve Kutsal (1990) tarafindan yapilan
calismalarda, yesil alglerden Chlorella vulgaris ile Cu**, Pb**, Zn™, Cr*® ve

Fe™’nin tek bilesenli adsorpsiyonu kesikli karistirmali kapta ve akiskan yatak

reaktorde incelenmis, sonuglarin adsorpsiyon izotermlerine uygunlugu gosterilerek,
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alglerin yiiksek adsorpsiyon kapasitesine sahip biyosorbentler oldugu kanitlanmistir

[36].

[lhan ve arkadaslar1 (2004), yeni bir biyosorbent olarak Penicillium lanosa-coeruleum
biyokiitlesinin agir metal adsorplama kapasitesi lizerine On islemlerin etkisini
incelemisler ve P.lanosa-coeruleum biyokiitlesinin, atik sulardan kursun, bakir ve
nikel giderimi i¢in diisiik maliyetli, etkili bir biyosorbent olarak kullanilabildigini

belirtmislerdir [37].

Gokagagli (2007), Microcystis sp. ile bakir, ¢inko ve demir metallerinin giderimi
iizerinde c¢alismis ve metallerin Microcystis sp. ile adsorpsiyonunun pH’a bagl

olarak farkli 6zellikler gosterdigini gézlemlemistir [9].

Glinlimiize degin yapilan ¢aligmalar gostermektedir ki kullanilan mikroorganizmanin
hiicre tipi ve igerdigi temel bilesenler metal adsorbsiyon mekanizmasini

belirlemektedir.
2.5. Biyosorpsiyon

Atiksulardan toksik metallerin uzaklastirilmasinda yeni bir yontem olarak
biyosorpsiyon kullanilmaktadir. Isisal veya kimyasal yontemlerle oldiiriilmiis
mikroorganizmalar ile yapilan, adsorbsiyon islemi biyosorpsiyon olarak
tanimlanmaktadir. Biyosorpsiyon, biyolojik materyallerin sulu ¢ozeltilerdeki atik
maddeleri hiicre yiizeyi veya i¢inde akiimiile etmesidir. Bu biyolojik materyaller;
bakteriler, algler, mantarlar, kiifler vb. canlilardir. Metal biyosorpsiyonunda
kullanilacak biyokiitleler secilirken géz Oniinde bulundurulmasi gereken en 6nemli
faktor biyokiitlenin kdkenidir. Endiistriyel atiklardan veya dogadan elde edilebilen,
ve hizli lireyen mikroorganizmalar secilmelidir. Biyosorpsiyon konusunda yapilan
bircok caligma, metal iyonlarindan arindirilmis mikroorganizmalarin da tekrar
kullaniminin miimkiin oldugunu ve tekrar kullanilan mikroorganizmanin metal alim

kapasitesinde onemli bir azalma olmadigini gostermistir. Mikroorganizmalar ile agir

metal iyonlarindan birinin (6rnegin; Cu™ iyonunun) biyosorpsiyonunu etkileyen

faktorler arasinda organizmanin 6zgiil yiizey oOzellikleri, pH, sicaklik, metal iyonu
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baslangi¢ derisimi, biyokiitle derisimi, biyokiitle tipi, biyokiitle hazirlanisi, agir metal
iyonunun kimyasal yapisi (tiir, boyut, iyon yiikii) sayilabilir [38]. Agir metal
iyonlarinin  biyosorpsiyonunda hiicre zarma aktarim, fiziksel adsorbsiyon, iyon
degisimi, komplekslestirme ve ¢oktiirme gibi olaylarin gerceklestigi bilinmektedir.
Hiicre duvarlarinda metabolizmaya bagimli ve metabolizmadan bagimsiz baglanma

olmak {izere iki tiir biyosorpsiyon ¢aligmast literatiirde mevcuttur [39].

Mikroorganizmalarla agir metal adsorpsiyonunda Olii hiicreler kullanilmasinin

(Biyosorpsiyonun) avantajlar1 su sekilde siralanabilir:

-Sistemdeki mikroorganizma {ireme parametreleri elimine edilir, metalin
mikroorganizma iizerindeki zehirlilik etkileri 6nemsiz hale gelir.

-Besleme akimi besin ortami bilesenlerini icermez, ¢ikis akiminda kullanilmamis
besin ortami bilesenleri bulunmaz ve besin ortammin bilesenleriyle metal
komplekslesmesi problemi olmaz.

- Metal giderimi ¢ok hizli ve verimlidir ve mikroorganizma bir iyon degistirici

gibi davranir.

- Metal geri kazanilabilir.

- Sistem matematiksel olarak tanimlanabilir [34, 40-41].

Olii hiicrelerle ¢alismanin tercih edilmeyen yonleri ise, Hiicre yiizeyi ¢ok hizli bir
sekilde metalle doygun hale geldiginden adsorpsiyonun pH gibi etkilere kars1 duyarli
olmasi, 6lii hiicrelerin, metalin degerligini biyolojik olarak degistirme potansiyeline
sahip olmayist1 ve agir metallerin zehirleme etkilerine karsi direngli zincirler

gelistirme potansiyellerinin olmamasidir [34, 40-41].

Literatiirde biyokiitlelerin sahip olduklar1 biyosorpsiyon 06zelliklerinin metal
direngliligi ile iliskilendirilmesi konusunda farkli goriisler bulunmaktadir.
Ornegin; S. cerevisiae’nin kat1 ortamda daha yiiksek konsantrasyonlardaki Cu (II)
iyonlarini tolere edebildigi goriiliirken; sivi ortamda bu toleransin daha diisiik
konsantrasyonlarda oldugu goriilmiistiir. Cesitli arastirmacilar tarafindan benzer

sonuglar rapor edilmistir [42-47].
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Tsekova ve Galabova (2003), Rhizopus delemar’in atik sulardan Cu (II) iyonunun
giderimi i¢in biyobirikim yeteneginin yliksek oldugunu belirtmislerdir. Ancak
yiiksek Cu (IT) konsantrasyonlarinda Rhizopus delemar’in 1iyi iireme gosteremedigi
icin biyobirikim yeteneginin azaldigim1 gérmiislerdir. Bu durumu yiiksek Cu(Il)

konsantasyonunun hiicre {izerinde toksik etki yaratmasi ile iliskilendirmislerdir.[48].

Sannasi ve arkadaslar1 (2004), metal isleme aktiviteleri ile ilgili bolgelerden toplanan

karisik bakterilerden olusan bir konsorsiyum kiltiirii ile, Cr(VI), Cu(Il) ve Pb(II) nun
sulu ortamlardan uzaklastirilmasini canli ve Olii hiicrelerle incelemislerdir. Canli
hiicrelerin 6lii hiicrelerden daha fazla metal tutma kapasitesi gosterdikleri, Cu(Il) i¢in
178.87 mg/g maksimum kapasiteye pH 6 da ulasildig1 saptanmistir. PH 6-8 araliginda
canl1 hiicrelerin 6lii hiicrelerden, Cu icin % 17-28 daha fazla metal tutma kapasitesine
sahip oldugu goriilmiistiir. Daha diisiik metal konsantrasyonlarinda ve daha asidik

ortamlarda (pH 3-4) 6li hiicrelerin agir metal giderim kapasitesi yliksektir [49].

Anand ve arkadaslar1 (2005), Cu(Il) iyonunun T7richoderma viride ile giderimi
sirasinda biyoakiimiilasyon mekanizmasini incelemislerdir. 100 mg/l CuCl, .2H,0

konsantrasyonunda, Cu(Il) iyonunun %81’inin 72 saat icinde 3.4 g/l biyokiitle
agirlhig ile uzaklastirildigini gérmiislerdir. Olayin sicaklik ve pH a bagimli oldugunu
saptamiglardir. Elektron mikroskobu ve hiicre fonksiyonu ile yapilan caligmalar,
bakirin %70-80’inin hiicre duvar1 ylizeyinde, bir tabaka halinde bulundugunu
gostermisglerdir [50].

Akar ve Tunali (2006), Pb(I[) ve Cu(Il) iyonlar1 i¢in biyosorpsiyon oOzelligini
arastirmiglar ve A. flavus’un sulu ¢ozeltilerden Pb(Il) ve Cu(Il) iyonlarinin giderimi

icin ucuz ve etkili bir biyosorbent oldugunu belirtmislerdir [51].



BOLUM 3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Cayirova kampiisiiniin batisinda kalan Darica
Bolgesi sinirlart icinde agir metallerce kirlenmis oldugu diisiiniilen topraklardan
ornekler derlenmistir. Bes adet toprak numunesinin toplandigi Darica’nin bu
kesiminde metal sektoriine ait fabrikalar bulunmaktadir. Ayrica toprak 6rneklerinin
alindig1 bolgede hurda metallerinin tasindigr yogun bir trafik ylikii ve hurdalarin
depolandig1r genis alanlar s6z konusudur. Kasim 2007°de belirlenen arastirma
alaninin bes farkli noktasindan &rnekler almmistir. Ornek alma noktalarn tespit
edilirken agir metal kirliliginin fazla oldugu diisliniilen noktalar secilmistir. Bu
noktalar tarali alan olarak Sekil 3.1°de verilmistir. Toprak 6rnekleri toprak ylizeyinin
3-5 cm derinliginden alinip steril plastik kutular i¢ine konulmustur. Daha sonra
toprak Ornekleri izolasyon islemi icin laboratuvara getirilmistir. Laboratuvara
getirilen toprak oOrneklerinden mikroorganizmalar izole edilmis ve bakir giderim
kapasiteleri Atomik Absorpsiyon Spektrofotometre (AAS) cihazt kullanilarak
belirlenmistir. Bu c¢aligmada kullanilan tiim materyaller Gebze Yiiksek Teknoloji
Enstitiisti, Cevre Miihendisligi Boliimii’nden temin edilmistir. Caligmanin tamami
Gebze Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Cevre Miihendisligi Boliimii'niin  Cevre

Biyoteknolojisi Laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.1. Toprak drneklerinin alindig1 bdlgenin konumu (Alan tarali olarak gdsterilmistir)

3.1.1. Deneysel calismalarda kullanilan arac ve gerecler

Toprak orneklerinden izole edilen mikroorganizmalar ile bakir giderimini analiz
etmede hem organik parametrelerin hem de inorganik parametrelerin ayr1 ayr1 tespiti
icin ¢ok sayida cihaz ve ekipmana ihtiya¢ duyulmaktadir. Asagida bu caligma

sirasinda kullanilan temel cihazlar verilmistir.

- Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi, Perkin Elmer 1100
- UV-visible Spektrofotometre, GBC-Cintra20

- pH metre, HANNA Instruments pH 211 Microprocessor pH Meter
- Hassas Terazi, Ohaus AV64

- Inkiibator, Binder

- Santrifiij, Hettich Zentrifugen-EBA20

- Vorteks, Yellowline

- Saf su cihazi, Millipore (Milli-Q Academic A10)

- Su banyosu, Grant

- Manyetik Karistirici, Clifton Cerastir

- Derin Dondurucu (-20°C) , Siemens

- Buzdolab1 (+4°C), Argelik

- Otoklav, Astell



- Laminar Hava Akisli Kabin, Elicent-legrand

- Mikropipet, Eppendorf research (200-1000 pl)
- Ters Mikroskop, Olympus IX 81

- Fotograf Makinesi, Canon Powershot A470

3.1.2. Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddeler ve ¢ozeltiler

Deneysel calismalarda kullanilan kimyasal maddeler Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. Deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasal maddeler

23

Madde Ad1 Firma
Bakir (IT)-Siilfat-5-hydrate extra pure (CuSO,.5H,0) Riedel de Haén
Pepton Merck
Yeast extract (maya ekstrakti) Merck
Sodyum Klortir (NaCl) Merck
Agar Merck
Gliserol Merck
Potasyum Hidroksit (KOH) Merck
Hidroklorik Asit (HCI) Riedel de Haén
Kristal viyolet Sigma
Lugol mordanti Sigma
Etil Alkol Merck
Safranin Sigma
Glikoz Merck
Ure Merck
Amonyum Kloriir (NH4Cl) Merck
Potasyum Dihidrojen Fosfat (KH;PO4) Merck
Dipotasyum Hidrojen Fosfat (K,HPO4) Merck
Demir (III)-Kloriir-6-hydrate extra pure (FeCl;.6H,0) Merck
Magnezyum Siilfat-7-hydrate extra pure (MgS0O4.7H,0) Merck
Kalsiyum Kloriir (CaCl,) Merck
Sodyum Bikarbonat (NaHCO3) Merck
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Deneysel calismalarda CuSO,.5H,O stok c¢ozeltisi, sentetik atik su, kalibrasyon

¢ozeltisi, HCI asit ¢ozeltisi, KOH ¢o6zeltisi, NaCl ¢ozeltisi kullanilmustir. Cozelti ve

sollisyonlarin hazirlanisi agagida verilmistir.

3.1.2.1. CuSO ,.5H,O stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi

Bakir stok soliisyonu bakir miktar1 200 mg/L olacak sekilde hazirlanmig ve
otoklavlanarak sterilize edilmistir. 78,64 mg CuSO,.5H,0 tartilip 100 ml suda

¢coziilmiistiir. Denemeler esnasinda bu stok c¢ozeltiden gerekli miktarlarda alinarak

10, 20, 40, 70, 80, 100 ve 150 mg/L bakir igeren besiyerleri hazirlanmistir.

3.1.2.2. Sentetik atik suyun hazirlanmasi

Sentetik atik su icinde mikroorganizmalarin bakir giderimi aktivitesini belirlemek

amaciyla asagidaki igerige sahip sentetik atik su hazirlanmistir.

1 litre sentetik atik su 1200 mg Glikoz, 53 mg iire, 101 mg NH4Cl, 35 mg KH,PO,,
15 mg K,HPO4, 0.5 mg FeCl;.6H,0, 100 mg MgS0,4.7H,0, 7.5 mg CaCl,, 294 mg
NaHCOs3, 20 mg CuSO,.5H,0 i¢ermektedir. Hazirlanan sentetik atik su 121 °C’de

15 dakika otoklavlandiktan sonra kullanilmistir.

3.1.2.3. Kalibrasyon cozeltisinin hazirlanmasi

Calisma araligina uygun 4 ile 8 tane kalibrasyon ¢ozeltisi, CuSO,.5H,0 (Riedel-de

Haén 12849) stok ¢dzeltisinden seyreltme yapilarak hazirlanmistir. Ilk kalibrasyon
cozeltisi hazirlanirken 100 mg/L’lik bakir soliisyonundan 50 ml’lik bir seri balon
jojeye sirastyla 1 ml, 2,5 ml, 5 ml ve 10 ml aktarilmis ve her bir 6l¢iilii balon jojenin
hacmi saf suyla tamamlanarak karistirilmistir. Bu soliisyonlar sirasiyla mililitrede 2,
5, 10 ve 20 ng bakir icermektedir. Ikinci kalibrasyon ¢dzeltisi hazirlanirken 200
mg/L’lik bakir soliisyonundan 50 ml’lik bir seri balon jojeye sirasiyla 2,5 ml, 6,25
ml, 12,5 ml ve 25 ml aktarilmistir. Her bir 6l¢iilii balon jojenin hacmi saf suyla

tamamlanarak karistirllmistir. Bu soliisyonlar 10, 25, 50 ve 100 pg/ml bakir



25

icermektedir. Hazirlanan bu c¢dozeltilerin atomik absorbsiyon cihazinda ol¢iimleri

yapilarak konsantrasyonlari kontrol edilmistir.

3.1.2.4. Hidroklorik asit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 M HCI ¢ozeltisi hazirlamak i¢in %37 lik derigik hidroklorik asit ¢ozeltisinden 83
ml almip 1000 ml distile su ile tamamlanmistir. 1 M HCI ¢6zeltisinden 10 ml alinip
90 ml distile suyla kanistirilarak 1/10 oraninda seyreltilmis HCI asit ¢ozeltisi elde

edilmistir. Hazirlanan HCI ¢6zeltisi besiyeri pH’sin1 ayarlamak i¢in kullanilmigtir.

3.1.2.5. Potasyum hidroksit ¢ozeltisinin hazirlanmasi

1 M KOH ¢o6zeltisi hazirlamak i¢in potasyum hidroksitten 5,6 g tartilip 100 ml distile

su ile ¢oziliir. Hazirlanan bu ¢ozelti besiyeri pH’sin1 ayarlamak icin kullanilmistir.

3.1.2.6. NaCl cozeltisinin hazirlanmasi

% 0,9 konsantrasyona sahip NaCl ¢ozeltisi hazirlamak i¢in sodyum kloriirden 0,9 g
tartilip 100 ml distile su ile ¢ozelti haline getirilmistir. Hazirlanan bu c¢ozelti

otoklavlandiktan sonra seyreltme yontemi i¢in kullanilmistir.

3.1.3. Besiyerleri

Bu ¢alismada toprak orneklerinden izole edilen mikroorganizmalar igin besiyeri
olarak LB (Luria Broth) besiyeri secilmistir. Luria Broth besiyerinin bilesimi asagida

verilmistir.

- Luria Broth Besiyeri (LB)
Pepton 10g
Yeast ekstrakt 5 g

NaCl 10g

Bakir soliisyonu  (Bakir stok soliisyonundan 50 veya 100 ml)
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Katt besiyeri (Luria Agar) hazirlamak i¢in besiyerine 15 g/L olacak sekilde agar
ilave edilmistir. 121°C’de 15 dakika otoklavlanmis ve sogutulduktan sonra
kullanilmistir. Hazirlanan besiyerinin pH’s1 7,5 a ayarlandiktan sonra distile su
eklenerek 1 litre hacime tamamlanmis ve 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril

edildikten sonra kullanilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Toprak orneklerinden mikroorganizmalarin izolasyonu

Steril ortamda laboratuvara getirilen 5 adet toprak Orneginin her birinden 1 gr

almarak onceden otoklavlanmig 15 ml’lik falkon tiiplere konulmus ve bu toprak

parcaciklarinin {izerine 20 ppm Cu™ iceren 10 ml LB besiyeri eklenmistir.
Hazirlanan falkon tiipler 30 °C’de 72 saat inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonrasinda lireme gosteren karisik kiiltiirlerden 1 ml alinmig ve bakir igeren taze
besiyerine transfer edilmistir. Toprak Orneklerinden mikroorganizmalart izole
edebilmek i¢in bu islem 3 defa tekrarlanmistir. Yapilan bu Onzenginlestirme
isleminden sonra elde edilen karisik kiiltiirlerden 5 ml alinarak bakir 20 ppm bakir
iceren 50 ml LB besiyerine ekim yapilmistir. Bu ¢alismalar esnasinda steril bir ortam
saglamak, farkli mikroorganizmalar ile kontaminasyonu Onlemek amaciyla
kullanilan besiyeri 121 °C de 15 dk otoklavlanarak steril edilmistir. Islemler
gergeklestirilirken steril mikropipet ucu, 6ze kullanilmis ve olasi kontaminasyon

riskini ortadan kaldirmak i¢in laminar kabin icerisinde ates yaninda ¢aligilmistir.

3.2.2. Saf kiiltiirlerin eldesi

1, 2, 3, 4 ve 5 olarak numaralandirilmis toprak 6rneklerinden izole edilen bes farkl

karisik kiltir N,, N,, N,, N, ve N olarak adlandirilmistir. Elde edilen karigik

kiiltiirler % 0,9 konsantrasyona sahip steril tuzlu su ¢dzeltisinde 10", 107, 10~ ve
10~ oraninda seyreltilmis ve LA besiyerlerine 200 ul aktarilarak yayma islemi
yapilmistir. Petriler kolonilerin olugmasi i¢in inkiibatére konularak 30 °C’de 48 saat

inkiibasyona birakilmistir. N, karisik kiiltiirii 1y1 tireme gosteremedigi i¢in daha
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sonraki c¢aligmalarda kullanilmamistir.  Birbirinden farkli goriinlise sahip olan
koloniler yeni LA besiyerine ¢izgi ekim yontemi ile aktarilmig ve saf kiiltiirler elde

edilmistir.

3.2.3. Atomik absorbsiyon cihazi ile bakir tayini

Atomik absorbsiyon cihazi ile bakir analizi yapmak ic¢in Oncelikle hazirlanan
kalibrasyon ¢ozeltilerinin konsantrasyonlar1 6l¢lilmiis ve Olciilen degerlere gore bir
kalibrasyon grafigi olusturulmustur. AAS’de bakir analizi i¢in 6rnek hazirlarken, 50
ml’lik falkon tiiplere mikroorganizmalarin ekim islemi gerceklestikten sonra
inkiibasyonun 0., 80., ve 160. saatlerinde 15 ml’lik falkon tiiplerine 10 ml kiiltiir
almmistir. Alman Orneklerin Oncelikle U.V spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda absorbans degerleri 6l¢iilmiistiir. Daha sonra bu o6rnekler 60 rpm de 10
dakika santrifiij edilmistir. Santrifiijj sonrasinda stipernatant kismi mikropipetle
almarak yeni tiiplere aktarilmis, tiipiin dibinde kalan kisim atilmistir. Santrifiij islemi
sonrasinda yeni tiiplere aktarilan siipernatantlar bakir miktar1 tayini icin AAS’de
analiz edilmistir. Bakir miktarlar1 bilinen kalibrasyon ¢ozeltileri ile deney
numunelerinin optik yogunluklar1 karsilastirilarak deney numunesindeki bakir
miktar1 tayin edilmistir. Bakir tayini icin Perkin Elmer 1100 model Alevli AAS
kullanilmistir. Son asamada ise laboratuvar analizlerinden elde edilen sonuglar

degerlendirilmistir.

Atomik absorbsiyon spektrofotometresi, elementel analizlerde kullanilan énemli bir
aractir. Ornekteki aranan elementler, o elemente has dalga boyundaki 15181 sogurmasi
yardimiyla bulunmaktadir. Oyuk katot lambada (Hallow cathode Lamp), aranan
elementin dalga boyu genelde elementin kendisinin uyarilmasi ile elde edildigi igin,
ornekteki miktarlar i¢in kesin sonuglar verebilmektedir. Alevli AAS, sonuglari ppm
cinsinden okumaktadir. Bu yiizden biiylik konsantrasyonlu metallerin analizlerinde

tercih edilmektedir [52].
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3.2.3.1. Kalibrasyon egrilerinin ¢ikarilmasi

Kalibrasyon grafigi olusturabilmek icin, Oncelikle analizi yapilacak olan bakir
elementinin belirli konsantrasyonlarda ¢dozeltileri yani kalibrasyon ¢ozeltileri
hazirlanmistir. 10 mg/L  bakir(II) igeren analizi i¢in, atomik absorbsiyon
spektrofotometresi (Perkin Elmer 1100) kullanilarak A=216,5 nm’de oOnce
kalibrasyon c¢ozeltilerinin absorbans degerleri okunmus, daha sonra ayni sekilde
10mg/L bakir konsantrasyonuna sahip sollisyonun absorbans degerleri okunarak
tayin edilmistir. 20mg/L  bakir(Il) analizi i¢in ise atomik absorbsiyon
spektrofotometresi (Perkin Elmer1100) kullanilarak 2=324,8 nm’de kalibrasyon
cozeltilerinin absorbans degeri okunduktan sonra 20mg/L bakir iceren numunelerin
absorbans degerleri okunarak tayin edilmistir. Elde edilen veriler 1s1ginda
kalibrasyon c¢ozeltilerinin absorbans-konsantrasyon grafikleri ¢izilerek, dogru
denklemi belirlenmistir. 20 ppm bakir analizi i¢in hazirlanan kalibrasyon
cozeltilerinin  konsantrasyonlar1 A=324,8 nm dalga boyunda iyi absorbans
gosterirken, 10 ppm bakir analizi i¢in hazirlanan kalibrasyon c¢ozeltilerinin
konsantrasyonlar1 ise A=216,5 nm’de iyi absorbans gosterir. Hazirlanan kalibrasyon
cozeltilerinin konsantrasyonlarmin farklt oldugu icin, farkli dalga boylarinda

absorbans degerleri dlgiilerek analiz yapilmistir.

0,5
0,4
0,3
0,2
0,1

0

y=0,0051% - 0,0008
R%=0,9999

Absorbans

0 25 50 75 100

Eonsantrasyon mg'L (ppi)

Sekil 3.2. AAS’de 10 mg/L bakir analizi i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.3. AAS’de 20 mg/L bakir analizi i¢in elde edilen kalibrasyon egrisi

3.2.4. Elde edilen kansik kiiltiirlerde bakir gideriminin incelenmesi

Elde edilen karisik kiiltiirler 20mg/L konsantrasyonunda Cu** iyonu iceren Luria

Broth besiyerine ekildikten sonra 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Deneyler 160

saat boyunca devam etmistir. 20 mg/L konsantrasyonunda Cu* iyonu igceren sivi
besiyerine ekim iglemi gerceklestikten sonra her bir karigik kiiltiir 6rneginden ekimin
0., 80. ve 160. saatlerinde 10 ml alinmis ve bakir konsantrasyonu AAS’de

Olglilmiistiir.

3.2.5. Kangik Kkiiltiirlerden izole edilen Kkiiltiirlerde bakir gideriminin

incelenmesi

Karisik kiiltiirlerden izole edilen kiiltiirler 10mg/L ve 20 mg/L konsantrasyonlarinda
Cu™ iyonu igeren LB besiyerine ekildikten sonra 30 °C’de 160 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. 10 mg/L ve 20 mg/L konsantrasyonlarinda iceren Cu*
iyonu igeren sivi besiyerine ekim islemi gergeklestikten sonra her bir saf kiiltiir
orneginden ekimin 0., 80. ve 160. saatlerinde 10 ml alinarak besiyerindeki bakir
konsantrasyonlart AAS’de dlgiilmiistiir. Yapilan &lciimler sonucunda Cu™*

iyonlarmin gideriminde oldukga etkili oldugu anlasilan N,c ve N.a saf kiiltiirleri

iizerinde farkli sicaklik (25 °C-30 °C-37 °C), farkli pH (5,0-6,8-8,0) ve farkli bakir

konsantrasyonlarinin etkisine bagli olarak Cu ™ iyonlarinin giderimi incelenmistir.
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3.2.6. Sentetik atik su icerisinde bakir biyogideriminin incelenmesi

Elde edilen karisik kiiltiirler 20 mg/L konsantrasyonunda bakir soliisyonu igceren

sentetik atik suya transfer edildikten sonra 30° C’de 160 saat boyunca inkiibasyona

brrakilmistir. 20 mg/L Cu™ iyonu iceren sentetik atik su igerisine karisik kiiltiirlerin
transfer ekimi yapildiktan sonra her bir karisik kiiltiir numunesinden ekimin 0., 80.
ve 160. saatlerinde bir miktar alinarak kiiltiirlerin zamana bagh bakir giderimi

AAS’de 6l¢lim yapilarak incelenmistir.

3.2.7. Bakir(Il)’nin % giderim verimliliginin hesaplanmasi

Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinde konsantrasyon degerleri belirlenen

orneklerin Cu™ % giderim verimliligi asagidaki formiile gore hesaplanmustir [53].

C, —Cson
% Giderim = ———  x 100

C 0
C, : Baslangi¢c metal konsantrasyonu (mg/L)

Cson : Temas siiresinin ardindan sivi kisimda kalan metal konsantrasyonu (mg/L)

3.2.8. Mikroorganizmalarin iireme egrilerinin ¢ikarilmasi

Karisik kiiltiirden izole edilen kiiltlirlerde hiicre miktarindaki zamana bagh artis UV-
VIS spektrofotometre (GBC-Cintra20) ile olgiilmiistir. Ureme egrileri hiicre
kiiltiirlerinin 600 nm dalga boyunda verdigi absorbans degeri kullanilarak

olusturulmustur.

3.2.9. Mikroorganizmalarin tanimlanma calismalari

Izole edilen saf kiiltiirler 107", 107, 10~ ve 10" oraninda seyreltildikten sonra 20

mg/L Cu™ iyonu iceren LA besiyerine her bir diliisyondan 100 ul aktarilarak yayma
ekim yapilmustir. Petriler 30 °C’de 48 saat inkiibasyona birakilmstir. Inkiibasyondan
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sonra agar iizerinde olusan koloniler goriintiilenmistir. Koloni sayimi ve tespitinden

sonra koloniler %20 gliserol iceren 1ml LB besiyerine aktarilarak -20 °C’de

saklanmistir. Cu™® iyonlarinin gideriminde etkin 6zellik gosteren N,c¢ ve Nja
kiiltlirleri gram boyama yontemi ile boyanarak mikroskop altinda incelenmistir. N, ¢
ve Na olarak adlandirilan saf kiiltiirlerin koloni morfolojileri, aerobik biiylime,

mezofilik biiyiime, spor olusturma o&zellikleri belirlenmis ve Bergey’s teshis
anahtarinda (Bergey’s Manuel of Determinative Bacteriology (1994)) o6zellikleri

bilinen mikroorganizma cinsleri ile kiyaslanmistir [54].
3.2.9.1. Gram boyama yontemi

Danimarkali biyolog Gram tarafindan gelistirilen boyalarla mor renkte boyanan
bakteriler Gram (+), pembe renkte boyanan bakteriler Gram (-) olarak degerlendirilir.
Farkli boyanmalarinin temel nedeni hiicre duvarlarimin farkli olmasidir [55]. Gram
(+) bakterilerin hiicre duvar1 kalindir. Peptidoglikan ve teikoik asit bulundurur. Gram
(-) bakterilerin ise hiicre duvari daha incedir. Peptidoglikan, lipopolisakkarit ve
lipoprotein  bulundurur [56]. Boyama isleminin basamaklar1 gsekil 3.4’de

gosterilmistir [57].

Ciram pozitif Crram negatt
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Sekil 3.4. Gram boyama prosesi
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3.2.9.2. Spor olusturma ozelligini tespit yontemi

Bazi mikroorganizma hiicreleri olumsuz g¢evre sartlarinda hayatta kalabilmek ig¢in
spor olustururlar. Ortam sartlar1 elverigli hale gectiginde sporlar ¢imlenirler ve
normal hiicreler tekrar liremeye baslar. Spor olusturan mikroorganizmalar disinda
birgok mezofilik mikroorganizmanin 50-60 derecenin lizerindeki 1silarda canliligini
yitirdigi bilinmektedir [58]. Cu™ iyonlarinin gideriminde oldukea etkili oldugu

anlagilan N,c ve Nja Kkiiltiirlerinin spor olusturup olusturmadigi Ozcengiz ve

Alaeddinoglu (1991) tarafindan gelistirilmis olan prosediir kullanilarak tespit
edilmistir [59]. Kiiltiirler % 0,9 konsantrasyona sahip steril NaCl ¢ozeltisi i¢eren
farkl: tiiplere aktarilarak 10", 107>, 10~ ve 10 * oraninda seyreltildikten sonra her
bir diliisyondan LA besiyerine 200 pl aktarilarak yayma ekim yapilmistir. Daha
sonra seyreltme yapilan tiipler su banyosunda 90 °C’de 15 dk 1sitildiktan sonra tekrar
her bir diliisyondan Luria Agar besiyerine 200 pl aktarilarak yayma ekim islemi
yapilmistir. Yayma ekim isleminin yapildigi petriler 30 °C’de 48 saat inkiibasyona
birakilmigtir. Inkiibasyon sonrasinda yayma ekim yapilan petrilerde koloni
olusumlarina bakilarak spor olusturup olusturmadigi tespit edilmistir. Sporlanma
yetenegine sahip mikroorganizmalar 90 °C’ de inkiibasyona tabi tutulduklarinda
sporlar 6lmeyecegi i¢in inkiibasyondan sonra sporlarin LA besiyeri iizerinde koloni

olusturmasi beklenmektedir.



BOLUM 4. DENEYSEL BULGULAR

4.1. Elde edilen kansik kiiltiirlerde bakir gideriminin belirlenmesi

Bakir (Cu™) giderimi yapabilen mikroorganizmalarin izolasyonu i¢in agir metal
iceriginin yiiksek oldugu diisiinlilen sanayi bdlgesinden alinan toprak numuneleri
kullanilmistir. Toprak Orneklerinin alindigi bolgenin konumu gdsterilmistir (Bkz.
Sekil 3.1). Bes adet farkli toprak 6rneginden mikroorganizmalar izole edilmis ve
laboratuvar ortaminda cogaltilmistir. Karigik kiiltiirlerin Cu*™  iyonu giderim
kapasitelerini  belirlemek icin zamana bagli olarak besiyerindeki bakir
konsantrasyonunun degisimi incelenmistir. Bakir analizleri AAS (Perkin Elmer
1100) cihaziyla yapilmistir. Yapilan Olciimler sonucunda N, olarak adlandirilan
karisik kiiltiiriin 20 mg/L Cu™ iyonu igeren besiyerinde bakir giderim kapasitesinin
diger kiiltiirlere kiyasla daha yiiksek oldugu belirlenmistir (Sekil 4.1a). Sekil 4.1a
karisik kiiltiirlerdeki zamana bagli Cu™ iyonu konsantrasyonundaki azalmayi

gdstermektedir. Zamana bagh Cu™ gideriminin % verimlilik (C,-Cson:C,x100)

grafigi ise Sekil 4.1b’de goriilmektedir.
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Sekil 4.1a. Karisik kiiltiirlerin zamana bagl bakir(II) giderimi
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Sekil 4.1b. Karisik kiiltiirlerin zamana bagli bakir giderim verimlilikleri

4.1.1. Sentetik atik suda karisik Kkiiltiirler ile bakir giderimi

Sentetik atik su icerisinde canli mikroorganizmalar aracilifiyla bakir(II) iyonlarinin
giderimini belirlemek icin elde edilen karisik kiiltiirler LB besiyeri yerine 20 mg/L
Cu™ iyonu igeren sentetik atik su icerisine ekilmistir. Hiicrelerin sentetik atiksuda

bakir(Il) giderimi yapamadiklari tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Sentetik atik suda karigik kiiltiirler ile bakir(Il) giderimi

4.2. Kanisik kiiltiirlerden izole edilen saf kiiltiirler ile bakir giderimi

Karisik kiiltlirlerden elde edilen her bir kiiltiir elde edildigi karisik kiiltiir numarasinin
ardma a, b ve c harfleri gelecek sekilde kisaltilarak N,a, N,b, N,
N,a, N,b, N,a, N.a, N.,b, N c seklinde adlandirilmistir. N, b ve N.b kiiltiirii
karisik kiiltiirlerden elde edilmesine ragmen birbirinden ayrilmayan iki farkli koloni
icerdiginden saf olarak elde edilememistir. Izole edilen kiiltiirler 10 mg/L ve 20 mg/L
konsantrasyonlarinda Cu** iyonu iceren besiyerlerine ekilmis ve farkli zamanlarda
alinan orneklerdeki Cu* konsantrasyonu 6lgiilmiistiir. 10 mg/L Cu™ igeren sivi
besiyerinde iireme gosteren kiiltiirlerden N, a, N a ve N.c saf kiiltiirlerinin Cu™*
gideriminde oldukea etkili oldugu gériilmiistiir (Sekil 4.3a). 20 mg/L Cu** igeren
besiyerinde ise N,c¢ ve Nja izolatlarinin daha etkin oldugu ve 160 saat sonunda
bakir konsantrasyonunu sirastyla 12 mg/L ve 14mg/L’ye diisiirdiikleri gortilmiistiir
(Sekil 4.4a). Saf kiiltiirlerin 10 mg/L ve 20 mg/L Cu** iceren besiyerindeki zamana
bagli Cu** giderim verimlilikleri Sekil 4.3b ve Sekil 4.4b’de goriilmektedir.
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Sekil 4.3a. 10mg/L Cu(Il) igeren besiyerinde saf kiiltiirlerin bakir(Il) giderimi
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Sekil 4.3b. 10 mg/L Cu(Il) iceren besiyerinde saf kiiltiirlerin bakir (IT) giderim verimlilikleri

36



37

25

!

20 1 B

S

i

S5

i

e

s

L

A

S5
&
]

Cu'*? konsantrasyonu (mg/L)

5

55

0 ] 160

zaman (saat)

Nia @ Nb B Nic B Nba O Nja B Nsa @ Nsc B Kontrol

Sekil 4.4a. 20 mg/L Cu(Il) igeren besiyerinde saf kiiltiirlerin bakir (II) giderimi
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Sekil 4.4b. 20 mg/L Cu(Il) igeren besiyerinde saf kiiltiirlerin bakir(Il) giderim verimlilikleri

10 mg/L Cu™ igeren besiyerinde N a ile giderim verimi 80. saat sonunda yaklasik
% 40 oraninda ger¢eklesmis, giderim verimi artarak deney siiresi sonuna kadar (160
saat sonunda) %78 e ¢ikmugtir. 20 mg/L Cu™* igeren besiyerinde N, ¢ saf kiiltiirii 80.

saat sonunda yaklasik % 20 oraninda bakir giderimi yaparken 160 saat sonunda

verim % 40’a yiikselmistir. Besiyerindeki bakir konsantrasyonundaki artis %
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verimliligin diismesine neden olmaktadir. Ancak yiiksek bakir konsantrasyonunda

giderilen net bakir miktar1 daha yiiksektir.
4.3. Saf kiiltiirlerin iireme egrileri
Elde edilen saf kiiltiirlerin 10 mg/L Cu™* iyonu igeren besiyerinde iiremeleri sonucu

her bir saf kiiltiirin hiicre miktarindaki zamana bagl artiglart Slgiilmiistiir. Elde

edilen saf kiiltiirlerin belirlenen tireme egrileri Sekil 4.5°da verilmektedir.
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Sekil 4.5. Saf kiiltlirlerin tireme egrileri

4.4. pH, sicaklik ve bakir konsantrasyonunun yiiksek bakir giderimi gosteren

saf kiiltiirlerin iiremeleri ve bakir giderimlerine olan etkisinin belirlenmesi

20 mg/L bakir varlifinda en yiiksek bakir giderimi gosteren N, ¢ ve N ;a izolatlarinin

iremeleri ve bakir giderim kapasiteleri ii¢ farkli sicaklikta (25°C-30°C-37°C), iig¢
farkli pH’da (5,0-6,8-8,0) ve yedi farkli bakir konsantrasyonunda (0 mg/L-10 mg/L-
20 mg/L-40 mg/L-70 mg/L-100 mg/L-150 mg/L) incelenmistir. Deney sonucunda

N, ¢ ve Na izolatlarinin en 1yi lireme ve giderim gosterdikleri optimum sicaklik, pH

ve bakir konsantrasyonlar1 belirlenmistir.
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4.4.1. pH etkisi

Yiiksek bakir giderimi gosteren N,c ve Nja izolatlarmin farkli pH’larda iireme

egrileri, bakir giderim kapasiteleri ve bakir giderim verimlilikleri asagidaki sekillerde

goriilmektedir.
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Sekil 4.6a. Farkli pH’larda N | ¢ ve N ; a izolatlarinin tireme egrileri
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Sekil 4.6b. Farkli pH’larda N | ¢ ve N 5 a izolatlarinin bakir giderim kapasiteleri
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Sekil 4.6¢. Farkli pH’larda N | ¢ ve N 5 a izolatlarinin bakir giderim verimlilikleri

Sekil 4.6a’da goriildiigi gibi N,c ve N.a izolatlar1 pH 6.8 degerinde en yiiksek
iireme hizina ulasmislardir. pH s1 5.0 olan besiyerinde her iki izolatinda iyi iireme
gosteremedikleri goriilmektedir. Benzer sekilde N,c ve Nja izolatlariin pH 6.82
degerinde olduk¢a iyi Cu™ giderimi gosterdigi, pH 5.0 degerinde ise iyi bakir(II)
giderimi gosteremedikleri goriilmektedir (Sekil 4.6b).

Sekil 4.6¢’de goriildiigii gibi N | ¢ saf kiiltiirii ile en iyi bakir(II) giderim verimine pH
6.82 degerinde ulasilmistir. N, ¢ saf kiiltiirii ile pH 6.82°de % giderim verimi 80. saat
sonunda yaklasik % 50 oraninda gerceklesmis, giderim verimi artarak deney siiresi
sonuna kadar yaklasik % 82’ye ulasmistir. N a saf kiiltiirii ile en yliksek giderim
verimine pH 6.82 degerinde ulagsmistir. N, a izolat1 ile pH 6.82°de % giderim verimi

80. saat sonunda yaklasik % 29 oraninda ger¢eklesmis, giderim verimi artarak 160

saat sonunda yaklasik % 75’e yiikselmistir.
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4.4.2. Sicaklik etkisi

Tez ¢alismasinin bu boliimiinde sicakliin N,c ve Nja izolatlarinin liremeleri ve
bakir giderim kapasitelerine olan etkisi incelenmistir. Sekil 4.7a incelendiginde N, ¢
ve N.a izolatlarinin optimum iireme sicakliklarinin 30 °C oldugu goriilmektedir.

Na izolatinin 37 °C de iyi lireme gosteremedigi dikkat gekmektedir.

2,5
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absorbans (600nm)

0 15 30 45 &0 7 %0 105 120
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Sekil 4.7a. Farkli sicakliklarda N | ¢ ve N ;5 a izolatlarinin iireme egrileri

—_
d 25
g0
g’ 20
= W £ S
= R H
S M =
2 1071 | R =
£ 8 NS
= i =
3 107 | M = =
g H = ¥
=] s — N
M \.E E oR
T ST | RENES :
= M — i
@ M = N
U ]

0 sl 1460

zaman (saat)

Mic, Kontral B2I5°C  B30°C B30 Hsa Fontrol  E253°C B30°C B3TC

Sekil 4.7b. Farkli sicakliklarda N, ¢ ve N s a izolatlarmim bakir giderim kapasiteleri
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Sekil 4.7c. Farkli sicakliklarda N | ¢ ve N 5 a izolatlarinin bakir giderim verimlilikleri

N, c ve Na kiiltiirlerinde 30°C’de bakir gideriminin yiiksek oldugu, sicakligin 25
C’ye diismesinin giderimi olumsuz yonde etkiledigi goriilmiistiir (Sekil 4.7b). N, c
kiiltiirii 1le 30°C’de giderim verimi 80 saatin sonunda yaklasik % 15, 160 saat
sonunda ise % 85 olarak Olciilmiistiir. N, a izolat1 da en yiiksek giderimi 30° C’de

gerceklestirmis, % giderim verimi deney sonunda %91 olarak hesaplanmistir (Sekil

4.7¢).

4.4.3. Farkh bakir konsantrasyonlarimin etkisi

Farkl1 bakir konsantrasyonlarina sahip besiyerlerinde izolatlarin iireme egrilerini ve

giderim  verimliliklerini  goérmek amaciyla izolatlar yedi farkli bakir
konsantrasyonunda  Uretilmislerdir. N,c¢ ve  N.,a'mmn  farkli  bakir
konsantrasyonlarindaki iireme egrileri, bakir giderim kapasiteleri ve bakir giderim
verimlilikleri sirasiyla sekil 4.8a, 4.8b, 4.8c ile sekil 4.9a, 4.9b, 4.9c’de

goriilmektedir.
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Sekil 4.8a. N, ¢ izolatinin farkli Cu(II) konsantrasyonlarindaki lireme egrisi
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Sekil 4.8b. N, ¢ izolatinin farkli Cu(Il) konsantrasyonlarinda bakir giderim kapasitesi
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Sekil 4.8c. N, ¢ izolatinin farkli Cu(II) konsantrasyonlarinda bakir giderim verimi

Farkl1 bakir konsantrasyonlarimin {iremeye olan etkisi incelendiginde 20 mg/L Cu*

konsantrasyonunun N, c’nin iiremesi i¢in en elverisli konsantrasyon oldugu
goriilmektedir (Sekil 4.8a). N, ¢ izolatinin bakir icermeyen ortamda lireme hizinin

diisiik oldugu da gozden kagmamaktadir. Bakirin N, ¢’nin liremesini olumlu yonde

etkiledigi soylenebilir.
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Sekil 4.9a. N 5 a izolatinin farkli Cu(II) konsantrasyonlarindaki iireme egrisi

Cu” konsantrasyonu (mg/L)

zaman(saat)

BOmg/L B10mg/L B20mg/L O040mg/L B70mg/L E100mg/L & 150 mg/L

Sekil 4.9b. N ; a izolatimn farkli Cu(II) konsantrasyonlarinda bakir giderim kapasitesi
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Sekil 4.9c. N 5 a izolatinin farkli Cu(Il) konsantrasyonlarinda bakir giderim verimi

Sekil 4.9a’da N.a izolatimin farkli bakir konsantrasyonlarinda iireme egrileri
incelendiginde bakirin N.a’nin hizli liremesi ig¢in gerekli bir element oldugu

goriilmektedir. izolatin 40 mg/L Cu** iyonu iceren besiyerinde en yiiksek iireme

hizina ulastig1 goriilmektedir.

Sekil 4.8b ve Sekil 4.9b’ye bakildiginda N, ¢ ve N a’nin 10 mg/L ve 20 mg/L Cu*

iceren besiyerlerinde olduk¢a yiiksek miktarda Cu™ giderimi gerceklestirdigi

goriilmektedir. Besiyerindeki Cu™ konsantrasyonu miktar1 arttikga izolatlarin

bakir(Il) giderim kapasitesi azalmaktadir.

Sekil 4.8c’de goriildiigii gibi N, ¢ saf kiiltiirii ile 10 mg/L Cu™* konsantrasyonunda

yaklasik % 50 oraninda giderim verimi elde edilmis, 20 mg/L Cu™®

konsantrasyonunda ise yaklasik % 35 giderim verimi elde edilmistir. N ja saf kiiltiirii

ile 10 mg/L ve 20 mg/L Cu** konsantrasyonlarinda yaklasik %50 oraninda giderim
verimi elde edilmistir (Sekil 4.9¢).
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4.5. Yiiksek bakir giderimi gosteren saf kiiltiirlerin tanéimlanma ¢alismalar

4.5.1. Koloni morfolojisi

Bu calismada karisik kiiltiirlerden izole edilen kiiltiirler seyreltilerek LA besiyerine
yayma ekim yapilmis, 30°C’de 48 saat inkiibasyona tabi tutulduktan sonra agarl
besiyeri iizerinde saf kiiltiirlere ait koloni olusumlar1 gozlenmistir. Saf kiiltlirlerin
olusturdugu kolonilerin biiyiikliigli ve sekli incelenerek koloni morfolojileri
belirlenmistir. Elde edilen saf kiiltiirlere ait koloni morfolojilerinin fotograflari
cekilerek goriintiileri tespit edilmistir (Sekil 4.10, 4.11, 4.12, 4.13, 4.14, 4.15 ve
4.16). Karisik kiiltiirlerden izole edilen kiiltiirler seyreltip ekildiginde petriler
iizerinde lireyen bazi kolonilerin birbirinden ayrilamadigi goriilmiistiir. Tek basina
iireme gosteremedikleri icin saf olarak elde edilemeyen bu kolonilerin de fotograflar

cekilerek koloni morfolojileri tespit edilmistir (Ek A1 ve Ek A2).

Sekil 4.10. N | a izolatina ait koloniler



Sekil 4.11. N, b izolatina ait koloniler

Sekil 4.12. N, ¢ izolatina ait koloniler
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Sekil 4.13. N, a izolatina ait koloniler

Sekil 4.14. N , a izolatina ait koloniler
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Sekil 4.15. N ;a izolatina ait koloniler

Sekil 4.16. N ;¢ izolatina ait koloniler
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Elde edilen izolatlara ait kolonilerin goriintiilerine bakilarak belirlenen 6zellikler

Tablo 4.1°de verilmistir.

Tablo 4.1. Elde edilen saf kiiltiirlerin koloni morfolojilerine ait 6zellikler

Saf Kiiltiir Koloni Rengi Koloni Boyutu Koloni Morfolojisi
N,a Acik sar1 renkli 2 mm Yuvarlak, Diizgiin
N,b Krem-beyaz renkli 0.50 mm Yuvarlak, Diizgiin
N,c Krem-beyaz renkli 1 mm Yuvarlak, ortasi kalkik
N,a Seffaf renkli 0.25 mm Cok kiigiik, Diizglin
N,a Krem-beyaz renkli 1,2 mm Yuvarlak, Diizgiin
N,a Krem-beyaz renkli 0.40 mm Yuvarlak, Diizgiin
N,c Krem-beyaz renkli 1,1 mm Yuvarlak, Diizgiin,

Etrafi seffaf zonlu

4.5.2. Gram boyama ve sporlanma

Yiiksek bakir giderimi gdsteren N,c ve N.a izolatlarinin tanimlanmasina yonelik

olarak her iki saf kiiltiir gram boyama yontemi ile boyanmis ve sporlanma deneyi

yapilarak spor olusturup olusturmadiklar1 belirlenmistir.

Yiiksek bakir giderimi gosteren N, c ve N.a izolatlarinin gram boyama yontemi ile

boyanmasi sonucu her iki saf kiiltiir mor renkte boyandigi i¢in gram (+) olarak

degerlendirilmistir. N, c ve N a izolatlarinin gram boyama yontemi ile boyandiktan

sonra mikroskopta gozlenen goriintiileri Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’da verilmistir.
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Sekil 4.17. N | ¢ izolatinin gram boyama sonras1 mikroskobik goriintiisii (60x)
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Sekil 4.18. N 5 a izolatinin gram boyama sonras1 mikroskobik goriintiisii (60x)

Sekil 4.17°de N,c izolatinin gram boyama yontemi ile boyandiktan sonraki
mikroskobik goriintiisiine bakildiginda N, ¢ saf kiiltiirline ait hiicrelerin ince, uzun

basil seklinde ve mor renkte oldugu goriilmektedir.

Sekil 4.18’da N a izolatinin gram boyama yoOntemi ile boyandiktan sonraki
mikroskobik goriintiisiine bakildiginda N ;a hiicreleri mor renkli kokobasil seklinde

goriilmektedir. Gram boyama sonucunda yiiksek bakir giderimi gosteren her iki
izolatin da gram pozitif oldugu saptanmistir. Bu izolatlarin spor olusturup
olusturmadigini tespit etmek i¢in yapilan deney sonrasinda her iki saf kiiltiiriin de

sporlanamadiklar tespit edilmistir.
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4.5.3. Yiiksek bakir giderimi gosteren saf kiiltiirlerin cins diizeyinde tayini

Yiiksek bakir giderimi gosteren N,c¢ ve Na izolatlarinin taksonomik cinslerinin
tayin edilmesi icin izolatlarin yukarida belirlenen Ozellikleri Bergey’s teshis
anahtarindaki (Bergey’s Manuel of Determinative Bacteriology (1994)) farkh
mikroorganizma cinslerinin 6zellikleri ile kiyaslanmistir. Bergey’s teshis anahtarinda
N,c ve N,a’ya benzer ozellik gosteren cinsler ve ozellikleri asagida Tablo 4.2°de
verilmistir. Bu tez ¢alismasinda izolasyonu yapilan hiicrelerin tabloda adi gegen
bakteri cinslerinden oldugu diisiiniilmektedir. izolatlarin ait olduklar1 cins ve tiir
gruplart yapilacak olan ileri karakterizasyon g¢alismalart (16SrRNA dizi analizi)

sonucunda tespit edilecektir.

Tablo 4.2. Bergey’s teshis anahtarinda yer alan N, ¢ ve N ;a’ya benzer 6zellik gbsteren cinsler

Belirlenen Cinsler

N,c

Belirlenen Ozellikler

. %
Diizenli, spor olusturmayan, Genus: Caryophanon

. R
aram poritif, basil seklinde, Genus: Kurthia

mezofilik, zorunlu aerob

Genus: 4deromicrobium

Genus: Arthrobacter

N;a Genus: Aureobacterium
Belirlenen Ozellikler Genus: Brachybacterium
Diizensiz, spor olusturmayan, Genus: Brevibacterium*
gram pozitif, kokobasil Genus: Caseobacter*
seklinde, mezofilik, zorunlu Genus: Curtobacterium*
aerob Genus: Microbacterium

Genus: Pimelobacter

Genus: Terrabacter

(*zorunlu aerobik 6zellik gdsteren cinsler)



BOLUM 5. SONUC VE ONERILER

Bu calismada, endiistride yaygin kullanimi olan ve ¢evre sagligini tehdit eden bakir
metalinin biyogiderimi aragtirillmis, endiistriyel tesislerin aritim {iinitelerinde
kullanilmak {izere bakira direngli yeni mikroorganizmalar izole edilmistir. Metal
kirliligi yiiksek bolgelerden alinan toprak oérneklerinden mikroorganizma izolasyonu
yapilmis ve direngli oldugu diisiiniilen izolatlar elde edilmistir. Yapilan deneylerde
toprak oOrneklerinden izole edilen karisik ve saf kiiltiirlerin bakir(Il) giderimi

incelenmistir. Yiiksek bakir giderimi gosteren iki saf kiiltiir (N, c ve N a) lizerinde

yedi farkli Cu™ konsantrasyonu ( Omg/L, 10mg/L, 20mg/L, 40mg/L, 70mg/L,
100mg/L, 150mg/L) ile t¢ farkli pH (pH 5.0, pH 6,8, pH 8.0) ve ii¢ farkli sicaklik
(25 °C, 30 °C, 37 °C) degerinin etkisine bakilmustir.

Literatiir incelendiginde Sannasi ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan ¢alismada
metal isleme aktiviteleri ile ilgili bolgelerden toplanan karisik kiiltiirlerin bakir(IT)
iyonunun gideriminde etkin 6zellik gosterdigi saptanmistir. pH 6-8 aralifinda canli
hiicrelerin 6lii hiicrelerden daha fazla Cu (II) tutma kapasitesine sahip oldugu
gorilmiistiir. [49]. Benzer sekilde yapilan bu calismada metal fabrikalariin
bulundugu boélgelerden alinan toprak numunelerinden izole edilen karisik ve saf
kiiltiirlerin bakir(IT) iyonlarin1 giderim kapasitesi incelenmistir ve elde edilen
izolatlarin bakir(Il) gideriminde etkin Ozellik gosterdigi tespit edilmistir. Bizim
caligmamizda bakir giderim deneyleri canli hiicrelerle yapilmis ve 20 ppm bakir

varliginda N, ¢ ve N a’nin bakir giderim kapasitesi sirasiyla % 35 ve % 50 olarak

Olciilmiistiir. Bakir konsantrasyonu 70 ppm’e yiikseltildiginde ise % giderim verimi

%10’a dismiistiir.

Calismamizda yiiksek bakir(Il) iyonu giderimi gosterdigi belirlenen N,c ve N.a

izolatlarinin bakir(Il) iyonu giderimi iizerinde farkli Cu (II) konsantrasyonlarinin

belirgin bir etkisi oldugu gériilmiistiir. Ozellikle yiiksek Cu (I1I) konsantrasyonlarinda
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(100mg/L ve 150 mg/L) N, ¢ ve N;a izolatlarmin bakir(II) giderimi yapamadig1 ve
yiiksek bakir(II) konsantrasyonlarinin N, ¢ ve N ; a ilizerinde toksik etki gdstermesinin

miimkiin olabilecegi tespit edilmistir. Yiiksek bakir konsantrasyonunun toksik etkisi

Tsekova ve Galabova (2003) tarafindan yapilan ¢alismada da rapor edilmistir.

Farkl1 bakir(II) konsantrasyonlarinda tireme egrileri incelendiginde N, ¢’nin 20 mg/L ,
N, anin da 40 mg/L Cu™ iyonu igeren besiyerinde iyi iireme gosterdigi goriilmiistiir.
Sonuglar N, ¢ ve N,a’nin hizli iiremesi i¢in bakir(Il) elementinin gerekli oldugunu

ortaya koymaktadir. Ayrica bakir(Il) iceren sentetik atik suda LB besiyerinde bulunan
maya 0ziitii ve pepton gibi karbon ve nitrojen kaynagi acisindan zengin bilesenlerin

bulunmayist nedeniyle mikroorganizmalar saglikli iireme gosterememislerdir.

Yiiksek bakir giderimi gosteren N,c ve N a izolatlar1 lizerinde pH’in etkisi

incelendiginde N,c ve N.a’nin pH’s1 6.8 olan besiyerinde en iyi Cu™ giderimi
gerceklestirdigi gorlilmiistiir. pH’s1 5.0 olan besiyerinde ise her iki izolatinda iyi
bakir(II) giderimi gerceklestiremedigi goriilmiistiir. Ayrica pH’in N,c ve Nja
izolatlarinin iiremeleri {izerindeki etkisi incelendiginde her iki izolatin pH 6.8

degerinde en yiiksek lireme hizina ulastifi, pH 5.0 degerinde ise iyi ilireme

gosteremedikleri tespit edilmistir.

Yiiksek bakir giderimi gosteren N,c ve Nja izolatlar1 iizerinde sicakligin etkisi
incelendiginde N, ¢ ve N a’min 30 °C ‘de en yiiksek Cu™ giderimi gergeklestirdigi,
25 °C’de ise iyi bakir(Il) giderimi gerceklestiremedikleri goriilmiistiir. N,c ve
N, a’nin liremesi tizerinde sicakligin etkisi incelendiginde her iki izolatinda 30 °C’de
optimum {ireme gosterdigi tespit edilmistir. Anand ve arkadaslar1 (2005) ise Cu(Il)
iyonunun Trichoderma viride ile giderimi sirasinda biyoakiimiilasyon mekanizmasini
incelemigler ve Cu(Il) iyonu gideriminin sicaklik ve pH a bagimli oldugunu
saptamiglardir. Calismamizda yiiksek Cu(Il) iyonu giderimi yapan izolatlar lizerinde

tic farkli sicaklik ve pH degerinin etkisi incelenmis ve bulgularimiza gore Cu(Il)

gideriminde sicaklik ve pH’in belirgin bir etkisi oldugu goriilmiistiir. Literatiirde
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yapilan ¢alismanin sonuglari ile bizim bulgularimizin benzerlik gosterdigi

saptanmigtir.

Elde edilen izolatlarin koloni morfolojisini tespit etmek amaciyla seyreltme yontemi
ile yayma ekim islemi uygulandiktan sonra yaklasik 48 saat inkiibasyonun ardindan
petrilerde koloni olusumlart gézlenmistir. Petrilerde gozlenen koloniler morfolojik
olarak degerlendirilmis ve kolonilerin birbirlerinden farkli 6zellikler gosterdigi tespit

edilmistir.

Yiiksek bakir giderimi gosteren N, ¢ ve N . a izolatlarinin tanimlanmas1 amaciyla her
iki izolat gram boyama yontemi ile boyanmis ve gram pozitif 6zellikte olduklar
belirlenmistir. Ayrica N,¢ ve N a’nin spor olusturup olusturmadigini belirlemek

amaciyla sporlanma deneyi yapilmis ve her iki izolatinda spor olusturmadiklari tespit

edilmistir.

Bu calismada yiiksek bakir giderimi gosteren N,c ve N a izolatlarinin mezofilik,
zorunlu aerob, spor olusturmayan, gram pozitif 6zellikte olduklar: belirlenmistir. N, ¢
ve N a’nin taksonomik cinslerinin tayin edilmesi i¢in izolatlarin belirlenen

ozellikleri ve koloni morfolojileri Bergey’s teshis anahtarindaki (Bergey’s Manuel of
Determinative Bacteriology (1994)) farkli mikroorganizma cinslerinin 6zellikleri ile

karsilastirilmis, N, ¢ nin benzer 6zellikler gosterdigi cinsler, genus Caryophanon ile
genus Kurthia, N ja nin benzer 6zellik gosterdigi cinsler ise, genus Brevibacterium,

genus Caseobacter ve genus Curtobacterium olarak belirlenmistir.

Agir metallerin biyolojik siireclerle giderimi diger yontemlere gore daha etkili,
ekonomik ve pratik olmasi nedeniyle daha cok tercih edilmektedir. Glinlimiizde
gelisen teknolojiye paralel olarak canli mikroorganizma hiicreleri kullanilarak agir
metallerin uzaklastirilmasina yonelik calismalar hiz kazanmustir. Literatiirde
Saccharomyces cerevisiae, Kluveromyces marxianus, Schizosaccharomyces pombe
ve Candida sp, gibi mikroorganizma hiicreleri bakir(Il) iyonlarinin giderimi igin
kullanilmis ve 6nemli 6l¢lide verim edildigi goriilmiistiir. Ancak literatiirde bulunan

mikroorganizmalarin izolasyonu ve tamimlanmasi ile ilgili calismalarin yeterli
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olmadigi goriilmektedir. Bu tez caligmasinda elde edilen izolatlar bakir giderimi
yapan mikroorganizmalarin gesitliligini artiracak boylece farkli bolgelerden izole
edilmis degisik mikroorganizmalarin giderim verimlerinin kiyaslanmasina imkan
saglayacaktir. Elde edilen bu izolatlar endiistriyel kuruluslarimin atiksularina
astlanarak endiistriyel atiklardaki bakir miktarinin azaltilmasi i¢in kullanilabilir.
Boylece bakirin yaratigi cevre problemleri azaltilabilir. Bakir gideriminde etkin
Ozellik gosteren izolatlarin endiistriyel uygulamalarda kullanilabilmesine yonelik

arastirmalar yapilabilir.

Yapilan tanimlama ¢aligmalar1 sonucunda yiiksek bakir giderimi gosteren iki izolatin
Ozellikleri Bergey’s teshis anahtarinda (Bergey’s Manuel of Determinative
Bacteriology (1994)) yer alan taksonomik cinslerin 6zellikleri ile kiyaslanarak, her
iki izolatinda ait olabilecegi cins gruplar tespit edilmistir. Ancak bu izolatlarin ait
olduklar1 cins ve tiir gruplarinin yapilacak olan ileri karakterizasyon c¢aligmalari
(16SrRNA dizi analizi) sonucunda kesin olarak tespit edilmesi miimkiin olacaktir. Bu

konu ile ilgili arastirmalarimiz devam etmektedir.
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