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Krom  giderimi i¢in  genelde kullanilan  yontemler dogal  ortamlarin
temizlenmesi i¢in uygun degildir ve bu alanlardaki kirletici etmenlerin
giderimi i¢in tasarlanmigs Ozel yOntemlere gilinimiizde yiiksek bir ihtiyag
bulunmaktadir. Bu tez g¢alismasinda, agir metal igeren atik sulardan Cr (VI)’ ya
dayanikli bakterilerin izole edile edilmesi ve heksavalen kromu, canlilar i¢in daha az
zararli olan trivalen kroma indirebilen bakteri tiirlerinin arastirilmasi konu alinmaktadir.
Krom ile kontamine alanlardan izole edilmis 19 bakteri suslar1 incelendiginde, en iyi
biyoremediasyon sonucu veren Morganella morganii susunun hem asit ile muamele
edildiktensonra, hem de canli haldeyken dogal ortama esdeger sularda krom giderme
kapasitesi incelenmistir. Asitle muamele edilmis izolenin 3 saat igerisinde ortamla
denge haline geldigi ve 24.30+£1.67 mg krom/g bakteri gibi bir spesifik giderim
kapasitesine sahip oldugu gozlenmistir, canli izole ise 20 mg/L kromun %90' indan daha
fazlasim1 72 saat igerisindeemmistir, bu da 19.36+1.89 mg krom/g bakteri gibi bir
giderim kapasitesine esdegerdir. Asitle muamele edilmis bakteri biyokiitlesinin krom
giderimi en yakin olarak Langmuir ve Toth izotermlerini takip etmis, FT-IR sonuglari
ise hidroksil gruplarmm ve hiicresel polisakkaritlerin krom gideriminde rol
oynayabilecegini gostermistir. Elde ettigimiz sonuglar, Morganella morganii STB5
susunun kromla kirletilmis dogal ortamlar1 temizlemekte gerek canli halde, gerekse de
asitle muamele edilmis biyokiitle olarak kullanilabilecegini gostermektedir.
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Conventional methods of chromium removal are often insufficient for the remediation
of chromium-contaminated natural environments, necessitating the development of
alternative strategies. In this thesis, we report the isolation of Cr (V1) resistant bacteria
from heavy-metal contaminated waste-water and screening of these bacteria for their
ability to reduce hexavalent chromium to its less toxic and less soluble trivalent form.
Of the 19 different isolated bacterial strains, Morganella morganii showed the best
bioremediation properties. We investigated both the live and acid-treated forms of M.
morganii for its ability to bioremediate chromium from water equivalent to natural
environment. The isolate achieved equilibrium within 3 h and displayed a specific
uptake rate of 24.30+1.67 mg Cr (V1)/g biomass following HCI treatment. Without acid
treatment, a reduction of over 90% was recorded within 72 h for an initial Cr (VI)
concentration 20 mg/L, corresponding to a Cr (VI) removal capacity of 19.36+1.89
mg/g. Absorption data of acid-treated STB5 biomass most closely followed the Toth
and Langmuir models. FTIR results indicate that hydroxyl groups and extracellular or
cell membrane polysaccharides may be potential adsorption sites for hexavalent
chromium. Our results suggest that the isolate may be used in situ for treatment of
polluted freshwater environments.
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1. GIRIS

Giliniimiizde hizla gelisen teknoloji ve sanayilesme, insan hayatini kolaylagtirmakla
birlikte agir metal igerikli atiklar nedeniyle cevre iizerinde olumsuz etkilere yol
acmaktadir. Zamanla bilinglenen insanoglu, dogal kaynaklarin tahribi ve ¢evre kirliligi
konusunda daha ¢ok aragtirma yapmaya baglamistir. Elde edilen sonuglar, sanayi atiklari
ile kirletilen ¢evrenin canlilar igin, diizeltilmesi miimkiin olmayan etkileri oldugunu
gostermistir. Sanayi atiklarinin 6zellikle su kaynaklarina birakilmasi, akarsularin agir
metallerle daha c¢abuk ve fazla kirletilmesine sebep olmaktadir. Metal piklaj
islemlerinde, duvar boyalarinin yapilmasinda, deri endiistrisinde, kumas boyalarinda,
seramiklerde, patlayici maddelerde, cam endiistrisinde ve bir¢ok endiistrinin sogutma
sularinda korozyon oOnleyici olarak kullanilan ve c¢evreye en c¢ok birakilan agir

metallerden biri de kromdur.

Viicutta birikmesi ve Ozellikle +6 degerli formunda reaktif oksijen tiirleri iireterek
toksik etki gostermesi sebebiyle, dogaya birakilan krom miktarinin azaltilmasi ve su ile
toprakta mevcut bulunan kromun kimyasal veya biyolojik yontemlerle giderilmesi 6nem
tasimaktadir. Gerek krom, gerekse de diger metallerin gideriminde biyolojik sistemlerin
kullanimi, giinlimiizde yiiksek 6nem tasiyan ve akademik olarak siklikla calisilan bir
konu haline gelmistir. Bu olgunun sebebi, biyolojik giderim tekniklerinin ¢evre dostu
olmalari, kolay ve ucuz olarak iiretilmeleri, tekrar kullanilabilmeleri ve dogal ortamlara
in situ biyoremediasyon i¢in birakilabilmeleridir. Ancak kimyasal yontemlerin aksine,
biyolojik calismalar etkili bir sekilde metal giderimi yapabilen, metal toksitesinden
etkilenmeyen, hizli biiyliyen ve yiiksek biyokiitle verimine sahip organizmalarin eldesi,
karakterizasyonu ve gerekirse genetik olarak modifikasyonuyla giderim kapasitelerinin

arttirtlmasini gerektirmektedir.

Agir metallerce kirletilmig ortamlardan alinan bakteri, mantar ve alg suslarinin ise bu
ozelliklere sahip olma ihtimalleri yiiksektir, dolayisiyla, metal kirliligine maruz kalan
mikroorganizmalarin izolasyonu ve karakterizasyonu, etkili bir sekilde metal
gideriminde kullanilabilecek suglarin eldesini de kolaylastiracaktir. Bu ¢aligmada, bu

ama¢ dogrultusunda Ankara ve Corlu Cayi’ndan alinan su 6rneklerinde krom toleransi
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yiiksek bakteri suslar1 elde edilmis, kroma en iyi dayanabilen susun ise detayli krom
giderim karakterizasyonu yapilmistir. Elde edilen Morganella morganii STB5 izolesinin
ise gerek canli, gerekse asitle muamele edilmis haldeyken, canlilar i¢in yiiksek derecede
toksik olan Cr (VI)’y1 daha az =zararli olan Cr (III) haline doniistiirebildigi
gozlemlenmistir. Asitle muamele edilen bakteri susunun Cr (VI) varliginda ii¢ saat
icerisinde denge konumuna ulastig1 ve 24,30+1,67 mg/g krom giderimi gosterdigi, canlt
halde ikense 20 mg/L Cr (VI)’nin % 90’m1 72 saat igerisinde giderdigi, bu giderimin ise
19,36+1,89 mg/g giderim kapasitesine esit oldugu gozlenmistir. Asitle muamele edilmis
STBS5’in adsorpsiyon izotermleri en yakin olarak Langmuir ve Toth modellerini takip
etmis, FT-IR sonuglari ise hiicre membraninda bulunan veya disartya salinan
polisakkaritlerin giderim i¢in 6nemli oldugunu gdstermistir. Dolayisiyla elde ettigimiz
sonuglar STBS5’in dogal ortamlarda krom gideriminde etkili bir sekilde

kullanilabilecegine yoneliktir.



2. KAYNAK OZETLERI

2.1 Krom

Krom iyonlar1 dogada kararli form olan +3 ve +6 degerlikli olarak bulunmaktadirlar
(McGrath ve Smith 1990, Kahvecioglu vd. 2003) . Krom, g¢evrede +3 degerlikli
formuyla Cr,O3 seklide bulunmaktadir (Muter vd. 2002). Cr(Ill)’iin ¢oziiniirligi Cr
(VI)’ya gore daha azdir ve bu nedenle hiicre membranindan gegemez (CzakoVer vd.
1999, Francisco vd. 2002). Cevrede yaratacagi toksik etki toprak tarafindan kuvvetlice
tutuldugu i¢in daha azdir. Fakat Cr (VI)’nin ¢oziiniirliigli yiiksektir, bundan dolay:
Cr(IlI)’e gore daha c¢ok toksik, mutajenik ve kanserojendir (Petrilli ve De Flora 1977,
Langard 1990, Lossi vd. 1994, Gibb vd. 2000). Krom elementi oksijen ile birleserek
kromat (CrO,%) veya dikromat (Cr,0%) iyonu seklinde de dogada bulunabilmektedir.
Kromat formlarinda +6 degerlikli olan krom, organik madde varliginda kolayca
indirgenerek daha az zararli olan +3 degerligine gegebilir (Kahvecioglu vd. 2003).
Dolayisiyla organik maddelerin bulundugu ortamlarda +6 degerlikli krom varligi, hizh
bir indirgeme siirecini beraberinde getirir. Bu durum ise ¢ogu organizmada reaktif
oksijen tiirlerinin olugsmasimi saglayarak hiicre unsurlarina zarar verecektir. Ayrica
krom, metal koenzim kullanan enzimlere baglanarak bu enzimlerin islevlerini de

kisitlayabilir veya ortadan kaldirabilir.

Kromun dogaya atimi gerek metal kaplama ve boya/pigment tiretimi gibi kromun renk
verici veya pasiflestirici madde olarak kullanildigi, gerekse de deri iiretimi ve kagit
endiistrisi gibi krom bilesenlerinin ham madde isleme asamalarinda yer aldigi
endiistriler sebebiyle gergeklesebilir. Bu tiir islemlerden sonra agiga ¢ikan kil ve
endiistriyel camur gibi atiklar dogaya birakildiklarinda veya batakliklar1 ortadan
kaldirmak gibi islevlerde kullanildiklarinda, atik igerisindeki krom topraga ve suya
karisabilir. Ozellikle deri endiistrisinin yiiksek miktarda krom ati1 {irettigi
bilinmektedir, 6rnegin Hindistan’ da yillik 2000-3200 ton krom deri sanayisi atig1
olarak tretilmektedir (Zayed ve Terry 2003) ve iiretilen krom daha sonra da topraktan
yeralti su kaynaklarina yayilmakta ve bu sekilde ¢evreye ulagmaktadir (Palmer ve
Wittbrodt 1991). Deri sanayiinde son yillara kadar Cr (VI) yiiksek oranda kullanildig:
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icin, bu endiistrinin heksavalen krom kirliliginde 6nemli bir rolii vardir (Zayed ve Terry
2003).

2.2 Kromun Insan ve Canh Saghg Uzerindeki Etkisi

Cr(Ill), canlilarin beslenmesi ihtiya¢ duyduklar1 esansiyel iz elementlerdendir. Enerji
metabolizmasi, kolesterol, protein ve yag sentezinde énemli bir role sahip olan krom
seker metabolizmasinda, insiilin hareketini saglayarak glikozun hiicre igine girmesini
saglayan glikoz transferaz faktor (GFT) olarak gorev alir (Cheng ve Hsu 1997, Sahin
vd.2001, Kroliczewcska vd. 2004, Yildiz vd. 2004). Baz1 aminoasitlerin (sistein, glisin
ve glutamik asit) aktif olabilmeleri i¢in de c¢ekirdeginde Cr(III)’iin bulunmasi
gerekmektedir (Kroliczewcska vd. 2004, Yildiz vd. 2004, Mertz 1969, Vincent 1999).
Glikoz transferaz faktdr olarak Cr(IIl), hipoglisemi, istah ve fazla protein alimini
kontrol ederek kalp hastaliklarina ve diyabete karsi etkin bir rol almaktadir (Anderson
1987, Butron 1995).

Yumurta sarisi, bira mayasi, kirmizi et, peynir, karaciger, kuruyemisler, kahve, yesil
fasiilye, brokoli, karabiber sarap gibi gidalar +3 degerlikli kromun baslica kaynaklaridir
(Anonim 1997, Cefalu vd. 2004). Besinlerle alinan kromun %2-10’nu bagirsaklardan

emilerek, viicut tarafindan kullanilabilmektedir.

Yetigkin insanlar icin giinliik tavsiye edilen Cr(III) miktar1 50-200 pg/giin’ diir. Cr(III),
pek cok multivitamin/mineral tabletlerinde bulunmakla birlikte, spesifik krom pikolinat
tabletleri 200-600 pg/tablet krom igermektedir (Cefalu vd. 2004). Kromun havyan
yemlerinde kullanilmasina yonelik cesitli arastirmalar da son yillarda artis gostermistir.
Bu calismalarda hayvan yemlerine yapilan krom ilavesi ile canli agirlikta, lireme ve
bliylime etkinliginde, yumurta iiretiminde, yumurta agirhginda ve beyaz kalitesinde
artiy, yemden yaralanma ve karkas kalitesinde iyilesme oldugu gozlemlenmistir. Diyete
ya da rasyonlara ilave edilen belirli miktarda kromun, fiziksel ve metabolik stres alinda
bulunan insanlar ile hayvanlarda olumlu etkilerinin oldugu goriilmistiir (Sahin vd.
2001, Kroliczewcska vd. 2004, Yildiz vd. 2004, Debski vd. 2008).



Cr (VI) ise genellikle sentetik bir form olup, fosfat ve siilfat ile olan yapisal benzerligi
nedeniyle soluma, deriden giderim ve yutma ile de bagirsaklardan kolayca emilerek
canli viicudunda olumsuz etkilerini gostermektedir. Krom iyonlarinin canli vucuduna
alinmasi ve birikmesi genel olarak sekil 2.1°de gosterilmistir (Kimbrough vd. 1999).
Emilen krom viicudun tiim organ ve dokularinda, ve 6zellikle akciger, karaciger, dalak
ve pankreasta birikmektedir (Cefalu vd. 2004, Kroliczewcska vd. 2004). Viicutta biriken
Cr (VI), canlilarda toksik etki yaratabilir, insanlarda akciger kanserine, bobrek
hasarlarina, alerjilere, deride hassaslagsmaaa, lezyonlara, {ilserlere ve kaslarda ciddi
rahatsizliklara sebep olabilir. Ayrica Cr (VI)’min niikleik asitlerle ve proteinlerle
etkilesime girdigini, niikleik asit sentezinde gecikmeye neden oldugunu gdsteren
caligmalar yapilmistir (Petrilli ve DeFlora 1977, Bhide vd. 1996, Chirwa vd. 1999).
Heksavalen kromun giderimi i¢in, siiperoksit dismutaz gibi reaktif oksijen tiirlerini

ortadan kaldiran enzimler gorev almaktadir (Sumner vd. 2005).

Hayvanlarda gerek ROS (Reaktif Oksijen Tiirleri) azaltict enzimler, gerekse de
metalothioneinler gibi metal tutucu proteinler kromun hiicrelerden uzaklastirilmasina
yardimcr olmaktadir. Dolayisiyla, insanlarda ve diger hayvanlarda gerek heksavalen
kromu viicuttan atma, gerekse de trivalen forma indirgeme i¢in belirli mekanizmalar
bulunmaktadir (Gadd 1990). Ornegin sucul hayvanlarda genellikle kromun alimi
solungaglarda, uzaklastirilmasi ise karacigerde gergeklesir (Roberts ve Oris 2004).
Bitkilerde ise siilfiir ve demir gibi iyonlarin yerine gegerek alinan Cr (VI); ¢cimlenme, su
metabolizmast ve mineral alimi gibi islevlerin gerceklesmesini engelleyerek

cimlenmeye ve kok, govde ve yaprak gelismesine engel olmaktadir (Shanker vd. 2005).

Bu bilgilere dayanarak Cr (VI)’ nin canli saghg: i¢in olduk¢a zararli oldugu ve
kirletilmis ortamlardan temizlenmesi gerektigi ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle bu konu
lizerindeki aragtirmalara ve g¢evre analizlerine gilinlimiizde artan bir sekilde Onem

verilmektedir (Rai vd. 1987, Cotton ve Wilkinson 1988).
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Sekil 2.1 Krom iyonlarinin canli viicuduna alinmasi ve birikme yollar1 (Kimbrough vd.
1999)

Yetiskin bir insanin 6liimiine sebep olabilecek miktar 50-70 mg Cr6+/kg’d1r (WHO
1996). Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan i¢me suyunda Cr (VI)’nin smir degeri
0,05 mg/L olarak belirlenmistir (WHO 1988). Amerika Cevre Koruma Tegkilat1 (EPA)
tarafindan igme suyu i¢in belirtilen Cr (VI) siir degeri 0,011 mg/L’dir. Amerika besin
ve Ilag Kontrol Teskilat1 (FDA) tarafindan besinler ile birlikte giinliik alinmasima izin
verilen krom miktar1 ise 0,120 mg olarak belirlenmistir (FDA 1999). Ulkemizde ise
sular i¢in oldukga toksik olan agir metallerin “Su Kirliligi Kontrol Y6netmeligi”ne gore
belli seviyelerin altina getirilerek ¢evreye birakilmasi gerekmektedir. Bu yonetmelik Cr

(VD) i¢in bu degerleri birinci kalite su i¢in dlgiilemeyecek kadar az, 2. ve 3. kalite suda

ise Cr (VI)’nmin 20 — 50 pg/L diizeylerinde olmasi gerektigini belirtilmistir (2004).



2.2.1 Kromlu atik sular ve aritim yontemleri

Agir metallerle kirletilmis sular genellikle asidik, biyokimyasal oksijen ihtiyaci degeri
diisiik, bu sularda yasayan canlilar i¢in zehirli, biyoremediasyon yapan canlilar i¢in
Oldiirticii nitelikte inorganik sulardir (Kahvecioglu 2003). Krom ile kirletilmis atik
sulardan Cr (VI)’nin uzaklastirilmasi i¢in kimyasal ¢oktiirme, kimyasal ylikseltgenme
veya indirgenme, iyon degisimi, filtrasyon, elektrokimyasal aritma, ters osmoz,
membran teknolojileri, buharlasma ile kurtarma gibi yontemler kullanilmaktadir

(Petterson 1977, Zahoor ve Rehman 2009).

2.2.1.1 Fiziksel yontemler

Fiziksel yontemler genellikle kimyasal yontemlerle beraber kullanilmaktadir. Kimyasal
giderim, ¢Okeltme ve iceri alinma (entrapment) islemlerinin etkisini arttirmak icin
parcacik biyiikligii ve morfolojisinin optimizasyonu, fiziksel giderim olarak
siniflandirilabilir. Ayn1 zamanda, metaller bazen kovalent baglarla degil, tamamen porlu

bir yiizeye fiziksel giderim (adsorpsiyon) ile giderilmektedirler.

2.2.1.2 Kimyasal yontemler

Kimyasal adsorpsiyon molekiiller arast kuvvetli ¢ekim giliglerin etkisi ile, fiziksel
adsorpsiyon ise diisiik cekim giiciinden veya van der Waals kuvvetlerinden dolay1
meydana gelmektedir. Adsorbat ile yiizey arasindaki elektriksel ¢ekim ile ise degisim

adsorpsiyonunu meydana getirmektedir (Sawyer vd. 1978)

Indirgeme — ¢okeltme ydntemi; bu yontemde yiiksek degerlikli bir metal, indirgenerek
notralize edilir. Metali ayrabilmek icin karistirma, ¢okeltme ve slizme islemleri

yapilmalidir. Genellikle kromlu sularin temizliginde kullanilir (Gurnham 1965).

Yiikseltgeme — ¢okeltme yontemi; bu yontemde indirgenmis halde bulunan bir metal,

yiikseltgenerek kararli ve ¢oziinmeyen formlara doniistiiriiliir. Bu yontemi kullanan



sistemlerde, havalandirma-¢okeltme-filtrasyon  basamaklar1  izlenir.  Coktlirme
havuzunda, metalin yiikseltgenmesi tamamlanir ve filtre edilir. Genellikle demir ve

mangan ile kontamine olmus atik sularin aritiminda kullanilmaktadir (Gurnham 1965).

Nétralizasyon - ¢okeltme yontemi; bu yéntemde Cr™®, Cu™?, zZn*?, Ni*?, Fe*? ve Cd*
gibi agir metallerin bulunduklar1 ortamlar, sodyum hidroksit, soda veya kire¢ eklenmesi
ile notralize edilirler. Agir metal hidroksitleri suda iyi ¢éziinmedigi i¢in, bu metaller
hidroksit seklinde ¢oktiiriilerek atik sulardan uzaklastirilirlar. Bu yontem ile ¢ogu metal

iyonu temizlenebilir.

fyon degisimi; bu ydntem agir metallerin uzaklastirilmasinda yiiksek giderme verimi
gosterdigi i¢in yaygin olarak kullanilir (Kang vd. 2004). Bu amagla kullanilan iyon
degistirici re¢ineler (sentetik ya da dogal recine) agir metal iyonlarini elektrostatik
kuvvetler sayesinde fonksiyonel grup halinde kat1 yiizeyinde tutarlar ve ortamdaki farkl
tirdeki iyonlarla degistirilmelerini saglarlar (Keskinler vd. 1994). Daha etkin oldugu
goriilen sentetik recineler bu yontemde daha siklikla tercih edilmektedirler (Alyiiz ve

Veli 2009).

Ancak bahsedilen biitlin bu yontemler, uygulama sirasinda ikincil atik {irlinlerin
meydana gelmesi, iyon degistirici re¢ine lizerine Cr (VI) indirgenmesi, yiliksek bakim
maliyetleri, karisik isletme sistemleri, yiiksek enerji ihtiyaci ve metallerin tamamen
uzaklastirilamamasi gibi bazi sorunlar1 beraberinde getirebilmektedir (Mishra ve Doble
2008). Dolayistyla, daha cevreci ve etkili agir metal temizleme yontemlerinin
arastirtlmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. Bu sorunlar sebebiyle 6zellikle son yillarda,
diger yontemlere goére daha ekonomik, c¢evre dostu ve uygulanabilir olan
biyoremediasyon yontemi agir metal gideriminde biiyiik 6nem arz etmeye baslamistir

(Malik 2004).



2.2.1.3 Biyolojik yontemler

Biyolojik artimda ise mikroorganizmalarin metal iyonlarin1 sivi ortamlardan
adsorplama 6zellikleri kullanilarak daha avantajli agir metal temizligi yapilabilmektedir.
Mikroorganizmalarin yiizeyinde karboksilat, amin, fosfat, hidroksil, siilfhidril gibi metal
iyonlarinin adsorplanmasi i¢in uygun bolgeler mevcuttur (Gadd 1990). Her bir
fonksiyonel bolge, farkli agir metalleri farkli kapasitede tutabilir. Hiicre zar1 polimerik
yapilari, biyolojik adsorpsiyonu meydana getiren ana malzemelerdir ve protein, niikleik
asit, lipit ve karbonhidratlardan olusurlar. Bu yapilarin iginde organik (karboksilik,
aromatik, alifatik ve amino gibi) ve inorganik gruplarin (hidroksil, siilfat gibi)
iyonlagmasi, hiicre zarinin negatif yiike sahip olmasini saglar (Bux ve Kassan 1994). Bu
ozelliklerinden dolayr mikroorganizmalar metal katyonlarina kolayca baglanabilirler.
Pasif tutulma olarak da adlandirilan bu olay, biyolojik mekanizmalardan bagimsizdir ve
biyosorpsiyon olarak adlandirilir. Biyosorpsiyon, biyolojik yapilar ve metal tiirleri

arasinda meydana gelen fiziko-kimyasal etkilesimler sonucunda meydana gelir.

Mikroorganizmalar canli iken bazi agir metal iyonlari, hiicre i¢ine girerek burada
birikebilirler. Canli hiicreler agir metalleri hem aktif hem de pasif olarak tutabilirler,

boyle durumlar biyoakiimiilasyon olarak adlandirilir (Shumate ve Strandberg 1985).

Canli mikroorganizmalarin toksik formda hiicre i¢ine aldiklar1 agir metalleri metabolize
ederek daha az toksik formda metallere doniistiirmesi ise biyoremediasyon olarak
adlandirilmaktadir  (Christodoulatos ve Koutsospyros 1998). Biyoremediasyon
fizikokimyasal yontemlerin kullanilamayacagi dogal su kaynaklarinin dogrudan
temizlenmesinde, metal giderici organizmalarin dogaya salinmasi yardimiyla
kullanilabilir. Ancak biyoremediyasyonda kullanilan organizmalar, maruz kaldiklar
metalin toksik etkilerine de direng gostermelidirler, aksi halde metal dogaya salinan
populasyonu hizla oOldiirlip temizleme islemini durduracaktir. Bu etkiyi ortadan
kaldirmak i¢in ya asitle muamele edilmis, giderim kapasitesi yiiksek biyokiitleler, ya da
metale dayanikli organizma kiiltiirler1 kullanilmaktadir. Zira mikroorganizmalar, agir
metallerle karsilastiklarinda kendilerini korunmak i¢in bazi diren¢ mekanizmalari

gelistirmislerdir (Sekil 2.2) ve yiiksek metal konsantrasyonlarinda bu mekanizmalar
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sayesinde yasayabilmektedirler. Bu mekanizmalarin bazilart heniiz tam bilinmiyor olsa

da, belli bash olarak su sekilde listelenebilirler (Bruins vd. 1999).

a. Metalin hiicre zarindan gecisinin engellenmesi: Hiicre duvarinda veya zarinda
meydana gelen degisimler metalin hiicreye girisini engeller. Gen iizerinde meydana
gelen nokta mutasyonlart ve metallerin dis zara veya hiicre proteinlerine baglanmasi
zarin gegirgenligi azaltmaktadir (Beveridge ve Murray 1976, Ji ve Silver 1995).
Bakterilerde bulunan ekstraselliiler polisakkaritler, metal iyonlarin1 biyolojik olarak
tutmakta ve bakterileri hiicre bilesenleri ile etkilesimden korumaktadirlar (Scott vd.

1988, Scott ve Palmer 1990)

b. Metallerin mikroorganizmadan aktif olarak uzaklastirilmasi: Metaller aktif
tasima yoluyla hiicre disina pompalanirlar, bu mekanizma plazmit veya kromozom
tarafindan kodlaniyor olabilir. Mikroorganizmalar bu sistemi toksik olan metalleri
sitoplazmalarindan uzaklastirmak i¢in kullanirlar. Bu sistem ATP’ye bagimli ya da

ATP’den bagimsiz olarak gerceklesebilir (Silver vd. 1989, Nies ve Silver 1995).

C. Metallerin proteinlere baglanmasi ile hiicre icinde birikmesi: Bu mekanizma ile
agir metallerin hiicre icinde hiicre metabolizmasina etki edemeyecekleri bir yerde
(6rnegin vakuollerde) birikmesi saglanarak hiicresel organellerle etkilesmeleri onlenir

(Bruins vd. 1999).

d. Metallerin hiicre disinda tutulmasi: Joho ve arkadaslar1 tarafindan metal direnci
oncelikli olarak bakteriler i¢in kurgulanmig olsa daha sonra maya ve mantarlar i¢in de
gecerligi goriilmiistir (Joha vd. 1995). Ornegin, Saccharomyces cerevisiae biiyiik
miktarda glutatyonu salgilayarak Ni adsorbsiyonunu azaltabilmektedir (Murata vd.
1985). Glutatyon agir metallere hizla baglanir ve mayanin tasidigir metilglioksal geni
metallerin yogun oldugu boélgelerde ekstraselliiler glutatyon maddesi olusturur. Toksik
metal bu komplekslere tutunur ve dolayisiyla hiicreye giremez. Mantarlarda bakir (Cu)
direnci saglanirken metal oksalat kompleksleri olusturmak iizere hiicre disina oksalat

salgilandig1 da bulunmustur (McEntee vd. 1986).
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e. Enzimlerle metalin daha az toksik forma doniistiiriilmesi: Hiicre i¢inde ve
enzimatik yollarla gerceklesir. Direng gram negatif ve gram pozitiflerde benzer genler
tarafindan saglanir. Bacillus cereus RC607 susundaki direng ile ilgili olan mer A
geninin Clostridium butiricum’daki mer A genleri ile niikleotit sekanslarinin benzerligi
% 76,8’den % 100’e kadar degismektedir. Mer A genleri plazmit veya kromozom
kokenli olabilirler (Misra 1992). Genel olarak bakteriyel metal dayaniklilik genleri

plazmitler yardimiyla aktarilirlar.
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Sekil 2.2 Metal ile mikroorganizma arasindaki etkilesim mekanizmalar1 (Lloyd 2002)

2.2.1.3.1 Canlilarla yapilan bazi Cr (VI) biyobirikim ve biyogiderim ¢alismalari

Jinshao vd. (2010)’nin yaptiklar1 bir ¢alisma, sulu ¢ozeltilerden krom giderimi ve de
atiksularindan krom, bakir, nikel ve ¢inkonun Candida lipolytica ve kanalizasyon suyu
karigimi kullanilarak giderilmesini amaglamaktadir. Bu ¢alismada Cr (IV) ve toplam
kromun biyolojik indirgenme oraninda baslangi¢ pH’ 1, biyosorbent dozaji ve etkilesim

stiresinin 6nemli belirleyici kosullar oldugu gézlemlenmistir. Ayn1 zamanda da bakir ve
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cinko kombinasyonunun toplam krom gideriminde ve Cr (IV)’lin biyolojik

indirgenmesinde énemli etkileri oldugu gosterilmistir.

Velasquez ve Dussan (2009)’nin yaptiklari ¢alismada Kolombiya’da elde edilmis farkli
Bacillus sphaericus suslarinin civa, bakir, demir ve krom elementlerine karsi
toleranslart ve ayrica canli kiitledeki bu elementlerin biyolojik giderim ve
biriktirilmeleri belirlenmistir. Canli veya 06lii olarak kullanilan B. sphaericus OT4b31
susunun krom elementinin biyolojik gideriminde karsilikli olarak % 25 ve % 44,5’
kadar etkili oldugu gosterilmistir. Bu veriler 1s1ginda ise elde ettikleri
mikroorganizmalarin agir metallerin giderimi siirecinde kullanilabilecek bir alternatif

olusturduklar ileri stiriilmistiir.

Baysal vd. (2009) ise yaptiklar1 aragtirmada yiizeye sabitlenmis Chryseomonas luteola
TEM 05 hiicrelerinin, sulu ¢ézeltilerde bulunan Cr (IV), Cr (II) ve CO (II) iyonlarinin
giderilmesi {iizerine sahip olduklar1 potansiyeli incelemislerdir. Calisma sonunda
karragenan-kitosan jel sistemi iizerinde sabitlenmis C. luteola TEM 05
mikroorganizmalarinin metal iyonlarinin hizli giderimleri iizerinde hiicre igermeyen

carrageenan jel sisteminden daha etkili oldugu gosterilmistir.

Quintelas vd. (2008)’nin yaptiklar1 arastirmada aktive edilmis graniiler karbon ile
desteklenen ti¢ farkli bakteri tiirii kullanilarak diisiik konsantrasyonlu sivi ¢ozeltilerdeki
krom iyonlarinin giderilmesi incelenmistir. Farkli hiicre duvari yapilarina ve iceriklerine
sahip olmalarina ragmen arastirmada kullanilan bu ii¢ bakteri tiiriiniin agik sistemlerde
krom iyonunun giderilmesinde etkili olduklar1 ve li¢linlin de remediasyon
calismalarinda kullanilabilecegi gosterilmistir. Buna ek olarak kullanilan gram pozitif
mikroorganizma tiirlerinin, B. coagulans and S. equisimilis, metallerin giderilmesinde

en iyi ylizdelik sonuclar1 gosterdikleri belirtilmistir.

Chatterjee vd. (2010) tarafindan yapilan ¢alisma Hindistan’daki Damodar nehrinden
izole edilmis thermofilik bakteri tiirii olan Geobacillus thermodenitrificans’ u metal
baglama kapasitesini sentetik metal soliisyonlar1 ve sanayi atik sular1 kullanilarak

incelemiglerdir.  Yapilan arastirmalar sonucunda o6li  G. thermodenitrificans
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biyokiitlesinin Cr(III)’tin indirgenmesinde 720 dakika igerisinde optimal pH
kosullarinda % 80,80 oraninda basar1 gosterdigi bildirilmistir. Ayrica yine bu ¢alismada
G. thermodenitrificans bakteri tiiriniin sanayi atik sularindaki metal iyonlarinin
giderimleri i¢in kullanildig1 zaman ise Cr(IIl) iyonunu 120 dakika icerisinde % 39,2 gibi
yiiksek bir oranda giderebildigi gosterilmistir.

Chen Kao vd. (2008)’nin yapmis olduklar1 c¢alismada farklt mikroorganizmalarda
bulunan ve metallerin baglanmasinda gérev alan proteinleri iiretebilen bir rekombinant
Escherichia coli susu kullanilarak, sulu ¢ozeltilerde bulunan Ni (I1), Zn (1) ve Cr (1)
iyonlarinin  giderimi arastirilmistir.  Yapilan arastirmalarin  neticesinde ise bu
rekombinant bakteri tiiriiniin metallerin baglanmasinda gorev alan proteinleri igermeyen
bakteri tiirlerine gore daha yiiksek bir baslangic giderimi gosterdigi belirtilmistir. Ancak
Cr (II) giderimi sirasinda metallerin baglanmasinda gorev alan proteinlerin tretildigi

genlerde hasarlar olustugu ve ¢ok sayida hiicre kayiplar1 yasandig1 gézlemlenmistir.

Vinod vd. (2010) yapmis olduklar1 ¢alismada, Hindistan’da bulunan sakiz agaci
(Cochlospermum gossypium) reginesinin sivi ¢ozeltilerde bulunan toksik metal iyonlari
kontaminasyonunun giderilmesindeki potansiyelini arastirmiglardir. Bu re¢inenin toksik
nikel metalinin ve toplam krom iyonunun giderim tizerindeki kapasitesi incelenmistir.
Yapilan c¢esitli incelemelerin ve Langmuir model hesaplamalarinin ardindan ise
Cochlospermum gossypium reginesinin azami giderim kapasitesinin krom iyonu i¢in

optimal olarak pH 2’ de 129,8 mg/g oldugu gosterilmistir.

Srinath vd. (2002) yaptiklari arastirmada, bir ortak atik suyu aritma tesisinden elde
edilmis bakteri suslarinin Cr (VI) elementinin biyolojik olarak biriktirilmesi iizerindeki
kapasiteleri incelenmistir. Yapilan incelemelerin ve deneylerin ardindan Bacillus
circulans ve Bacillus megaterium olarak belirlenmis iki bakteri susunun kuru
agirhiklarimin sirasiyla 34,5 mg Cr/g ve 32 mg Cr/g’ ma kadar biriktirdikleri
gozlemlenmistir. Bunlara ek olarak yine bu calismada 6lii bakteri hiicrelerinin canl
olanlarina kiyasla daha yiiksek bir biyolojik giderim gdsterdikleri de ortaya

konulmustur.

13



Misha ve Doble (2008) yaptiklar1 arastirmada, kat1 atiklardan krom iyonuna toleransi
olan mikroorganizmalarin izole edilmelerini detaylandirmistir. Calismalarda izole edilen
dokuz tiiriin krom iyonuna karsi 700 mg/L konsantrasyonuna kadar tolerans
gosterdikleri ve 8-12 saat arasinda duraklama fazina ulastiklart ortaya g¢ikartilmistir.
Bunlarin disinda yine bu mikroorganizma tiirleri 4-10 saat arasinda baslangicta 200
mg/L konsantrasyonu olan krom iyonunun yaklasik olarak % 95’ini biyolojik olarak
emebilmektedir. En iyi krom giderimi sonuglar1 veren iki organizma tizerinde yapilan
16s RNA arastirmalarimin ardindan ise bu organizmalarm Bacillus marisflavi ve

Arthrobacter sp. olduklari ortaya ¢ikartilmistir.

Bankar vd. 2009 yilinda yaptiklart ¢alismada sulu ¢ozeltilerde bulunan Cr (VI)’iin
giderilmesi Yarrowia lipolytica tiirliniin iki farkli deniz susu kullanilarak (NCIM 3589
ve 3590) pH, sicaklik, biyokiitle, tuz yogunlugu, etkilesim zamani ve baslangi¢ krom
Iyonu konsantrasyonuna gore arastirmislardir. Optimal durumlarda Cr (VI) iyon miktari
yiikseltildikce bu mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilen biyolojik giderimin
arttig1 ortaya c¢ikartilmistir. Bunun disinda ise NCIM 3589 ve 3590 suslarinin Cr (VI)

iyonuna kars1 6zel bir ige alim gosterdikleri giin 1s181na ¢ikartilmigtir.

Espinoza-Quinones vd. (2009)’nin yaptiklari ¢alismada, yiiksek ¢oziiniirliikli XRF (X
Isinlart Fluoresans Spektrofotometresi) teknigi kullanilarak Salvinia auriculata, Pistia
stratiotes ve Eichhornia crassipes gibi sucul bitkilerin koklerinde gergeklesen biyolojik
giderimler sirasinda Cr (VI)’nin indirgenmesi incelenmistir. Bu ¢ercevede bitkiler 27
giin boyunca toksik olmayan krom iceren bir ortamda biiyiitiilmiislerdir ve yapmis
olduklar1 giderim XRF spektometre kullanilarak belirlenmistir. Bu ¢alismanin ardindan
c¢ikan deneysel kanitlara dayanarak Cr (VI) indirgenme islemi bu bitkilerde ger¢eklesen

metallerin biyolojik olarak giderimleri esnasinda gergeklesmektedir.

Tuzen vd. (2007)’nin yaptiklar1 calismada, dogal 6rneklerde bulunan Cr (IIT) ve Cr (VI)
iyonlarinin bilirlenmelerine yarayacak bir prosediir ortaya konulmustur. Bu prosediir Cr
(1) iyonunun Diaion SP-850 reginesi lizerine yiiklenmis Bacillus sphaericus bakteri
tiri  tarafindan biyolojik gideriminin kantitatif olarak arastirillmasi {izerine

kurulmaktadir. Bu prosediiriin Cr (III)’li ortaya ¢ikartma limiti 0,50 pg/L dir ve ayrica
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dogal su orneklerindeki Cr (III) ve Cr (VI) miktarin1 basarili bir sekilde belirlemekte

kullanilabilmektedir.

Heung vd. (2007)’ nimn yaptiklar1 ¢alismada, yumurta kabuklarinin toksik metalleri
giderme kapasiteleri arastirilmistir. Bu ¢alismada 800 °C’de 2 saat boyunca yakilmis
olan yumurta kabuklarinin sentetik olarak olusturulmus atik sularin temizlenmesi
amaciyla kullanildigi zaman ortamdaki krom kontaminasyonunun % 99’undan daha
fazlasim1 10 dakika igerisinde giderebildigi gosterilmektedir. Bunun yaninda yine bu
iriin kullanilarak gercek atik sular iizerinde yapilan calismalarda da agir metallerin

giderimi iizerine umut verici sonuglar elde edilmistir.

Kilig ve Donmez (2008)’in yaptiklar1 calismada, kroma dayamikli ii¢c farkh
mikroorganizma tiirtiniin (Pseudomonas aeruginosa, Micrococcus sp. ve Ochrobactrum
sp.) farkli pH, sicaklik, Cr (VI) konsantrasyonu ve inkiibasyon siirelerinde meydana
gelen hiicredis1 polisakkarid liretimlerindeki degisim test edilmistir. Her bir tiir igin
azami hiicredis1 polisakkarid iiretimi farkli ¢cevresel kosullarda ger¢ceklesmektedir ve en

yiiksek polisakkarid tiretimini Pseudomonas aeruginosa tiirii saglamaktadir.

Pal ve Paul (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, Hindistan’in Andaman bdolgesinde
bulunan ve igerisinde dogal olarak krom igeren siiziilmiis serpantin topraklardan 34
farkli kroma dayanikli bakteri izole edilmistir. Bu bakteri tiirleri aerobik kosullar altinda
farkli derecelerde krom indirgeme 6zelligi gostermektedir. Bu tiirler igerisinde Bacillus
sphaericus olarak belirlenen mikroorganizmanin Cr (VI) konsantrasyonuna 800 mg/L’e
kadar tolerans gosterdigi ve gelisimi esnasinda Cr (VI) iyonunu % 80’e kadar

indirgeyebildigi belirtilmistir.

Thacher vd. (2006) nin yaptiklar1 calismada endiistriyel atiklarin sebep oldugu kimyasal
kontamine bdlgelerden krom indirgeyebilen bir gram negatif bakteri tiirii izole edilmistir
ve izole edilen bu bakterinin Providencia sp. oldugu biyokimyasal metodlar ve 16S
rRNA analiz yontemi kullanilarak belirlenmistir. Daha sonra yapilan ¢alismalarda ise bu
bakterinin ortamda 100-300 mg/L araliginda bir krom kontaminasyonu olsa bile

cogalabildigi ve bu krom kontaminasyonunun tamamini giderebildigi gosterilmistir.
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Yine ayni bakteri 37 °C ve pH 7 ortamda biiyiitiildiigii zaman ortamda bulunan 400
mg/L gibi bir krom kontaminasyonunun % 99.31’ini de indirgeyebilmektedir.

Okeke (2008) tarafindan yapilan bir ¢alismada ise Exiguobacterium sp. GS1 bakteri
susunun farkli kompleks ortamlarda olusan Cr (VI)’1 kontaminasyonunun giderilmesi
icin kullanilabilecegi gosterilmistir ve bu bakteri susunun yiiksek tuz yogunluguna kars1
direncli oldugu, genis sicaklik ve pH araliginda indirgeme gorevine devam ettigi ortaya
cikartilmistir. Bu nedenlerden dolay1 bu tiiriin Cr (VI)’nin biyolojik temizlenmesi i¢in

onemli bir potansiyel gosterdigi bildirilmistir.

Morales vd. (2007) tarafindan ise biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanilabilecek
kroma dayanikli mikroorganizmalar izole etme amagl bir ¢alisma yapilmistir. Yapilan
deneylerin ardindan Streptomyces sp. CG252 susunun agir metallere ve yiiksek oranda
krom konsantrasyonuna karsi dayanikli oldugu gosterilmistir. Bu bakteri susunun
kontamine olan ortamlarda gelisiminin ve biiylimesinin negatif yonde etkilenmesine
ragmen Cr (VI)’y1 etkili bir sekilde giderebildigi ve Cr (III)’in indirgenmesini
hizlandirabildigi ortaya ¢ikartilmistir.

Sultan ve Hasnain (2007)’1n yaptiklar1 ¢aligmada ise 16S rRNA gen sekansi analizleri
sonucunda Ochrobactrum intermedium bakteri tiiriine ait SDCr-5 susunun Cr (VI)’ ya
karst dayanikli oldugu ve yiiksek yogunluktaki Cr (VI)’y1 15 mg/mL’ye kadar tolere
edebildigi gosterilmistir. Bakterinin gerceklestirdigi Cr (VI) indirgeme reaksiyonunun
optimal olarak 37 °C ve pH 7’de gergeklestigi bildirilmistir. Bunlara ek olarak krom
miktar1 arttikca gerceklesen indirgeme reaksiyonu hizininda arttigi ve 721 pg/mL
konsantrasyonundaki krom miktarin1 96 saat icinde tamamen giderebildigi yapilmis

olan deneyler ile ortaya ¢ikartilmistir.

Caravelli vd. (2008)’nin yaptiklar1 ¢aligmada aktif ¢amur aritma sistemlerinde bulunan
ipliksi bir bakteri tiiri olan Sphaerotilus natans’ i Cr (VI)’y1 indirgeyebilme yetenegi
arastirtlmistir. Yapilan deneylerde Sphaerotilus natans’ 1n aerobik kosullarda Cr (VI)

ve Cr (IIT)’1 80 mg/L’ye kadar etkili bir sekilde indirgeyebildigi ortaya ¢ikartilmistir ve
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bu sonuglar Sphaerotilus natans’ m atik sulardaki kontaminasyonu gidermek igin

onemli bir potansiyel gosterebilecegini ortaya koymustur.

Polti vd. (2010)’mn yaptiklar1 arastirmada, daha onceki c¢alismalarinda Cr (VI)’ya
dayanikli olan Streptomyces sp. MC1’in sentetik ortamda ve toprak oOrneklerinde
bulunan Cr (VI)’y1 Cr (III)’e indirgeyebildigi gosterilmistir. Bu calismada ise Cr
(VI)’nin in vitro kosullarda indirgenebilmesi igin gerekli olan optimal pH, sicaklik,
biiyiime evresi ve elektron kaynaklari arastirilmistir. Cr (VI) indirgenmesinin optimal
olarak 30 °C ve pH 7°de kromat reduktaz enzimi tarafindan gergeklestigi ve bu enzimin

supernatant, pellet ve hiicre icermeyen 6ziit bulundugu gosterilmistir.

Arias ve Tebo (2003)’nun yaptig1 calismada bir sulfidojenik ve iki asulfidojenik bakteri
kolonisi arasindaki Cr (VI) indirgenmesi sirasindaki indirgenme hizi, miktar1 ve
biiylime hiz1 arasindaki iliski arastirilmigtir. Yapilan deneylerin sonuglarina dayanilarak
tic bakteri kolonisininde Cr (VI)’y1 tamamen indirgeyebildikleri ancak hiicre
boliinmelerinin engellendigi ortaya ¢ikmaktadir. Bunlara ek olarak ise siilfiir
indirgeyebilen bakteri tiiriiniin Cr (VI)’nin toksik etkilerine kars1 daha hassas ve duyarli

oldugu ortaya konulmustur.

Deinococcus radiodurans radyasyona karsi son derece dayanikli olan bir bakteri tiirtidiir
ve Fredikson vd. (2000)’nin yaptigt c¢alismada laktat iceren anaerobik kiiltiir
kondisyonlarinda Deinococcus radiodurans’in Cr (VI)’y1 direkt olarak indirgeyebildigi
ve bu indirgeme hizinin ortamda anthraquinone-2,6-disulfonate maddesi bulundugu

zamanda daha ¢ok arttig1 gosterilmistir.

Zahoor ve Rehman (2009)’1n yaptiklart ¢alismanin amaci ise Bacillus sp. JDM-2-1 ve
Staphylococcus capitis bakteri tiirlerinin toksik bir madde olan Cr (VI)’y1 daha az toksik
bir madde olan Cr (IIl)’e indirgeyebilme kapasitelerinin arastirilmasidir. Bacillus sp.
JDM-2-1" in Cr (VI)’ya kars1 4800 pg/mL’ye ve S. capitis’in Cr (VI)’ya kars1 2800
ng/mL’ye kadar tolerans gosterebilecekleri bildirilmistir. Bu iki mikroorganizma ayrica
bakir, civa ve nikel gibi maddelere kars1 da belirli miktarlarda dayaniklilik

gosterebilmektedir.
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Singh ve Malaviya (2015) ise yaptiklar1 ¢alismada, bir Bacillus susunun deri sanayi
atiklarinda krom giderme kapasitesini test etmislerdir. Elde ettikleri APBS5-3 izolesinin
800 ppm Cr (VI)’ya kadar direngli oldugu ve 72 saat icerisinde % 41,8 krom giderip,
giderim sonunda ortam pH’ 11 8,54’ye getirebildigi gozlemlenmistir. Benzer bir
calismada Pandey vd. (2015) yine deri endiistrisinin atik biraktigi arazilerde kroma
direngli bakteriler elde etmis ve izolelerin hayli yiiksek bir deger olan 600-750 mg/L

krom’a kadar direng gosterebildigini belirtmislerdir.

Dolayisiyla, bakterilerin ve bazi bitkilerin toksik bir madde olan Cr (VI)’y1 daha az
toksik oOzellikler gosteren Cr (III)’e indirgeyebilme kapasitesine sahip olduklari
gbzlemlenmistir. Izolasyon calismalarmin yani sira, bu amag¢ dogrultusunda genetik ve
protein miihendisligi kullanilarak uygun enzimleri iiretebilen gelismis bakteriler
tiretilmeye c¢alisilmaktadir ve bu sekilde bakterilerin dogal Cr (VI) giderim kapasiteleri
de arttirlmaktadir. Ornegin Ackerley vd. (2004) tarafindan yapilan bir ¢alismada, iki saf
¢oziilebilen bakteri flavoproteininin, ChrR (Pseudomonas putida) and YieF
(Escherichia coli) kromat rediiktaz aktivitesine sahip olup olmadiklari aragtirilmistir ve

bu genlerin krom giderimine yardim edebilecekleri 6ne siirliilmiistiir.

2.2.1.3.2 Adsorpsiyon izotermleri

Kat1 maddelerin, elektriksel ve kimyasal o6zelliklerine gore, gazlari veya ¢oziinmiis
maddeleri yilizeylerine ¢ekerek birka¢ molekiil kalinligindaki tabakalar halinde tutmasi
olay1 “adsorpsiyon” veya “yilizeyde tutma” olarak da bilinir. Birikim gosteren maddeye
adsorbat, adsorplayan maddeye adsorban veya adsorbent denir. Adsorpsiyon, adsorbent
yiizeyinde biriken madde derisimi ve ¢ozeltide kalan madde derisimi arasinda bir denge
olusuncaya kadar devam eder. Adsorpsiyon, atik aritiminda c¢evre dostu olmasi ve

ekonomik olmasi ile tercih edilen ileri bir aritim yontemidir (Sawyer vd.1978).

Adsorpsiyon dengesini belirtmek i¢in, sabit sicaklikta ¢ozeltide dengede kalan ¢oziinen
derisimine kars1 adsorbentin birim agirliginda adsorbe edilen ¢o6ziinen miktarinin
degisimi izlenerek adsorpsiyon izotermi adi verilen egriler elde edilir. Yillar gectikge,

genis cesitlikte denge izoterm modelleri (Langmuir, Freundlich, Brunauer—Emmett—
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Teller, Redlich—Peterson, Dubinin—Radushkevich, Temkin, Toth, Koble—Corrigan, Sips,
Khan, Hill, Flory—Huggins ve Radke—Prausnitz izotermleri gibi) gelistirilmistir (Malek
ve Farooq 1996). Bu izotermlerin her biri, malzemenin iizerinde absorbatin nasil
dagildigi, adsorbatin birden fazla tabaka halinde emilip emilmedigi, emilen noktalarin
termodinamik olarak birbirine esit olup olmadigi ve malzemenin ¢dzlinmiis adsorbat
konsantrasyonuna nazaran ne kadar giderim yapabildigi gibi faktorler hakkinda
varsayimlar yapmaktadir. Dolayisiyla herhangi bir adsorpsiyon olgusu hakkinda dogru
tahminler yapilabilmesi i¢in, bu adsorpsiyon igin varsayimlarin dogru oldugu bir

izoterm secilmelidir.

Yaygin olarak kullanilan bazi izotermler ve formiilleri su seklide listelenebilir:

2.2.1.3.2.1 Langmuir izotermi

Tek tabaka adsorpsiyonu icin uyarlanmis olan Langmuir izotermi basit ve en ¢ok
kullanilan adsorpsiyon modellerinden biridir. Bu izotermin tutarli olmasi1 i¢in gereken

varsayimlar sunlardir:

a. Adsorban kati yiizeyi tek tabaka halindedir, adsorbat kendi iizerine baglanarak birden

fazla tabaka olusturmaz.

b. Kat1 ylizeyinin her yeri ayni aktivite ile adsorbat molekiille kaplanir. Yani adsorbanin

tiim yiizey gozenekleri esit miktarda adsorban molekiiliinii kabul eder.

c. Tiim adsorpsiyon alanlar1 adsorbat iyonlaria karsi esit miktarda ¢ekim uygular ve
adsorbe olan bir molekiil bitisik alandaki bir baska molekiille herhangi bir etkilesim
icinde olamaz. Yani bir molekiiliin gézenege baglanmasi, komsu gézenegin bir molekiil

tarafindan doldurulup doldurulmadigindan bagimsizdir.

Langmuir izoterminde adsorpsiyon, adsorbat baslangi¢ konsantrasyonu ile birlikte lineer

olarak artar ve maksimum doyma noktasinda, yiizey tek tabaka kaplanmakta, ylizeye
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adsorbe olmus adsorbat miktar1 sabit kalmaktadir. Bu izotermde adsorpsiyon enerjisi
tiniformdur. Adsorpsiyon hizi adsorbat konsantrasyonu ve ylizey lizerinde bulunan aktif
yerler ile dogru orantilidir. Desorpsiyon hizi ise ylizeyde adsorplanmis adsorbat miktar1

ile dogru orantilidir (Hatay 2006).

Bu varsayimlarin dogru olmast halinde kullanilacak olan Langmuir izotermi, su

formiille ifade edilir:

Q = QmaxbCe/(1 + bCe)

Burada Q reaksiyon dengeye geldigi zamanda emilen malzeme miktarini, Qmax
emilebilecek maksimum malzeme miktarini, Ce reaksiyon denge durumundayken
¢ozeltide kalan (adsorbe edilmeyen) malzeme miktarini, b ise de Langmuir sabitini
belirtmektedir. Ayrica kismen dogrusal, kismen de Langmuir modeline uygun davranis
sergileyen malzemeler i¢in birlesik bir izoterm kullanilabilir, bu izoterm ise su sekilde

yazilir:

Q = QmaxbCe/(1 + bCe) + KpCe

Burada Kp Henry sabitidir.

2.2.1.3.2.2 Freundlich izotermi

Freundlich adsorpsiyon izotermi, Langmuir izoterminden daha karmasik adsorpsiyon
olgular1 i¢in uygun bir izotermdir. Freundlich izotermine goére bir adsorbanin yiizeyi
tizerinde bulunan adsorpsiyon alanlar1 birbirinden farklilik gdstermektedir ve c¢oklu
tabaka olusturabilir. Dolayisiyla kendi iistiine baglanan veya adsorbat {izerinde birden

fazla aktif grupla etkilesim gosteren adsorpsiyonlarda kullanilabilir.

Freundlich izoterminin matematiksel ifadesi;
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Q=kce"

Burada Q reaksiyon dengeye geldigi zamanda emilen malzeme miktarini, Ce reaksiyon
denge durumundayken ¢ozeltide kalan (adsorbe edilmeyen) malzeme miktarini, k ve n

ise Freundlich sabitlerini gostermektedir. Bu bagint1 ayn1 zamanda da;

In(Q) = In(k) + 1/(n In(Ce))

Seklinde gosterilebilir ve In(Q) ile In(Ce) arasinda bir grafik cizilirse, bir dogru elde
edilir. Bu dogrunun y eksenini kestigi noktadan In k, dogrunun egiminden de n sabiti
bulunabilir (Pekin B. 1996) Ayni zamanda da, Langmuir izoterminde oldugu gibi

Freundlich izoterminde de dogrusal bir etkenin olup olmadigi su formiil ile test

edilebilir:

Q =k Ce™ + KpCe

Burada Kp Henry sabitidir.

2.2.1.3.2.3 Toth izotermi

Toth izotermi, yine Langmuir izoterminin tahmin giiciinii arttirmak ve termodinamik
olarak esit olmayan baglant1 noktalar1 varliginda hesabi kolaylastirmak i¢in tasarlanmis

bir izotermdir ve su formiille ifade edilir:

Q = QmaxhCe/((1 + bCe™*™

Burada Q reaksiyon dengeye geldigi zamanda emilen malzeme miktarmni, Qmax
emilebilecek maksimum malzeme miktarini, Ce reaksiyon denge durumundayken
cozeltide kalan (adsorbe edilmeyen) malzeme miktarini, b Langmuir sabitini, t ise Toth

sabitini belirtmektedir. Formiiliin Langmuir izoterminden tek farki, Toth sabitinin
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getirilmesidir. Eger ylizeydeki her nokta termodinamik olarak esitse, n = 1 olacagindan

Toth izotermi, Langmuir izotermine indirgenmektedir.

2.2.1.3.2.4 Genel Langmuir-Freundlich izotermi

Bu izoterm, yine baglanma enerji olarak heterojen ylizeylerde adsorpsiyonu gostermek
icin kullanilmaktadir ve eger giderim homojense Langmuir izotermine indirgenir,
Freundlich izotermi ise genel L-F izoterminin 6zel bir durumudur. Genel Langmuir-

Freundlich izotermi su sekilde ifade edilir:

Q = Qmax(bCe)Y"/1+(bCe)*"

Burada Q reaksiyon dengeye geldigi zamanda emilen malzeme miktarini, Qmax
emilebilecek maksimum malzeme miktarini, Ce reaksiyon denge durumundayken
¢ozeltide kalan (emilmeyen) malzeme miktarini, b Langmuir sabitini, n genel
Langmuir-Freundlich tssiinii gostermektedir. Toth izotermindeki gibi, eger yiizeyin her
noktast termodinamik olarak esitse n = 1°dir ve esitlik Langmuir izotermine
dontisecektir. Eger Langmuir sabiti b = 0 ise de, bdlen birim elenecegi i¢in esitlik

Freundlich izotermine indirgenir.

2.2.1.3.2.5 BET izotermi

BET izotermi genelde porlu yapilarda gaz giderimini 6lgmek i¢in kullanilir ve birden
fazla tabakanin giderimini 6l¢gmek i¢in uygundur. Langmuir izoterminden tiiretilmistir

ve su sekilde ifade edilir:

Q = QmaxbCe/(S - Ce) [1 + (b — 1)(Ce/S)]

Burada Q reaksiyon dengeye geldigi zamanda emilen malzeme miktarini, Qmax
emilebilecek maksimum malzeme miktarini, Ce reaksiyon denge durumundayken

cozeltide kalan (adsorbe edilmeyen) malzeme miktarini, S malzemenin ¢ozlniirligiinii
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ve b Langmuir sabitini gostermektedir. Eger S, Ce’den cok biiyiikse (yani denge
durumunda emilmeyen malzeme miktar1 az, solisyonun ¢ozebilecegi malzeme miktari

ise ¢oksa), bu esitlik Langmuir esitligine indirgenir.

2.3 Organizmalardaki Cr (V1) Direnci

Hiicrenin indirgeme kapasitesinin arttirtlmasi, demir ve siilfiir metabolizmalarinin
disiiriilmesi,  proteinlerin ~ oksitlenmeye  karst  korunmasi, DNA  onarim
mekanizmalarmin aktivasyonu, kromun aktif olarak disar1 pompalanmasit ve krom
detoksifikasyonu, Cr (VI) varliginda hiicrenin alabilecegi koruyucu taktiklerden
bazilaridir. Ancak bu etkilerin sadece tek bir tanesi (6rnegin ChrA kromat pompasinin
varli1) bir organizmanin krom direncini saptamada yetersiz kalabilir. Genel olarak
kromun detoksifikasyonu, Cr (VI)’yi Cr (Ill)’e indirgeyerek yapilir, bunu yapan
enzimler bakterilerde ve mantarlarda yaygindir. Cr (VI)’nin toksik etkisinin ise son
yillarda maya iizerinde yapilan deneylerde protein bazli oldugu, cevap

mekanizmalarinin da protein iiretimine bagh oldugu gozlenmistir.

Cr (VI), siilfatin kimyasal yapisina olan benzerliginden dolay1 siilfat iyon yolunu
kullanarak hiicre membranindan kolayca gectigi i¢in ( Ramiez-Diaz vd. 2008) Cr
(IIT)’den 1000 kat daha toksiktir. Hiicre igerisine giren Cr (VI) , enzimatik olan ve
olmayan bazi reaksiyonlar tarafindan gesitli toksik ara metabolitlerin olugsmasina sebep
olur ve olusan bu ara metabolitler toksik etkilere ve DNA iizerinde direkt degisikliklere

sebep olmaktadir. (Viti ve Giovannetti 2007, Shi ve Dalal 1990, Zhitkovich 2011).

Cr (VD) hiicre i¢i indirgeyiciler tarafindan (askorbik asit, glutatyon, flavo enzimler)
indirgenerek hiicre icinde Cr (V), Cr (VI) (Bose vd. 1992, Suzuki vd. 1992,
Kalabegishvili vd. 2003) ve son iiriin olarak Cr (III) olusur (Ortega vd. 2005, Kanmani
vd. 2012). Cr (I1l) DNA replikasyonunu etkiler, mutasyonlara sebep olur, enzimlerin
yapisini ve aktivitesini karboksil ve tiyol gruplarina reaksiyona girerek degistirir
(Cervantes vd. 2001, Sobol ve Schiestl 2012). Krom iirtinleri, DNA zincir kiriklari,
DNA-protein, DNA-DNA c¢apraz baglari gibi birgok genetik hasara sebep olur
(Salnikow ve Zhitkovich 2008, Reynolds vd. 2009). Cr (IV) ayrica hiicresel
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metabolitlere baglanarak, fizyolojik fonksiyonlarin1 engeller (Sumner vd. 2005,

Kanmani vd. 2012).

Cr (V1) ile kirletilmis ortamlarda yasayan mikroorganizmalar, yasamlarinin devami i¢in
kromun negative etkilerini notralize edecek mekanizmalar gelistirmistir (Morais vd.
2011) Yapilan bir¢ok caligma bdyle mikroorganizmalarin var oldugunu kanitlamaktadir
(McLean ve Beveridge 2001). Mikroorganizmalar tarafindan gelistirilen bu direng
mekanizmalarin kromozamal ve plazmit kaynakli oldugu gosterilmistir (Ramirez-Diaz
vd. 2008-2011, Caballero-Flores vd. 2012). Bu diren¢ mekanizmalar1 ve
detoksifikasyonlar, kromat iyonlarinin hiicre sitoplazmasindan digariya atilmasi ve
hiicre disinda Cr (VI)’nin Cr(Ill)’e indirgenmesi seklinde agiklanmistir (Ramirez-Diaz
vd. 2008- 2011, Caballero Flores vd. 2012). Agir metal varliginda strese girerek
mutasyona ugrayan mutant tip mikroorganizmalarin, mutasyon barindirmayan yaban tip
mikroorganizmalarla genomik diizeyde karsilastirilmasi ile hangi genin hangi
mekanizmadan sorumlu oldugunu ve bu mekanizmalar1 etkileyen faktorler ortaya

cikartilmistir.

Krom, canli biinyesinden tamamen atilma, aktif olmayan hiicre veya doku kisimlarinda
depo edilme ve heksavalen formdan trivalen forma indirgenme seklinde ii¢ yontemle
viicuttan atilabilir. Bu islevleri goren proteinler, kromu hiicrenin disarisina atmayi
saglayan krom transporterlar ve indirgeme sirasinda olusan reaktif oksijen tiirlerini
ortadan kaldiran siiperoksit dismiitazlar, peroksidazlar ve katalazlardir. Dolayisiyla
kroma maruz kalmais bitki ve hayvanlarda bu enzimlerin aktivitesi genellikle artmaktadir
ve bu enzimlerin konsantrasyonlar1 toksisite deneylerinde siklikla metal bazli oksidatif
stresinin bir gostergesi olarak kullanilmaktadir. Ancak her dokuda ve her organizmada
kroma kars1 tepki farkli oldugu i¢in, herhangi bir ¢alismada bu enzimlerin sadece bir

kisminin arttig1 gézlemlenmektedir.

Krom iyon transport siiper ailesini igeren genetik yapiya sahip olan arkelerde,
bakterilerde ve okaryotlarda da kromat direnci goriilmektedir (Ramirez-Diaz vd. 2008).
Genel olarak kromat direnci chrA genini igerir ve bu genin membrandan kromat akigini

saglayan proteinlerin sentezlenmesinden sorumlu oldugu kabul edilmektedir (Pimental
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vd. 2002). chrA proteini ayrintili olarak P. aeruginosa, Cupriavidus metallidurans ve
Shewanella sp. tiirlerinde karakterize edilmistir (Cervantes vd. 1990, Nies vd. 1990,
Aguilar-Barajas vd. 2008). ANA3 ve c¢ok sayida chrA homologlar1 (Sekil 2.3) tespit
edilmistir. ChrA geninin aktivasyonu sayesinde mikroorganizmalar 0,35 mM ile 200
mM Cr (VI) konsantrasyonuna diren¢ gdsterebilmektedirler (Juhnke vd. 2002, Henne
vd. 2009, Baylar vd. 2011). Bununla birlikte chrA geni Cr (VI)’ya gosterilen direngte
tek basina rol oynamaktadir. Diger metal direng sistemlerinde oldugu gibi, chrA geni,
organizmalarda belirli bir konsantrasyonun altindaki Cr (VI) korumasina yardimeci

olmaktadir.
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Sekil 2.3 513 chrA kromat iyon transport sekansmmin CLUSTALX kullanilarak
olusturulmus dairesel filogenetik agaci (Henne vd. 2009)
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Bakterilerde chrA geni kromozomda, plazmitte veya ikisinde birden (Juhnke vd. 2002)

diger chr genleri ile birilikte genellikle ayn1 operonlarda bulunmaktadirlar.

ch chr chr
P. aeruginosa PAO1 —-‘:\‘/
ch chr chr
shewanellasp.  ——— -S>
chr chr chr
C. metallidurans —w
ch chr chr chr chr ch

C. metallidurans

tnp ch

O. tritici

chrB chrB chrB
ch chr SC ch N- a chr

Arthrobacter sp.

Sekil 2.4 “Omik” yaklagimlar ile analiz edilmis chr genlerinin bolgesel genomik
icerigini anlatan sematik gosterim (Henne vd. 2009)

Sekil 2.4’de de goriildiigii lizere farkli mikrorganizmalarda kromat direncliligi ile ilgili
farkli gen kiimeleri farkli plazmitler {izerinde bulunmaktadir. Farkli organizmalarda
bulunan gen kiimesi ortologlar1 veya gen homologlar1 kromat direngliliginde tamamen
ayni ya da benzer islevler gostermektedir. Ornegin, C. metallidurans’da chr gen kiimesi
agir metallere kars1 direng saglayan bu genler pMOL28 plazmitinde yer alirken, O.
tiritici’de ise Sbvll plazmitinde yer almaktadir (Branco vd. 2008). Her iki
mikrorganzimada chrA geni kromat transpotunda dogrudan gorev almasa da diger chr
genlerinin fonksiyonlarinin diizenlemesinde gorev aldig1 diislintilmektedir. Fakat
yapilan ¢aligmalarda chrB geni O. tritici’de chr operonlar1 i¢in krom hassas regiilator
islevi gorerek Cr (VI)’ya 6zel oldugu gosterilirken (Branco vd. 2008), aynit gen C.
metallidurans’da Cr(IlI), Cr (VI) ve siilfat gruplarn tarafindan aktive edilmektedir
(Peitzsch vd.1998, Juhnke vd. 2002). Alcaligenes ve Synechococcus’da ise chrA’nin,
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chrB yoklugunda ortamdan krom alinmasini sagladigi, kromun azaltilabilmesi i¢in chrB
tiretiminin gerektigi gozlemlenmistir (Nies vd. 1998). Kromun yani sira, chr ailesi

genlerinin ayn1 zamanda siilfat da tasiyabildikleri de bilinmektedir.

2.4 Morganella Cinsinin Genel Ozellikleri

Morganella gram-negatif bakteri subesinden Enterobakteriler familyasina ait bir cinstir.
Morganella’ nin bazi tirlerinin U (VI) ve Cr (VI) biyoremediyasyonunda
kullanilabilecek adaylar oldugu literatiirde gosterilmistir (Velasquez vd. 2009,
Chabalala ve Chirwa 2010). Ozellikle kirli sularda gériinen bu bakteri insan bagirsak
florasinin da bir pargasidir. Yakin akraba olan Proteus ve Providencia gibi, hastane
ortaminda kontaminasyon sonucu idrar yolu enfeksiyonlarina ve bagisiklik sistemi islev
gormeyen insanlarda bagirsak sorunlarina sebep olabilir, ancak saglikli insanlarda

hastalik kaynagi olarak goriilmemektedir.

WD ‘ mag HV det | HFW tllt

9.7 mm | 30 000 x | 15.00 kV|ETD |9.95 pm

Sekil 2.5 Morganella morganii’nin taramali elektron mikroskop goriintiisii (Orjinal)
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Yapilan bu tezde krom kirliliginin fazla oldugu boélgelerden kroma direng kazanmig
tirlerin izole edilmesi, siiflandirilmasi ve krom wuzaklastirma verimliklerinin

degerlendirilmesi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Atik Sularin Toplanmasi ve Saklanmasi

Atik su 6rnekleri steril, tek kullanimlik 50 ml hacminde falkon tiiplere Ankara Cay1 ve
Corlu Cayr’ndan alinmistir. Ankara organize sanayi atiklarinin da karistigi bolgenin
ilerisinde olan Sincan kopriisii altindan Ankara Cay1 6rnegi, Corlu sanayi atiklariin
Corlu Cayr’ na karistigr noktadanin 1 km ilerisinden de Corlu Cay1 6rnegi alinmstir.
Alinan 6rneklerin pH degerleri Merck marka strip pH kagitlar ile dl¢iilmiistiir. Ornekler
soguk zincirde (+4°C) tasimuistir ve en geg iki giin iginde besiyerine mikroorganizma
secimi i¢in ekimleri gergeklestirilmistir. Sahadan toplanan atik sular deney bitimine

kadar +4 °C’de saklanmustir.

3.2 Bakteri izolasyonu

Laboratuvara getirilen atik su 6rneklerinden, M1 sivi besi yerine % 1 oraninda ekim
yapildi. M1 besi yeri; Sigma-Aldrich (US) marka 10 g/L pepton, 2 g/L et 6zii, 1 g/L
maya 06zl ve 5 g/ NaCl ile hazirland1. Bakteri biiyiimesi goriilen 6rneklerden 0, 50,
100, 150, 200, 500, 750 and 1000 mg/L Cr (VI) igeren M1 besi yerine ekim yapildi.
Besi yerinde bulunan Cr (VI) miktarn 1,5-difenilkarbazid yontemi ile
spektrofotemetrede 540 nm dalga boyunda Olc¢lilmiistiir. Bakteri biiylimesi goriilen
kiiltiirlerden, Cr (VI)’ya dayanikli kolonilerin secilebilmesi i¢in M1 kati besi yerine
yayma yapildi ve etiivde 24 saat 30 °C’de inkiibe edilmistir.

3.3 Cr (VI) Dayamikhlik ve Giderim Kapasiteleri

Secilen biitiin bakteri kolonileri 10, 20, 50 and 100 mg/L konsantrasyonlarda Cr (VI)
ihtiva eden M1 siv1 besi yerine ekildi, kiiltiirdeki bakteri bliylimesi 0, 24, 48 ve 72 saat
araliklarinda 1,5-diphenylcarbazide, EPA +6 yiiklii krom protokolii takip edilerek
spektrofotemetrede 540 nm dalga boyunda analiz edildi (EPA method 7196a). Bu

metoda gore Cr (VI)’nin analizi, siilflirik asit iceren ortamda difenilkarbazid ile verdigi
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renkli komplekslerden yararlanilarak spektrofotometrik yontemle yapilmistir.
Reaksiyonda kullanilan difenilkarbazid soliisyonu 0,25 g difenilkarbazidin 100 ml
asetonda ¢dziilmesi ile hazirlanmistir. Ornekler 100 kez seyreltilerek 6l¢iime hazirland:
ve deneylerin analizinde kullandigimiz standart egri grafigi konsantrasyonu bilinen 0 —
2,5 mg/L Cr (VI) araligindaki oOrneklerden hazirlanmistir (Sekil 3.1-3.2). Bu
konsantrasyon araligi yiiksek linearite gosterildigi igin segilmistir ve OD540 — Cr (V1)

konsantrasyon doniistiiriim formiilii bu aralikta asagidaki gibi hesaplanmistir;

Cr (VI) konsantrasyonu (mg/L) = OD540/0.88

Absorbans (OD540)
N

0 T T
0 5 10 15

Cr(VI) Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 3.1 Mikroplaka okuyucu kullanilarak yapilan krom absorbans kalibrasyon egrisi
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g

Absorbans (OD540)

0.0 T T 1
0 1 2 3

Cr(VI) Konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 3.2 Kiivet spektrofotometresi kullanilarak yapilan krom giderim kalibrasyon egrisi

Besi ortami disaridan eklenen krom haricinde Cr (VI) bulundurmadig: i¢in, 0. saatteki
krom Olglimii ortamda bulunan toplam krom olarak alinmistir. Belirli zaman
araliklarinda 6l¢iilen Cr (VI) konsantrasyonlari, 0. saatteki krom miktarindan ¢ikarilarak
Cr (Il)’e indirgenen krom miktari tespit edilmistir, yle ki V hacmindeki bir ortamda,
0. saatteki Cr (VI) miktar1 Cr (VI) 0 ve t zamanindaki Cr (VI) miktar1 Cr (VI)t olarak

alindiginda, emilen Cr (VI) miktar1 asagidaki formiille bulunabilir:

Emilen Cr (VI) = (Cr (V)0 — Cr (V)t)*V

Olgiilmeyen biitiin Cr (VI) miktarinin Cr (III)’e indirgenmis oldugu dogrultusundaki
varsayimimiz, bakteri hiicre zarlarinin Branson 2510 Ultrasonic Cleaner (Branson
Ultrasonics, US) sonikator tarafindan parcalanmasi ve sonrasinda yukarida belirtilen
yontem ile Cr (VI) miktarlarinin 6l¢iilmesi ile kanitlanmistir. Sonikasyondan dnce ve
sonra Onemli bir degisim gdzlenmemistir, dolayisiyla bakterilerin indirgenmemis Cr
(VI) miktarlarinin gozlenemeyecek duruma getirecek bir mekanizmaya (6rnegin hiicre
ici depolama) sahip olmadigr ve tim miktar azalmalarinin Cr (VI) indirgemesine

baglanabilecegi gosterilmistir. Cr (II), Cr(IV) ve Cr(V) biyolojik ortamlarda stabil
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olmadigi i¢in, Cr (VI)’nin tamamen Cr (III)’e indirgendigi varsayilmistir.

OD600 degerlerini bakteri kuru agirligina ¢evirecek bir formiil, gece asir1 biyiitiilmiis,
OD600 degerleri bilinen bakteri kiiltiirlerini seri olarak seyreltip, firinda kurutup,
agirliklar1 Olglilerek bulunmustur (Sekil 3.3). Segilen bakteri koloni ornekleri igin

kullanilan formiil agagidaki gibidir:

Kuru agirlik (g/L) = 0.979*0OD600 — 0.304

2.01

Net biyokiitle (mg)
2 7

e
a
1

0.0 T T 1
1.0 1.5 2.0 2.5

Absorbans (OD600)

Sekil 3.3 Biyokiitle ile OD600 arasindaki iliskiyi hesaplayan 6l¢iim analizi

Bu formiil arastirmalar siiresinde Cr (VI) giderim kapasitelerini gram kuru bakteri

tarafinca emilen veya indirgenen mg Cr (VI) olarak hesaplamada kullanilmistir.

3.4 Cr (VI) Giderim Kapasitesi

Cr (VI) bulunan besi yerinde yasayabilen bakterilerin, 72 saat iginde ortamda bulunan

32



Cr (VI)’nin ne kadarini indirgedigi 6l¢tilmiistiir (EPA method 7196a). Ayni zamanda da
emilen krom miktarinin literatiirde bulunan diger Cr (V1) giderici bakteriler, bitkiler ve
biyokiitleler ile karsilastirilmasi yapilmistir. Genel olarak, canli hiicrelerin giderim
kapasiteleri 50 mg Cr (VI)/g biyokiitle ve daha asagisinda oldugu, ancak asitle muamele
sonrasinda bu rakamin 300 mg/g ve daha yiiksege ciktig1 gdzlenmistir. Benzer bir
sekilde, pH 7°de ve 37 °C’de giderim diisiikken, pH 2’de ve daha yliksek sicakliklarda
giderimin dikkate deger bir sekilde artmaktadir. Ancak siirdiiriilebilir bir giderim sadece
canli bakteriler tarafindan yapilabilecegi icin, calismada hem canli bakteri biyokiitlesi,

hem de hidroklorik asitle muamele edilmig 61l biyokiitle kullanilmistir.

3.5 Cr (VI) Giderimi Ideal izolatin 16S rRNA Sekanslamasiyla Tanimlanmasi

En yiiksek miktarda Cr (VI) giderimi saglayan STBS5 olarak adlandirdigimiz koloni tiir
tayini icin, 16sRNA sekans yontemi ile analiz edilmistir. M1 kat1 besi yerinden saf
olarak elde ettigimiz koloniden, DNeasy Blood & Tissue Kit (QIAGEN, Germany) kiti
ile bakteri DNA izolasyonu yapildi. Izolasyon sonrasinda elde edilen bakteri DNA’s1
PZR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile ¢ogaltilmistir. Bu reaksiyon 50 puL hacim i¢inde
25 U Taq polimeraz, 0,2 mM dNTP, 0,4 pmol 27-Forward and 1492-Reverse primerler,
1,5 mM MgCl and 1x Taq tampon kullanilarak hazirlanmistir. PZR deneyi ilk
denatiirasyon 96 °C’de 5 dk, 30 tekrar denatiirasyon 96 °C’de 30 sn, primer yapigmasi
55 °C’de 30 sn, uzama 72 °C’de 30 sn, and son uzama 72 °C’de 5 dk olacak sekilde
optimize edilmistir. PZR reaksiyonundan elde edilen DNA iiriinii BigDye Terminator
v3.1 Cycle Sequencing (Applied Biosystems, US) kiti kullanarak sekans PZR’1
yapilmistir. Sekans PZR {irlinii 3130 XL Genetic Analyzer (ABI) cihazi kullanilarak
niikleotid dizileri belirlendi ve eldilen sekans dizisi bakteri tliriiniin belilenmesi i¢in

internet ortaminda BLAST programi kullanilmistir (Martins vd. 2010, Edgar 2004)

3.6 Cr (VI)’ min STBS Bakterisi ile Biyoremediasyonu

STBS olarak adlandirdigimiz bakteri tiirii Cr (VI) igermeyen M1 besi yerinde bir gece
inkiibe (105 rpm, 30 °C) edilmistir. Elde edilen taze kiiltiirden 20 mg/L Cr (VI) igeren
MI besi yerine %1 oraninda ekim yapilmistir. 105 rpm, 30 °C’de inkiibe edilirken belli
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zaman araliklarinda kiiltiirden 6rnek alinarak bakteri biiyiimesi spektrafotometrede 600
nm dalga boyunda Ol¢iilmiistir. Ayn1 O6rnek zamanlarinda besi yerinde kalan
indirgenmemis Cr (VI) miktar1 1,5-difenil karbazit yontemi ile Olgiilmistiir. Bu
deneyde M1 besi yerinin kendi i¢cinde Cr (VI) indirgeme 6zelliginin olup olmadigi 20
mg/L Cr (VI) igeren M1 besi yeri diger deney tiipleri ile birlikte 105 rpm, 30 °C’de
inkiibe edilerek ayni1 zamanlarda Cr (VI) varligi analiz edilmistir (EPA method 7196a).

Yapilan biitiin deneyler ticlii tekrar1 yapilarak sonuglandirilmistir.

3.7 Cr (VI)’ nin Asidik Ortamda STBS Bakterisi Tarafindan Biyoremediasyonu

STBS olarak adlandirdigimiz bakteri tiirii Cr (VI) igermeyen M1 besiyerinde bir gece
inkiibe (105 rpm, 30 °C) edilmistir, daha sonra 6 M HCI ilave edilerek ortamin pH
degeri 2 olarak ayarlanmistir (asitlendirme oncesi pH = 8.0, bakteri kuru agirligr =
2,11+0,19 g/L). Asit eklendikten 1 saat sonra, 10,000 mg/L Cr (VI) stok cozeltiden
hesaplanan miktarda STBS iceren M1 besi yerine eklenerek 25, 50, 75 and 100 mg/L Cr
(VD) konsantrasyonlar olusturulmustur. Hazirlanan bu 6rnekler 105 rpm, 30 °C’de 3 saat
inkiibe edilmistir. Cr (VI) miktar1 1,5-diphenylcarbazide yontemi ile 0.dk, 5.dk. 15.dk
ve Cr (VI) konsantrasyonu sifirlanincaya kadar her 15 dk. bir 6lgiim alinmistir (EPA
method 7196a).

3.8 FT-IR analizi (Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi)

FT-IR bir kizil6tesi spektroskopi yontemidir. Kizilétesi radyasyonu analiz edilecek olan
ornekten gegirilir ve bu infrared radyasyonun bir kism1 6rnek tarafindan emilirken bir
kism1 da dogrudan gecerek bir spekturum elde edilir. Boylece herhangi bir bilesigin
yapis1 hakkinda bilgi edinilir veya bilesigin yapisindaki degisiklikleri incelenebilir. Elde
edilen IR spektrumu ile yapidaki baglarin durumu, baglanma yerleri, yapinin aromatik
veya alifatik olduguna dair bilgi edinilebilir. STBS bakterisinin Cr (VI) varliginda
yapisal bir degisikligin meydana gelip gelmedigi, FT-IR analizi ile incelenmistir. Bu
amacla STBS olarak adlandirdigimiz bakteri susu Cr (VI) icermeyen ve 20 mg/L Cr
(VD) iceren 50 ml M1 besi yerine %1 oranda ekilerek 105 rpm, 30 °C’de 72 saat inkiibe
edilmistir. Bu besi yerlerinden 5 ml alinarak 10,000g’de 5 dk. santriflij edilmistir.
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Santrifiij sonrasinda iist faz atilarak elde edilen pellet etiivde kurutulmus ve %l
oraninda KBr ile karistirilarak Nicolet 6700 FT-IR Spektrometre (Thermo-Scientific,

US) ile analiz edilmistir.

3.9 Taramali Elektron Mikroskobu

STBS olarak adlandirdigimiz bakteri tiirii Cr (VI) icermeyen ve 20 mg/L Cr (VI) igeren
50 ml M1 besi yerine %1 oranda ekilerek 105 rpm, 30 °C’de 72 saat inkiibe edilmistir.
Bu besi yerlerinden 5 ml almarak 10,000g’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Santrifiij
sonrasinda {iist faz atilarak elde edilen pellet SEM analizi icin fiske edildi (Greif vd.
2010) ve Quanta 200 FEG taramali electron mikroskobu (FEI Instruments, US) ile

analiz edilmistir.

3.10 Adsorpsiyon Izotermleri

Diisiik-pH giderim ¢alismasindan elde edilen veriler 7 farkli izoterm modeli (Langmuir,
Langmuir-lineer, Freundlich, Freundlich-lineer, Genel Langmuir—Freundlich, Toth,
Lineer) izoterm parametresi eslestirme yazilimi olan IsoFit (Wagner vd. 2005) ile

karsilastirilmistir. Modeller ile ilgili formiiller asagidaki gibidir.

3.10.1 Langmuir izotermi

Langmuir modeli homojen bir yiizeye bir tek tabaka absorsiyonunun oldugunu varsayar

ve asagidaki formiille agiklanir.

Q = QmaxbCe/(1 + bCe)

Burada Q reaksiyon dengeye geldigi zamanda emilen malzeme miktarini, Qmax
emilebilecek maksimum malzeme miktarini, Ce reaksiyon denge durumundayken
cozeltide kalan (emilmeyen) malzeme miktarini, b ise de Langmuir sabitini

belirtmektedir. Ayrica kismen dogrusal, kismen de Langmuir modeline uygun davranis
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sergileyen malzemeler i¢in birlesik bir izoterm kullanilabilir, bu izoterm ise su sekilde

yazilir:

Q = QmaxbCe/(1 + bCe) + KpCe

Burada Kp Henry sabitidir.

3.10.2 Freundlich izotermi

Freundlich modeli temelde, heterojen yiizeylere ¢oklu tabaka halinde gergeklesen

absorsiyon olayimni analiz etmede daha kullanighdir. Asagidaki gibi formiilize edilmistir.

Q = KfCelm

Burada Kf ve 1/m Freundlich sabitleridir ve adsorbent ve absorbat 6zelliklerine baghdir.
Langmuir izoterminde yapildigi gibi lineer-ayirma islemi Freundlich modeline de

uygulanabilir. Ve formiil asagidaki hale gelir.

Q = KfCe!™ + KpCe

3.10.3 Genel Langmuir—Freundlich izotermi

Langmuir ve Freundlich izotermlerinin bazi 6zelliklerinin katkisiyla, GLF izotermi
absorbent ylizeyde lokalize olan diizensizlikleri ele alir. Ayrica bu diizensizlikler kiigiik
oldugunda Langmuir izotermine indirgenir. Bu oran n > 1 seklinde ifade edilir

(Tagliaferro vd. 2006). Bu model asagidaki gibi formiilize edilmistir.

Q = Qmax(bCe)™/(1 + (bCe)¥M

Burada n Toth tissudir.
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3.10.4 Toth izotermi

Toth modeli quasi-Gaussian enerji dagilimimi destekler ve asagidaki gibi formiile

edilmistir.

Q = QmaxhCe/(1+(bCe)")*"

3.10.5 Dogrusal izoterm

Bu izoterm ayn1 zamanda Henry izotermi olarak da bilinir ve lineer absorsiyon modelini

destekler. Formiilasyonu asagidaki gibidir.

Q =KpCe
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4. BULGULAR

4.1 STB5 Susunun Izolasyonu ve Karakterizasyonu

Ankara ve Corlu caymimin kirlenmis bolgelerinden aldigimiz su orneklerinden 19
bagimsiz koloni elde edilmistir. Bu bakteri kolonilerinin 14 tanesi Ankara ¢ayindan
(ACO01-751), kalan 5 tanesi ise Corlu ¢ayindan elde edilmistir (CC1-5). Elde edilen
bakteri  Kolonilerine ait olduklari c¢aymn bagharfleri ile hangi Cr (VI)
konsantrasyonundaki besiyerinde biiyiidiiler ise o konsantrasyona gore isimlendirme
yapilmigtir. Ornegin Ankara Cayi’ndan, 50 mg/L Cr (VI) igeren besi yerine yapilan
ekimde biiyliyen bir koloni AC51, AC55 vb. olarak adlandirilmistir.

Elde edilen bakteri kolonilerinin krom agir metaline karsi olan dayaniklart maksimum
1500 mg/L K,Cr,07 varliginda test edildi. Bulunduklar1 ortamdaki kromu uzaklagtirma
kapasiteleri ise 10 mg/L, 20 mg/L, 50 mg/L and 100 mg/L Cr (V1) analiz edildi. Biitiin
izoleler arasinda 48 saat igerisinde goriilen en yliksek Cr (VI) uzaklastirma kapasitesi,
20 mg/L’nin %82’si idi, en fazla direng 1000 mg/L K,Cr,0; i¢in gorildii. Yapilan
deneylerde Cr (VI) kars1 direng ile Cr (VI) indirgeme kapasitesi arasinda dogrusal bir
baglant1 saptanamadi. Secilen koloniler {izerinde yapilan deneylerde ortamda bulunan
Cr (VI)’y1 en fazla uzaklastirma kapasitesinin birinin STB5 (ACO01) olarak adlandirilan
bakteri susuna ait oldugu gorilmiistiir (Sekil 4.1-4.2, Cizelge 4.1). Bu nedenle tez

calismasinda daha fazla bu bakteri tizerinde durulmustur.
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Sekil 4.1 Elde edilen izolatlarin 20 mg/L Cr (VI) giderim 6zellikleri.
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Sekil 4.2 Corlu Cayi’ndan elde edilmis bazi bakterilerin 0, 2, 24 ve 49 saat igerisindeki
detayli krom giderim kapasiteleri
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Cizelge 4.1 Elde edilen bakteri izoleleri ve krom giderim miktarlari

Izole Deney basinda Cr (VI) 2. Giin sonunda Cr % giderim olciitii
(V1)
ACO1 20 3.63 18.18
ACO02 20.22 12.15 60.11
ACO03 19.88 11.02 55.42
AC04 18.52 16.13 87.11
ACO05 18.97 16.13 85.02
ACS1 19.77 11.47 58.04
ACS2 20.22 9.09 44.94
ACS3 19.65 11.36 57.80
AC54 20 16.13 80.68
ACS5 20.45 12.5 61.11
AC751 18.86 15.68 83.13
AC11 19.77 13.40 67.81
AC12 20 12.045 60.22
AC13 18.86 12.15 64.45
CC1 20.22 9.88 48.87
CC2 19.09 6.36 33.33
CC3 19.54 6.25 31.97
CC4 15.45 8.86 57.35
CC5 16.36 9.88 60.41

STBS biiyiimesi ayn1 zamanda da pH degisimlerini beraberinde getirmistir, 48 saat

sonra pH 7.0’den 8.0’e yiikselip bu silireden sonra sabit kalmistir. Zira STB5’in izole

edildigi ortamin pH’1 da 8.0°dir, dolayistyla STB5’in kendi dogal ortaminda ve diger su

kaynaklarinda etkili bir sekilde biiyiiyecegi Ongorilmistiir.

STB5 hiicrelerinin

morfolojisi 151k mikroskopisi altinda kisa gubuklar olarak gézlemlenmistir (Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2 Isik mikroskopu gozlemlerinde elde edilen suslarin gosterdigi morfolojik

yapilar
Suslar Morfolojileri
ACO1 Cogunlukla tekli ve kiiresel/kisa basiller
ACO02 Cogunlukla tekli ve kiiresel/kisa basiller
ACO03 Basil
AC04 Coklu kok
ACO05 Basil
AC51 Biiyiik basiller (> 5um)
AC52 Tekli kok
AC53 Biiyiik basiller (~5pm)
AC54 Coklu kok
AC55 Coklu kok
AC751 Coklu kok
AC11 Cogunlukla diplokdok
AC12 Cogunlukla diplokdok
AC13 Cogunlukla diplokok

STBS olarak adlandirilan bakteri kolonisinin tiir tayini i¢in 16S rRNA sekanslama
deneyi yapilmis ve Enterobacteriaceae familyasindan gram negatif basillerden
Morganella morganii susu oldugu goriilmistiir. 16S rRNA sekans dizisi % 99 oraninda
M. morganii benzerlik gostermistir. Yapilan filogenetik agac verisi sekil 4.3’de
gosterilmistir. STB5 bakterisinin 16s RNA sekans dizisi GenBank veritabaninda
mevcuttur (GenBank 1D: JX134642.1)
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(DQ885259.1 Proteus myxofaciens strain NCIMB 13273
VAB273746.1 Proteus myxofaciens

AY572428.1 Hafnia alvei

—NR 042413.1' Providencia retigeristrain DSM 4542
L—————NR 042412.1 Providencia heimbachae strain DSM 3591

iDQ358143.1 Morganella psychrotolerans strain 2F6

DQ358137.1 Morganella psychrotolerans strain U2/5

NR 043750.1 Morganella psychrotolerans strain U2/3

NR 043751.1 Morganella morganii strain DSM 14850
STBS

NR 028938.1 Morganella morganii strain M11
EF525539.1 Morganella sp. RP-42

0.02

Sekil 4.3 STBS susunun filogenetik agaci ve Morganella morganii olarak tanimlanmasi

4.2 Canh M. morganii STB5 susu kullanilarak Cr (VI) uzaklastirma ¢alismalar:

STBS susu ile yapilan deneylerde, STB5’in en fazla 50 mg/L Cr (VI) varliginda biiylime
gosterebildigi ve ortamda bulunan Cr (VI)’y1 ise en uygun uzaklastirma miktariin 20
mg/L Cr (VI) oldugu saptandi. STB5’in krom varliginda biiylime hiz1 diigse bile 72 saat
icinde 20 mg/L Cr (VI)’y1 % 90 oraninda ortamdan uzaklastirdi. Susun bu siire sonunda
ortamdaki Cr (VI)’y1 uzaklastirma kapasitesinin 19,36+1,89 mg/g oldugu hesaplandi.
STBS susunun biiyiime hiz1 ile Cr (VI)’y1 uzaklastirma kapasitesi incelendiginde en
fazla azalmanin 6. ve 12. saatler arasinda gergeklestigi, bu zamanda biiylime noktasinin

ise log faz da oldugu sekil 4.4’te gosterilmistir.
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Sekil 4.4 Canli1 STBS biyokiitlesinin zaman igerisinde biiylimesi ve krom giderim egrisi

Bakterilerin biiylimede durma noktasina 36 saat sonra ulastiklar: ve 36. saatte ortamdan
uzaklastirdiklar1 krom miktar1 sekil 4.4°te gosterilmistir. STBS’in baglangigtaki Cr (V1)
emme kapasitesinin oldukca fazla oldugu goriilmesine ragmen (6 saatte 51.49+8.31
mg/g) sekil 4.5°de de goriildiigii gibi kalan 48 saatte Cr (VI) emme kapasitesi hizla
diigmiistiir. Bu durum bakterilerin biiyiime fazindan duraklama fazina gecip kalan 48
saat boyunca biiylimenin sabitlenmis olmasindan kaynaklanmaktadir. Buna benzer bir
egri de Cr (VI) uzaklastirma oranlarinda gozlenmistir. Bu egride ilk 24 saatte Cr (VI)
konsantrasyonunda hizli bir diislis gozlenirken, kalan 48 saat boyunca kii¢lik azalmalar
gbzlenmistir. Dolayisiyla krom giderimi ile hiicre biiylimesinin birbirine bagli olarak

ilerlemesi s6z konusudur.
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Sekil 4.5 STB5’in zaman igerisinde spesifik giderim kapasitesinin degigmesi

4.3 Asitle Muamele Edilmis STB0S Susu ile Cr (VI) Uzaklastirma Calismalar:

Asit ile muamele edilmis STBS biyokiitlesinin degisen Cr (VI) konsantrasyonlarinda
adsorbsiyon kapasiteleri c¢izelge 4.3’te listelenmistir. Hidroklorik asitle muamele
edilmis STBS biyokiitlesinin canli biyokiitle ile karsilagtirildiginda daha fazla krom
biyosorpsiyonu yaptigt sdylenemez. Tiim konsantrasyonlardaki dengeye ulagma siiresi 3
saattir. Baslangi¢ Cr (VI) konsantrasyonun 25 mg/L oldugu grupta % 100 Cr (VI)’nin
uzaklastirildigr gozlenmistir. Ayn1 zamanda baslangig Cr (VI) konsantrasyonlarinin
total absorpsiyon kapasiteleri lizerinde Onemli bir etkisinin olmadigi sekil 4.6’da
gosterilmistir. Bununla birlikte Cr (VI) biyosorpsiyon kapasitesi asitle muamale edilmis

biyokiitlede artarken bu artis dikkate deger bir artis degildir.
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Sekil 4.6 Asidik ortamda 6lii STBS kiitlesi tarafindan Cr (VI) giderimi
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Cizelge 4.3 Asitle muamele edilmis STBS biyokiitlesinin belirli  baslangi¢
konsantrasyonlarina gore krom giderim kapasitesi.

Baslangi¢ Emilen Denge durumunda Yiizde
konsantrasyonu konsantrasyon giderim miktari giderim
(Co)
26,48 mg/L 26,48 mg/L 12,84 + 1,81 mg/g 100,00%
50,07 mg/L 41,89 mg/L 21,26 + 1,44 mg/g 83,38%
78,48 mg/L 54,43 mg/L 24,96 + 3,91 mg/g 69,35%
97,50 mg/L 51,06 mg/L 23,01 +2,88 mg/g 53,81%
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Baslangi¢c Cr (VI) konsantrasyonu 50 mg/L olan canli bakteri biyokiitlesinde 72 saatin
sonunda krom giderimi 19,36+1,89 mg/g iken, bu miktar asit ile muamele edilmis
bakteri biyomasinda krom giderimi 21,26+1,44 mg/g oldugu saptanmistir. Hatta
baslangi¢ konsantrasyonu 25 mg/L olan Orneklerde krom giderim kapasitesinin
12,84+1,81 mg/g oldugu goriilmiistir. Bu Ornekte goriilen Cr (VI) giderimindeki
azalmanin sebebi metal baglanmasinin 50 mg/L’deki 6rneklerde goriildiigii doygunluk

noktasina ulasmamasindan kaynaklanmaktadir.

4.4 Taramali Elektron Mikroskobu (SEM)

STBS5 bakteri hiicresi, 151k mikroskobu ve taramali elektron mikroskobu altinda
incelendiginde kisa ¢ubuk seklinde bir morfolojiye sahip oldugu goriilmiistiir. Cr (VI)
varliginda biiyiitiilen STBS5 bakteri hiicresi ile Cr (VI) igermeyen besi yerinde biiyiitiilen
bakteri hiicresi morfolojik acidan incelendiginde, Cr (VI) varliginda biiyiitiilen
bakterilerin morfolojik yapilarinda diizensiz ve burusuk yiizeye sahip olduklar1 sekil
4.7°de, Cr (VI) igermeyen besiyerinde biiylitiilen bakterin morfolojik yapilarinin ise
daha diizgiin oldugu sekil 4.8’de gosterilmistir. Morfolojik yapida bu degisimden baska

bir farklilasma gézlemlenmemistir.
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Sekil 4.7 STBS hiicrelerinin Cr (VI) varligindaki SEM goriintiisii (Orjinal)

HV spot mag | det tit WD
20.00 kV/| 3.5 |60 000 x ETD 0 °/13.2 mm

Sekil 4.8 STBS hiicrelerinin Cr (VI) yoklugunda SEM goriintiileri (Orjinal)
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4.5 FT-IR (Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopi) analizi

0 mg/L ve 20 mg/L heksavalen Cr (VI) igceren besiyerinde biiyiitiilmiis STBS
kiiltiirlerinin kizilotesi giderim spektrumlart 6lgiilmiis, kayda deger bantlar sekil 4.9°de
gosterilmistir. Cr (VI) varliginda, 570 cm™de Cr — OH titresimsel ¢evirim modu ile
alakadar bir bandin olusumu gozlemlenmektedir (Wagner vd. 2005). Benzer bir sekilde,
Cr (VI)ya maruz kalan Ormeklerdeki 900 cm™ bandi, kromat anyonu ile
iligkilendirilmistir (Kano vd. 2000). Cr (VI) yoklugundaki spektrumda gdzlenen, 3350
cm™ yakinlarindaki bant hidroksil grubuna ait olup (Kloprogge vd. 2005, Tagliaferro
vd. 2006) Cr (VI) varliginda kaybolmaktadir, dolayisiyla Cr (VI) gideriminde hidroksil

gruplarini rol oynamast muhtemeldir.

0.25+
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0.244

0.234

Emilim

— 20mg/L
0.22+

0.214
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500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000
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Sekil 4.9 0 ve 20 mg/L Cr (VI)’ye maruz kalmis STB5’in FT-IR spektrumu
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C-O bag esnemesine tekabul eden 1975 cm™ bandi ve polisakkaritlerin C-O-C bant
esnemesiyle iliskilendirilen 1130 c¢m™ bandi da Cr (VI) varhgnda kayma
gostermektedir (Ruan vd. 2007, Park vd. 2005). 3000 cm™ civarindaki C-H aromatik
halka esnemesi band1 da Cr (VI) varliginda kaymakta, 2925 cm ™’ deki CH esneme bandi
ise Cr (VI)’ya maruz yiikselme gostermektedir (Park vd. 2005). 1674 ve 1180 cm™ de
gozlenen amit I ve amit III bantlar1 da Cr (VI) varliginda degisiklikler gostermektedir;
dolayisiyla Cr (VI) varligimmin protein iiretiminde veya yapisinda farkliliklara sebep
vermesi miimkiindiir. Bu sonug elektron mikroskopisi goriintiilerinde Cr (VI)’ya maruz
kalan STBS5 hiicrelerinin gosterdigi morfolojik degisimlerle de desteklenmektedir.
Dolayisiyla STBS5 hiicrelerinin Cr (VI) varhigina aktif olarak cevap verdikleri

gbzlenmektedir.

4.6 Giderim izotermleri

Test edilen biitlin izotermlerin giderim kinetigi degerleri ve istatiksel kuvvetleri ¢izelge
4.4’ te gosterilmistir. Giderim izotermi olustulurken 25 mg/L Cr (VI)’ya maruz
birakilan Ornekler ihmal edilmistir, ¢ilinkii bu orneklerde deney siiresinin sonunda
oOl¢iilebilecek miktarda Cr (VI)’nin kalmadig1 gézlenmistir. Dogrusal eklemli Langmuir
ve Freundlich izotermlerinin her ikisinde de Langmuir ve Freundlich izotermleri (Sekil
4.10-4.11) ile esdeger sonu¢ alimmistir; dolayisiyla izotermde dogrusal bir katkinin

olmadigi sonucuna varilmistir (Kp =~ 0).

49



Langmuir izotermi
30-

254 A

ge (mg/g)
3 8

-
o
L

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60
Denge konsantrasyonu (mg/L)

Sekil 4.10 Langmuir izotermi sabitlerine gére krom maksimum gideriminin analizi

Genel Toth izotermi test edilen modeller igerisinde istatiksel olarak verilere en yakin
sonuglart vermistir (Ry2 = 0,996, Sekil 4.12). Bakteri yiizeyleri heterojen olmasi ve
Toth izoterminin heterojen ylizeylerde giderimi modelleme yetisi bulunmas1 sebebiyle
bu sonu¢ mantiklidir; ancak Langmuir modelinin de verilere yakin sonu¢ vermesi STBS
tarafindan Cr (VI) gideriminin homojen ve tek bir katmanda oldugunu gostermektedir.
Genel Langmuir-Freundlich izoterminin Langmuir izotermi ile esit olmasi da Cr (VI)
gideriminde ylizey heterojenesitesinin 6nemli olmadigini gdéstermektedir. Ancak genel
olarak, dogrusal model hari¢ tim modellerin deneysel olarak go6zlemlenen STBS
giderim davranisina yakin sonuglar verdigi gézlemlenmistir. Langmuir modeli altinda,
STB5’in azami giderim kapasitesi (qmax) ise gram bakteri basina 24,30 + 1,67mg

bakteri olarak hesaplanmistir.
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Sekil 4.11 Freundlich izotermi sabitlerine gore krom maksimum gideriminin analizi
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Sekil 4.12 Toth izotermi sabitlerine gére krom maksimum gideriminin analizi
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Cizelge 4.4 izoterm katsayilar1 ve deneysel verilere olan istatistiksel uygunluklari.

izoterm tipi Katsay Hesaplanan sonu¢ Ry? degeri
Kf 18,914 0,994
Freundlich
1/m 0,058
Kf 18,902 0,994
E.p 1/m 0,059
Kp 2,57 x10°
b 0,872 0,995
Langmuir
Qnmax 24,304
Qmax 24,304 0,995
72
L-F b 0,8
1/n 1,000
Linear Kp 0,738 0,138
b 0,873 0,995
Lp Qmax 24,302
Kp 1,04 x 10°°
b 0,1304 0,996
Toth Qrmax 23,704
n 5,000
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5. TARTISMA ve SONUC

Bu tez ¢alismasinda heksavalen kromu gerek canli, gerekse de asitlendirilmis biyokiitle
halinde indirgeyebilen yeni bir Morganella morganii susunun (STBS5) tanimlamasini
gerceklestirilmisgtir. M. morganii’nin Cr (VI) biyogideriminde kullaniminin literatiirde
daha Once Dbahsedilmemesine ragmen, Enterobacteriaceae ailesinin  diger
mensuplarinda yiiksek Cr (VI) biyogiderim kapasitesi gozlenmistir (Martins vd. 2010).
Morganella tiirleri biyogiderimde siklikla kullanilmamaktadir, yapilan gegmis yayimlar
incelendiginde M. morganii’nin heksavalen kromun indirgenmesinde kullanilmasini ele
alan bagka bir calisma olmadigi goriilmiistiir. Ancak daha oOnceki calismalar M.
morganii’nin tekstilde kullanilan boyalarin, mikrokistinin ve patlayiciylarin yok

edilmesinde kullanilabilecegini gostermistir (Kitts vd. 1994, Patil vd. 2010).

Degisik organizmalarin [6rnegin bakteriler (Mishra ve Doble 2008, Quintela vd. 2008,
Caravelli vd. 2008, Valasquez ve Dussan 2009, Maiti vd. 2009), algler (Sari ve Tuzen
2008) ve mantarlar (Bankar vd. 2009, Das ve Guha 2009)]. Cr (VI) indirgemesi
konusunda bir¢cok calisma bulunmaktadir. Biyogiderim konusunda islem gormemis
bakterilerin kullanim literatiirde bulunmaktadir, ancak ¢ogu Cr (VI) giderim ¢alismasi
asitlendirilmis ortam veya biyokiitlenin kullanilmasina yoneliktir. Protonlanmis
fonksiyonel gruplar, kromat anyonlarina daha kolay baglanacagi icin, giderim ve
indirgenmenin diisiik pH’da daha hizli olacagi 6ngoriiliir (Park vd. 2005). Dolayisiyla,
asitli ortamlarda veya asitle isleme tutulmus biyokiitleyle yapilan c¢aligmalarda
biyoremediasyon ajanlarinin daha iyi islev gérecegi tahmin edilmektedir. Ancak bu tiir
bir yaklasim dogal ortamlarin temizlenmesinde kullanilamaz ve yiiksek hacimde su
kaynaklarinin biyoremediyasyonu i¢in ekonomik olarak uygun degildir. Dolayisiyla Cr
(VI)’y1 ndtr veya notre yakin pH’ larda etkili bir bigimde indirgeyebilen suglar 6nem
tasimaktadir. Bu suglar kullanilacak olan biyokiitleyi veya temizlenecek ortami aside
maruz birakma gerekliligini ortadan kaldirabilir. Ayrica, canli hiicreler kromu hem
hiicre yiizeyinde emip hem de hiicre i¢inde metabolik olarak zararsiz hale getirebilirler
ve dolayistyla siirekli bir krom indirgeme kapasitesi gosterirler. STB5’in Cr (VI)
indirgemesi, susun alindigi ortamin pH’1 ile uygun bir pH’da gerceklesmektedir,

dolayisiyla sus tatlisu temizleme islemlerinde kullanilabilir.
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Yarrowia lipolytica mantariyla yapilan bir ¢caligmada, Cr (VI) biyogiderimi optimal pH
=1’ de 63 mg/g olarak bulunmustur (Bankar vd. 2009). Benzer bir sekilde, kirmizi alg
Ceramium virgatum, pH = 2’de 26,5 mg/L maksimum giderim gostermistir (Sari ve
Tuzen 2008). Bu sonuglar canli STB5’in Cr (VI) giderim kapasitesinden yiiksektir,
ancak diisiik pH’larin biyogiderim olgusuna biiylik katkilar1 oldugu da g6z Oniine
alimmalidir (Park vd. 2005). Benzer bir sekilde, yliksek sicakliklarin ve kimyasal
islemlerin kullanimi, literatiirde goriilen yiiksek biyogiderim kapasitelerinin ¢ogunun
altinda yatan sebeptir. Ornegin, gram-negatif bakteri Aeromonas hydrophila ile yapilan
bir ¢aligmada, 60° C’de ve pH = 1,5’da etkili biyosorpsiyon kapasitesi (185 mg/g Cr
(VD/kuru biyokiitle) gozlemlenmistir. Literatiirde, canlt biyokiitleyle yapilan
biyogiderim ¢aligmalar1 da bulunmaktadir; bu calismalar bizim sonuglarimiza daha
yakindir. Canli hiicrelerin Cr (VI) biyoremediyasyonunda kullanimi, Bacillus
megaterium ve B. circulans ile yapilan bir ¢alismada gosterismistir (Srinath vd. 2002).
Cr (VI) giderim ylizdesi, 25 mg/L heksavalen krom baslangi¢ konsantrasyonu igin B.
Megaterium’da 30,6 mg/g, B. Circulans’da ise 33.1 mg/g’dir, bu sonuglar ise canli M.
morganii i¢in elde edilen 19,36 + 1,89 mg/g sonucuna yakindir. Ancak bu

biyoakiimiilasyon ¢alismasinda kullanilan pH belirtilmemistir.

Canli STBS hiicrelerinin asitlendirilmis STBS5 biyokiitlesine benzer bir Cr (VI)
indirgeme kapasitesi gostermeleri ilgingtir, normalde asitli ortamlarin daha fazla
biyogiderimi tetiklemeleri beklenir (Park vd. 2005). Bahsedilen sus, Cr (VI)’yi
enzimatik olarak indirgeme kapasitesine sahip olabilir, bu durum canli bakterilerin
islem gOrmiis biyokiitleye nazaran yiiksek indirgeme gostermesini agiklamaktadir. Canli
STB5’in yiiksek Cr (VI) indirgeme kapasitesi, canli bakteri c¢aligmalarinda deney
siiresinin daha uzun olmasi (72 saat) da olabilir. Ancak, baslangigtaki Cr (VI)
konsantrasyonu yiikseltildiginde, islem gormiis biyokiitlenin giderim kapasitesinde
biiyiik yiikselisler bulunmamaktadir (6rnegin, Co = 50,07 mg/L i¢in 21,26 + 1,44 mg/g,
Co= 97,50 mg/L i¢in 97,50 mg/L giderim kapasitesi gozlemlenmistir). Bu durum asite
maruz kalmig STBS kiitlesinin Cr (VI)’a afinitesinin yiiksek olmasina ve dolayisiyla
diisiik konsantrasyonlarda bile bulunan tiim baglanma sitelerinin  dolmasina
yorumlabilir. Ancak diger bir ihtimal de STB5’in az sayida baglanma bdlgesine sahip

olmasidir, bu ise literatiirle karsilastirildiginda asitle islem gérmiis STB5’in gosterdigi
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disiik giderim kapasitesini de agiklar. Bu durumda, STBS yiiksek Cr (VI)
konsantrasyonlarinin temizlenmesinde kullanilamaz. Yiiksek su hacimlerinde, diisiik
konsantrasyonda Cr (VI) kontaminasyonunun biyogideriminde kullanilmasi daha

uygundur.

Cr (VI)’ya maruz birakilan hiicrelerin krom tasiyict proteinleri aktive ettigi ve kroma
daha dayanikli hale geldigi bilinmektedir (He vd. 2010). Benzer bir sekilde, Shewanella
oneidensis MR-1 susu i¢in Cr (VI)’nin krom indirgenmesi ile alakali bir¢ok genin
tiretimini arttirdigir gézlemlenmistir (Bencheikh-Latmani vd. 2010). Bu tez kapsaminda
yapilan deney sonuglar ile literatiirledeki sonuglar ile tutarlik gosterdigi, STB5’in 8 saat
— 12 saat arasinda yavas, 12 saat — 24 saat arasinda ise nispeten hizli biiyiidiigi
gozlemlenmistir. Bu degisim krom tasinimi ve indirgenmesi hakkindaki genlerin
aktivasyonu ile alakal1 olabilir; bu durumda krom ilavesinden birka¢ saat sonra aktive
olan genler, bu siirenin sonrasinda agir metal stresini azaltip daha hizli biiyiimeye sebep
olabilir. Giderim ise hiicre ylizeyinde hiicre salgilarinin {retilmesi sayesinde
gerceklestirilebilir, bu sonu¢ FT-IR’ da gozlemledigimiz polisakkarit-bazli bantlarin
kaymas ile de desteklenmektedir. Heterojen yap1 gosteren bakteri hiicrelerinin tersine,
hiicre salgilar1 homojen ve tek-levhali bir giderim yiizeyi yaratacak, bu sekilde de
deneysel sonuglar ve Langmuir modeli arasindaki uyusmay: da agiklayacaktir (Cizelge

4.4).

STBS biyokiitlesi, asit veya sicaklikla iglev gérmeden ve izole edildigi dogal ortamin
pH’ inda (pH = 8.0) heksavalen kromu indirgeyebilen, dolayisiyla da asit eklenmesi
miimkiin olmayan dogal tatlisu ortamlarinda kullanilabilecek bir sustur. STB5’in asidik
olmayan pH’ da, 20 mg/L’ye kadar olan Cr (VI) konsantrasyonlarini temizleyebilmesi,
bu susu mevcut rehabilitasyon yoOntemlerine rakip olabilecek etkili bir alternatif
yapmaktadir. Ayrica, dnceki ¢aligmalar her ne kadar daha yiiksek giderim kapasiteleri
gosterseler de, asitle modifiye edilmis STBS5 biyokiitlesi diisiik konsantrasyonlarda
maksimum giderim kapasitesine sahiptir ve dolayisiyla disik Cr (VI)
konsantrasyonlariyla kontamine ortamlarda Cr (VI)’un tamamen giderilmesi ig¢in

kullanilabilir.
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Canl1 STBS ile yapilan Cr (VI) temizlenme ¢aligmalari, susun pH = 8’de etkili bir Cr
(VI) indirgeme kapasitesine sahip oldugunu gdstermektedir. Bu durum biyotemizleme
caligmalari i¢in etkili olabilir, ¢linkii STBS biyoakiimiilasyonu ve biyogiderimi i¢in pH
ve sicaklik degisimleri gerekmemektedir. Ayrica, STBS5 Cr (VI) varliginda
biiyliyebilmektedir ve tatlisu bakteriyel faunasinin dogal bir parcasidir. Bu sebeple sus,

Cr (V]) ile kontamine edilmis tatlisu ortamlarin in situ remediyasyonunda kullanilabilir.
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