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OZET

Kiiciikcekmece Golii bir¢cok endemik tiirii biinyesinde barindiran, diinyadaki dogal lagiin
gollerinden birisidir. Kiiclikcekmece Golii’nde yapilan su kalitesi izleme ¢alismalarinda, su ve
sediment yapida onemli konsantrasyonlarda demir, bakir ve cinko metallerine rastlanmistir
(Ustiin vd.2005). Bu ¢alismada, Kiigiikcekmece Golii'nden, 6trofikasyon doneminde alinan su
orneklerinden izole edilen siyanobakteri izolatlarinin Fe*?, Cu** ve Zn** metallerini
biyosorpsiyonu/biyobirikimi incelenmistir.

Bu calismada 6nce, golden izole edilmis 5 siyanobakteri izolatinin, Fe**, Cu** ve Zn*™
metallerinin 1-20 ppm konsantrasyonunda, 14 giinliik periyotta klorofil-a dl¢iimii yapilarak
gelisim egrileri ¢ikarilmistir. Ayrica probit analizi ile metallerin izolatlar {izerine toksisite
konsantrasyonlar1 belirlenmistir. Bu ¢alismalar sonucunda, Synechocystis sp. E35 izolatinin
her ii¢ metale de diger izolatlara gore daha fazla direncli oldugu saptanmistir.

Genellikle alic1 ortamlarda birden fazla metal bir arada bulunmaktadir. Bu ¢alismada E35
izolatinin, Fe*’, Zn"™ ve Cu™ metallerinin tekli, ikili ve iicli kansimlarinda
biyosorpsiyon/biyobirikim kinetigi, bakterinin optimum gelisme kosullarinda (23 °C, pH 7)
irdelenmistir.

Tekli metallerle yiiriitiilen, biyosorpsiyon/biyobirikim denemeleri sonuglari incelendiginde,
sudan (duru fazdan) hiicre yiizeyine metallerin gegis hiz1 sirastyla; Cu*™> > Zn** > Fe*?; hiicre
yiizeyinden hiicre icine metal gecis hizi ise, Fe*>>Cu*? > Zn** seklinde siralanmaktadur.

Ikili metal ¢ozeltilerinde, sudan hiicre yiizeyine metal gegis hiz1 siralamasi Zn*? >Cu** > Fe*?;
hiicre yiizeyinden hiicre icine gecis hizi ise Fe*” > Cu*™ > Zn*? seklinde siralanmaktadur.

Uc metalin bir arada bulunmas: halinde, sudan hiicre yiizeyine metal gegis hiz1 siralamasinin
Zn** = Fe*? >Cu™ oldugu goriilmektedir. Hiicre yiizeyinden hiicre icine gecis hiz1 ise Fe*
>7Zn**>Cu** seklinde siralanmaktadir.

Direngli izolatin dogal ortamdaki davraniglarina yaklagimlar yapabilmek amaciyla;
Kiiciikgcekmece Gol’iinden alinmis dogal su 6rnegiyle biyosorpsiyon/biyobirikim denemeleri
yapilmustir. Calismanin bu asamasinda da direngli izolatin, en ¢cok Fe*” iyonlarini, daha sonra
Cu** ve en az Zn** iyonlarini hiicre i¢ine aldig1 goriilmiistiir.

Synechocystis sp. (E35) izolati ile yapilan Fe*’, Zn*> ve Cu*> denemeleri sonucunda,
biyosorpsiyonun hem Freundlich hem de Langmuir izoterm modeline uydugu goriilmektedir.
Fe*?, Cu™ ve Zn"™ metallerinin, Synechocystis sp. (E35) izolatinin morfolojik yapisinda
meydana getirdigi degisiklikler ve izolatin bu metallere karsi olusturdugu savunma
mekanizmalari, elektron mikroskobu goriintiileri ile ortaya konulmustur. 10 ppm Fe**’ e maruz
birakilan Synechocystis sp. (E35) izolatina ait elektron mikroskobu goriintiilerinde, hiicre dis1
polisakkarit (HDP) yapilar gozlemlenmistir. 10 ppm Zn** ve 5 ppm Cu*® iyonlar ise
Synechocystis sp. (E35) izolatinda, demirde goriildiigii kadar yogun olmamakla birlikte, hiicre
dis1 polisakkarit olusumuna sebep olmustur.

Anahtar kelimeler: Agir metal, biyosorpsiyon, biyobirikim, siyanobakteri, Kiiciikcekmece
Lagiinii.
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EFFECT OF PHISICOCHEMICAL CONDITIONS ON HEAVY METAL
BIOSORPTION IN NATURAL ENVIRONMENTS

ABSTRACT

Kiiciikcekmece Lake is one of the natural lagoon lakes in the world that contains various
endemic species inside of it. In Kiiciikcekmece Lake, heavy metal observations are done in
water and sediment structure and high amounts iron, copper and zinc metals are found (Ustun
et al., 2005). Biosorption/bioaccumulation characteristics of cyanobacteria that are isolated
from Kiiciikcekmece Lake in the period of eutrophication is researched.

In this study, firstly; resistance of five cyanobacteria species that isolated from
Kiiciikgekmece Lake are investigated against Fe*?, Cu*> ve Zn™ metals. As a result of
resistance study, E35 (Synechocystis sp.) coded isolate is observed as the most resistant
isolate. Growth curve of E35 coded isolate is drawn by chlorophyll measurement in metal
containing medium.

Generally in receiving body, a lot of metals have been found together. Fort this purpose,
biosorption/bioaccumulation kinetics of cyanobacteria is investigated in single, double and
ternary metal mixtures of Fe*?, Cu*™ ve Zn** at optimum growth conditions (23 °C, pH 7).
When single biosorption/bioaccumulation experiment set is examinated, metal transfer speed
from water to cell surface is Cu** > Zn** > Fe*?, and metals transfer speed from cell surface to
cell inside is Fe**>Cu*? > Zn*~.

In double metal solutions, metal transfer speed from water to cell surface is Zn*> >Cu** > Fe*?
respectively, and metals transfer speed from cell surface to cell inside is Fe*? > Cu** > Zn**
respectively.

In ternary metal mixtures, it is observed that metal transfer speed from water to cell surface is
Zn** = Fe™ >Cu* respectively, and metals transfer speed from cell surface to cell inside is
Fe*? >Zn**>Cu*? respectively.

In order to make approaches to behaviors of resistant isolate in its natural habitat,
biosorption/bioaccumulation studies have done with the natural water examples that are taken
from Kiiciikcekmece Lake. In this period of resistant isolate, it has been found that mostly
Fe*? then Cu* and Zn** ions are taken in to the cell.

As a result of Fe*?, Zn™* ve Cu*? experiments that have done with Synechocystis sp. (E35)
isolate, it has been found that biosorption is both suitable for Freundlich and Langmuir
isotherm models.

Differences that have done E35 isolate morphological structures and Synechocystis sp.
(E35)’s defense system that is formed against Fe**, Zn** and Cu** metals have shown by
electron microscopy images. In the electron microscopy images of E35 exposed to 10 ppm
Fe*?, exopolysaccharide structures (EPS) are observed. 10 ppm Zn** and 5 ppm Cu** ions
caused EPS forming but not much as iron.

Key Words: Heavy metals, biosorption, bioaccumulation, cyanobacteria, Kiiciikcekmece
Lagoon.
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1. GIRiS

Dogal akifer yapilarda sik¢ca bulunan ve sedimentte birikme 6zelligine sahip olan agir metaller
toprak veya kayalarin asinmasi, volkan patlamasi gibi dogal kaynaklardan ya da agir metal
kirleticileri igeren cesitli insan aktiviteleri sonucu alic1 ortamlara karigabilmektedir. Agir
metaller canlilar i¢in toksik olmalar1 ve besin zincirinde birikmeleri nedeniyle ekosistemde
ciddi cevre sorunlarina yol agmaktadirlar (Ali ve ark., 2004). Bu nedenle agir metallerin

ekolojik dengeye zarar vermeden sisteme desarj edilmesi gerekmektedir.

Agir metal gideriminde yaygin olarak kullanilan fizikokimyasal teknikler hem pahali hem de
yeni cevre problemlerine yol acabilmektedir. Bunun sonucu olarak, son yillarda
biyoteknolojik yaklasimlar alternatif bir aritma yontemi olarak dikkat ¢ekmektedir (Iyer vd.,
2004; Davis vd., 2003).

Agir metallerin biyoteknolojik olarak gideriminde bir¢ok mikroorganizma tiirii denenmis olup
bu konudaki ¢alismalar halen siirdiiriilmektedir. Bu mikroorganizmalardan siyanobakteriler,
hem su hem de kara ortaminda bulunabilmeleri, hiicre biiyiikliikleri ve hiicre duvari
yapisindaki bilesenlerinden dolayr agir metallerin gideriminde kullanilan bakteri tiirleri
arasindadir (Zhou vd., 2006). Siyanobakteriler ve algler, agir metali hiicre i¢cinde tutabilen ve
hiicre igindeki yliksek metal konsantrasyonunu detoksifiye edebilme 0zelligine sahip metal
baglayan proteinler iiretirler (Humble vd., 1997). Ayrica siyanobakteriler su kaynaklarindan
kolaylikla izole edilebilmekte ve minimum maliyetle iiretilebilmektedir.

Ulkemizin ender lagiin gollerinden biri olan Kiigiikgekmece Golii'nde kontrolsiiz evsel ve
endiistriyel desarjlar sonucu donem donem oOtrofikasyon meydana gelmektedir. “The
Development of Environmental Management Model in Kucukcekmece Basin” isimli
uluslararas1 TUBITAK- GSRT projesi (Proje No: 102Y011) ile Kiiciikgekmece Golii’nde su
ve sediment yapida agir metal izlemeleri yapilmis ve onemli konsantrasyonlarda bakir, demir
ve ¢inko metallerine rastlanmistir.

Bu calismada Kiiciikcekmece Golii’nden, otrofikasyon doneminde alinan su Orneklerinden
izole edilen siyanobakteri izolatlarmin  Fe*’, Cu*> ve Zn"™  metallerini
biyosorpsiyonu/biyobirikimi incelenmistir. Bu aragtirma “Dogal Ortamda Agir Metal
Izlemesi: Uygulama Alan1 Kiiciikcekmece Golii ve Havzast” isimli ulusal TUBITAK projesi

(Proje No: 105Y116) destegi ile yiiriitiilmiistiir.



Bu calisma kapsaminda;

Kiiciikcekmece Golii ve Havzasi’na ait niifus, iklim ve flora-fauna gibi
ozelliklerinin su ve dip camuru kalitesi iizerine etkileri ile ¢alisilan ekosistemde en
cok rastlanan Fe*?, Cu** ve Zn** metallerinin kimyasal 6zellikleri, canlilar iizerine
etkisi ve bu metalleri ortama veren kirletici kaynaklari birlikte degerlendirilmistir.
Kirletici kaynagindan ¢ikan agir metallerin gideriminde kullanilan biyolojik
siirecler ve daha once yapilmis ¢alismalarda bu siireclerde kullanilan canli tiirleri
incelenmistir.

Aragtirma alaninda baskin tiir oldugu icin secilen “siyanobakteri’lere ait genel
ozellikler ve bakterilerde metal iyonlarinin baglandig: bolgeler detayl bir sekilde
tartisilmistir.

Bu calismada kullanilan tiiriin dogal ortamdan izolasyonu, laboratuardaki tireme
kosullari, calisilan izolatlarin Fe*?, Cu* ve Zn** metallerine karst direncliligi, bu
metallerin biyolojik olarak siyanobakteri biinyesine alinabilirligi (biyobirikim
kapasitesi) analizlerle, gozlemlerle ve elektron mikroskobu gibi destek teknolojiler
kullanilarak degerlendirilmistir.

Arastirma sonunda, ¢alismanin devamina ya da baska arastiricilarin ¢alismalarina

151k tutmak amaciyla oneriler verilmistir.



2. KUCUKCEKMECE GOLU VE HAVZASI

Bu calismada kullanilan siyanobakteri tiirlerinin izole edildigi bolge olan Kiiciikcekmece
Golii ve cevresindeki havza niifusunun tarihsel gelisimine paralel olarak gole yapilan
kontrolsiiz evsel ve endiistriyel desarjlar sonucunda bolge ekosistemi olumsuz olarak
etkilenmektedir. Buna bagli olarak flora-fauna ozelliklerinde degisim gozlemlenmektedir.
Ayrica bolgenin iklim kosullart ve lagiin (Kiiglikgekmece Golii-Marmara Denizi baglantist)

cografyasina sahip olmasi havzadaki kirletici davraniglarini etkilemektedir.

2.1 Kiiciikcekmece Lagiinii Korunma Profili
Kiiciikcekmece Golii, Cevre ve Orman Bakanligi’nmin 17.05.2005 tarih ve 25818 Sulak

Alanlarin Korunmas: Yonetmeligi’ne gore uluslararast 6neme sahip 135 sulak alandan biridir.
Ozellikle 1994 yili itibariyle iilkemizin taraf oldugu Ramsar Sozlesmesi kapsaminda
degerlendirilebilecek, Tiirkiye’deki nadir lagiin ekosistemlerinden birisidir. Ancak, son
zamanlarda yapilasmanin artmasi, golii besleyen akarsu debilerinin azalmasi nedenleriyle bu
ozellikleri olumsuz yonde etkilenmektedir (Okumus, 2007).

Kiigiikgekmece Golii, Istanbul sehir merkezinin 25 km. batisinda yer alip, 15.22 km? yiizey
alanina sahiptir. Fazla olmayan derinligi giiney kiyis1 yakinlarinda 20 m'ye ulagr.
Kiiciikcekmece Golii'nii, Catalca Yarimadasi'min i¢ kesimlerinden kaynaklanan ii¢ kiiciik
akarsu beslemektedir. Bunlar Nakkasdere, Sazlidere ve Eskinoz Deresi'dir. G6liin Marmara
Denizi ile baglantisini yaklasik 1 km. uzunlugundaki Menekse Deresi saglamaktadir. Menekse
Deresi’nde kimi zaman golden denize, kimi zaman denizden gole su akis1 olmaktadir (Baser,

2006).

1985 yilina kadar Kiiciikkgekmece Golii, DSI ve ISKI tarafindan i¢gme suyu kaynag olarak
kullanilmistir. 1984-1985 ile 1989 yillarina ait analiz verileri degerlendirildiginde, golde
dogal kirlenmelerin disinda yapay veya insanlara bagh kirlenmelerin varligi, 1995 ve 6zellikle
1997 yillarina ait analiz verilerinde ise agir metal kirlenmelerinin oldugu saptanmistir. Bu
durumun en 6nemli sebebi Kiiciikcekmece Goli'niin, 1985-1997 yillar1 arasinda havza

koruma alani olmaktan ¢ikarilmis olmasidir (Baser, 2006).

Kiigiikgekmece Golii ve havzasmin Marmara Bolgesi’ndeki konumu, Istanbul’a yakinhigi ve

diger havzalarla iliskisi Sekil 2.1°de goriilmektedir (Ustiin vd., 2005).
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Sekil 2.1 Kiigiikcekmece Golii ve havzasinin yerlesimi

2.2 Kiiciikcekmece Bolgesi’nde Niifus Gelisimi

Kiiciikcekmece Kasabasi 19.yy'da Catalca'ya baglh bir koy statiisiindedir. 1908'de aym statii
ile Bakirkoy'e (Makrikdy) baglanan Kiigclikcekmece, Cumhuriyet'in ilk doneminde de bu
konumunu korumustur. 1935'de 707 olan niifusu 1941'de 780'e ¢cikmistir (Baser, 2000).

Tirkiye Cumbhuriyeti’nin ilanindan bu yana Kiiciikcekmece Bolgesine goclerin 3 ana
donemde oldugu anlagilmaktadir. Tlk gocler Cumhuriyetin kurulusu sirasinda olmustur. Bu
donemde Avrupa’da ozellikle Selanik’te yasayan Tiirkler Kiiciikcekmece bolgesinde yasayan
Yunanlilarla yer degistirmislerdir. Ikinci go¢ donemi, 1950 ve 1960’li yillar arasinda
yasanmistir. Bu donemde goliin bati kisminda Cumhuriyet Mahallesi, Yeni Mahalle, Kanarya
Mahallesi, istasyon Mahallesi ve Altingehir Mahallesi gibi yerlesimler kurulmustur. En etkili
gocler ise 1970’lerde baslamis ve halen devam etmektedir ki bu siire¢ iiclincli donem olarak
ifade edilmektedir. Bu donemde insanlar Anadolu’dan ozellikle Giineydogu Anadolu’dan
Kiiciikcekmece Bolgesine gelmistir. Cevresel ve sosyal problemlerin kaynagi kontrolsiiz

niifus artis1 III. donemde ortaya cikmistir. Bolgenin biiyiikk bir kisminin imar izni



bulunmamaktadir ve yasal olmayan insaatlar imar izninin olmadig1 alanlarda goriilmektedir
(Okumus, 2007). II. ve III. gdo¢ doneminde olusan yeni yerlesim birimleri Sekil 2.2°de
gosterilmektedir (Taner, 2007).

Eskinoz Deresi

Sazhdere Baraj

Sazrhdere Deresi

g’ Cumhuriyet
¥ veni Mahalie

4 i Cennet
o__tkm
Lagiin-Deniz
‘Baglanh MNoktas1
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Sekil.2.2 Kiiciikcekmece Bolgesi’ndeki yerlesim birimleri

Kiiciikcekmece Bolgesi’ne ait, 1935-2000 yillar1 arasindaki niifus verileri Cizelge 2.1° de
verilmistir. 1970 yili itibariyle bolgedeki niifus yogunlugunda ciddi bir artisin oldugu
goriilmektedir (Baser, 2006).

Cizelge 2.1 Kiiciikcekmece Bolgesi'ne ait niifus verileri

Tarih 1935 | 1941 | 1970 | 1980 | 1990 2000

Niifus 707 | 780 |43385(81.503|112.264|600.000




2.3 Kiiciikcekmece Bolgesi’ndeki iklim Sartlan

Kiiciikcekmece Havzasi’nda Marmara ve Bati Karadeniz iklimi goriilmektedir. Bu iklimde
yazlar sicak ve az yagish, kislar 1lik ve yagish gegmektedir. Topografik yapi, gol ve barajlarin
varligi bolgedeki iklimi etkilemektedir. Daglarin kiy1 c¢izgisi boyunca ve kiyiya paralel
uzanmas! nedeniyle Karadeniz iizerinden gelen yagmur bulutlarinin i¢ kesimlere girmesi
engellenmektedir. Bu nedenle kiy1 kesimler i¢ kesimlerinden daha fazla yagis almaktadir.
“Bolgede yillik yagis 500 mm ile 1000 mm arasinda degismektedir. Yillik ortalama yagis 781
mm’dir. Bolgedeki yillik ortalama sicaklik 13,7 °C’dir. Bununla birlikte en diisiik sicaklik
genellikle Subat ayinda, en yiiksek sicaklik ise Agustos ayinda goriilmektedir” (Ustiin vd.,
2005).

Bolgedeki etkin riizgar yonleri Kuzey (%16.67), Kuzeydogu (%45) ve Giineybatt (%16.77)
olarak belirlenmistir, aylik ortalama riizgar hizlart ise 1.8 m/s ve 3.3 m/s arasinda

degismektedir (Senduran, 2007).

2.4 Kiiciikcekmece Bolgesi’nin Flora-Fauna Ozellikleri

Ekonomik bakimdan goldeki en onemli balik tiirleri Esox sp., Scardinius sp., Mugil sp.,
Angulla sp., Pleuronectiformes takimina ait Dicentrarchus sp.” dir. Ancak Kiiclikcekmece
Goli’nde tiirlerin giderek azaldigi ve sadece Cyprinus sp., Esox sp. ve Siluriformes takimina
ait balik cesitlerinin bulundugu ve su-sediment kalitesinin bozulmasiyla sayilarinin her gegen

giin azaldig1 rapor edilmistir (Ustiin vd., 2005).

1998 yilinda, Dogal Hayati Koruma Dernegi tarafindan yapilan bir arastirmaya gore golde
belirlenen endemik tiirler; Veronica turrilliana, V.ovalifolium, Verbascum bugulifolium,
Linum tauricum ssp., Linum hirsutum ssp., Gypsophila glomerata, Erysimum degeniamun,
Allium moschatum, Hutchinsea petraea, Heptaptera triquetra, Onosma proponticum,
Galanthus nivalis ssp., Crocus biflorus ssp., Cirsium polycephalum, Centaurea thracica, Ater

linosyrus, Cephalaria nova sp. ve Rhazya orientalis oldugu belirlenmistir (Ustiin vd., 2005).

2.5 Kiiciikcekmece Bolgesi’nin Giiniimiizdeki Durumu
Tiirkiye’de bulundugu konum ve sagladigi sosyal ve ekonomik faydalarla, en Onemli
gollerden bir tanesi Kiiciikcekmece Golii’diir. Havzanin en onemli ozellikleri (Gokagacls,

2007);

e Icme ve kullanma suyu temin edilebilecek olan yiizeysel su kaynagi olmast,

e Onemli sayida su kusu icin barinak 6zelligi tasimasi,
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e Kiiresel olarak tehdit altindaki tiirleri barindiran bir bolge olmasi (Bern s6zlesmesi),
e Bircok endemik tiirii barindirmasi,
¢ Ekonomik agidan 6nemli balik tiirlerinin bulunmasi,
¢ Diinyada denizle baglantisi olan nadir lagiin gollerinden birisi olmasidir
Ancak bu 6nemli 6zellikler, havzanin yerlesim, endiistri, tarim ve dinlenme-eglenme bolgesi

olarak kullanilmasini da beraberinde getirmektedir.

Bu paradigma; Istanbul Metropolitan Alan Alt Bolge Nazim Plani’nda (1/50000),
Kiiciikcekmece GoOlii ve ¢evresinin, dogal sit alan1 olarak korunmasi ve kentsel rekreasyon
amaciyla kullanimini Ongoriisiinde de goriilmektedir. Fakat gol ve cevresinde yapilan
arastirmalar gostermistir ki, bolgenin korunmasi ve s6z konusu ama¢ dogrultusunda kullanimi
gerceklesmedigi gibi alan, ciddi bir kirlilik problemiyle karsi karsiyadir. Havzada yapilan
gozlemler sonucunda Kiigiikcekmece GoOlii ve cevresinin kirliligindeki baslica nedenler

(Agcioglu, 2004);

e Hizl niifus artis1 ve altyap: yetersizligi,

Bolgenin 1984-1997 yillari arasinda havza koruma alani disinda tutulmasi,
e Bolgedeki evsel ve endiistriyel atiksularin aritilmadan gole desarj edilmesi,

e 1995 yilinda kapatilan Halkali ¢cop depolama alanina ait sizint1 sularinin, yeralt: sulari

ile gole ulagsma olasilig,

e Golii besleyen en 6nemli derelerden biri olan Sazlidere tizerinde 1989 yilinda, yillik su
tutma kapasitesi 50x106 m® olan Sazlidere barajimn yapilmasindan sonra 6nemli

miktarda tath su kaynaginin gole girisinin engellenmis olmasi (Albay vd., 2004),

e GOl kiyisinda kiyr genisletmek, park yapmak veya baska amacglar igin goliin

doldurulmasi,
e (G0l kiyisinda, kirlenme nedeniyle olusan sazliklardan dolay1 g6l hacminin azalmasi,

® (Cekmece Niikleer Arastirma ve Egitim Merkezi Laboratuarlar sivi atiklarinin 1997

yilinin sonuna kadar gole bosaltilmasi olarak saptanmustir.

Yukarida anlatilan kirlenme kaynaklarinin bir sonucu olarak Kiiciikcekmece Golii’'nde
donemsel olarak otrofikasyon meydana gelmektedir. Ustiin vd. (2005 ve 2006) ile Albay vd.

(2004) tarafindan, Kiiciikcekmece Golii ve Havzasi’nin su kalitesi problemleri ile ilgili olarak



yapilan aragtirmalarda su ve sediment kalitesi izlemesinin (bazi agir metaller de dahil) yam

sira otrofikasyon problemleri de arastirilmgtir.

Ustiin ve arkadaslar1 (2005) tarafindan tamamlanmis olan, “The Development of
Environmental Management Model in Kucukcekmece Basin” isimli uluslararas1 TUBITAK-
GSRT proje kapsaminda Kiigiikcekmece Goli'nde su ve sediment yapida agir metal
izlemeleri yapilmis ve Onemli konsantrasyonlarda bakir, demir ve c¢inko metallerine

rastlanmistir.

Albay vd. (2005) tarafindan yapilmis olan calismada ise; goldeki siyanobakterilerin (mavi-

yesil alglerin) ylizey suyundaki artis1 ve bu alglerin iirettikleri toksinler belirlenmistir.

Yapilan calismalarin 1s18inda, bu arastirmada Kiiciikcekmece Golii’nden, otrofikasyon
déneminde alman su rneklerinden izole edilen siyanobakteri izolatlarmim Fe*?, Cu** ve Zn*>
metallerini biyosorplama kapasitesinin incelenmesi hedeflenmistir. Bu calisma icin kullanilan
siyanobakteri Ornekleri Sazlidere’nin Kiiciikcekmece Golii’'ne dokiildiigii noktadan 2005
yilinin Kasim-Aralik ve 2006 yilinin Ocak-Subat donemlerinde izole edilmistir. Siyanobakteri
izolatlarinin izole edilmek icin ortamdan alindigi doneme ait su kalitesi degerleri Cizelge

2.2’de verilmistir (Ustiin vd., devam ediyor).



Cizelge 2.2 D1 noktasina ait bazi su kalite parametreleri

Kasim-2005 | Aralik—2005 | Ocak—2006 | Subat—2006
Sicaklik (°C) 12 9 9 2
pH 7.4 7.0 8.0 7.8
Tuzluluk 1.0 0.5 0.3 0.0
letkenlik (uS/cm) 2250 1450 1031 509
Coziinmiis Oksijen (mg/1) 4.9 1.0 Olgiim Yok | 8.7
Bulaniklik (NTU) 78 59 202 12
AKM (mg/1) 66 50 72 18
UAKM (mg/1) 66 40 72 16
Alkalinite (mg/l CaCO3) 760 330 780 180
Klorofil-a (mg/m?) 225 36 37 <10
KOI-suda (mg/l) 377 272 1190 701
KOI-sediment iistii (mg/1) 323 1199 3052 806
KOI-sediment (mg/1t) 34450 98810 47791 Olgiim Yok
NO;-N (mg/1) Olgiim Yok | 38.3 47.1 10.8
Ortofosfat (mg/1) 35.2 25.7 35.5 2.1
Fe | Su (ug/l) 7310 5205 12000 6431
Su-Sediment Arasi (ug/l) 9538 32190 4941 3890
Sediment (ug/kg-1slak agirlik) | 54030 57750 30990 40090
Cu | Su (ug/) <D* <D <D <D
Su-Sediment Aras1 (ug/l) 330.90 496.00 181.90 <D
Sediment (ng/kg-1slak agirlik) | <D 60.70 <D 15.98
Zn | Su (ug/l) <D <D 14420 291.50
Su-Sediment Aras1 (ug/l) 1463 168,5 <D 1556
Sediment (ug/kg-1slak agirlik) | 76.62 529.10 117.30 <D

a Olgiilebilen minimum degerin altindaki lciimleri ifade etmektedir.
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3. AGIR METALLER

“Agir metal” terimi yogunlugu 5 g/cm® den daha biiyiik olan, diisiik konsantrasyonlarda bile

toksik etki gosterebilen metalik kimyasal elementleri ifade etmektedir (Gremion, 2003).

Agir metaller yer kabugunun dogal bilesenlerindendir. Bu metaller, erozyon, maden
yataklarinin taginmasi, riizgar, volkanik patlamalar ve orman yanginlar gibi dogal olaylar ile
endiistriyel desarjlar, ¢cop depo alanlarindaki sizintilar gibi ¢esitli insan aktiviteleri sonucunda

alic1 ortamlara girmektedir (Prego, 2003).

Agir metal iceren atiksu iireten baslica endiistriler; maden isletmeleri (kursun, ¢inko, demir,
bakir, giimiis, krom, altin ve uranyum), metal endiistrileri (demir-gelik, bakir, ¢inko, krom
v.b) ve diger metal kaplama, kursun batarya, seramik, matbaacilik, fotografcilik, deri, tekstil,

elektrik-elektronik, kimya, boya ve otomotiv endiistrileridir (Saglam, 1995).

Sucul ortamlardaki canli hayatinin siirdiiriilebilirligini saglamak, su kalitesinin korunumuna
katkida bulunmak ve bu dogrultuda suyun kullanim amacinmi belirlemek amaciyla standartlar
gelistirilmistir. Tiirkiye’de Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligince kita i¢i su kaynaklarinin

siniflarina gore kalite kriterleri belirlenmistir (Cizelge 3.1).

Agir metallerin, fiziksel-kimyasal 6zellikleri biyokimyasal siireclere katilimini etkilemektedir.
Bu katilim da canli hayatim1 etkilemektedir. Bu calismada Kiiciikcekmece Golii'nde en ¢ok
rastlanan Fe™, Cu™ ve Zn"> metallerinin, bolge ekosistemindeki biyokimyasal siireclere
etkisini belirleyebilmek icin metallerin suda, havada, asidik-bazik ortamlardaki davranislari,

olusturduklari bilesikler ve canlilarla olan iliskileri irdelenmistir.

Endiistriyel atiksu deserjlari ile alici ortama verilen agir metaller dogada birikme 6zelligine
sahiptirler. Biriken metaller fiziksel, kimyasal ya da biyolojik proseslerle desarj noktasindan
uzak bolgelere tasinabilmektedir. Ayrica agir metaller, besin zinciriyle girdikleri canli
biinyesinden dogal fizyolojik mekanizmalarla atilamadiklart i¢in biinyede birikme 6zelligine

sahiptir (Edwards, 2001).

Demir, bakir ve cinko gibi agir metaller canlilar icin temel besin maddeleridir. Ancak bu
metaller belirli seviyeleri astiginda toksik olabilmektedirler (Rutherford ve Bird, 2004). Bu
nedenle metallerin fiziksel - kimyasal Ozellikleri ile kullanim alanlar1 canlilar i¢in Oonem

tasimaktadir. Ayrica agir metallerin bulundugu ortamin fizikokimyasal kosullarindaki degisim
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ya da ortama farkli kirleticilerin girmesi durumunda da biyokimyasal siiregler

etkilenmektedir.

Cizelge 3.1 Kita i¢i su kaynaklarinin siniflarina gore kalite kriterlerinde yer alan metaller ve
limitleri (SKKY, 2004)

SU KALITE SINIFLARI
Metaller I 11 I v
Civa (ug Hg/L) 0.1 0.5 2 >2
Kadmiyum (pg Cd/L) 3 5 10 > 10
Kursun (ug Pb/L) 10 20 50 > 50
Arsenik (ug As/L) 20 50 100 > 100
Bakir (ug Cu/L) 20 50 200 > 200
Krom (toplam) (ug Cr/L) 20 50 200 > 200
+6 Olgiilmeyecek
Krom (ug Cr**/L) S 20 50 > 50
Kobalt (ug Co/L) 10 20 200 > 200
Nikel (ug Ni/L) 20 50 200 > 200
Cinko (ug Zn/L) 200 500 2000 > 2000
Siyaniir (toplam) (ug CN/L) 10 50 100 > 100
Demir (ug Fe/L) 300 1000 5000 > 5000
Mangan (ug Mn/L) 100 500 3000 > 3000
Bor (ug B/L) 1000 1000 1000 > 1000
Selenyum (pg Se/L) 10 10 20 > 20
Baryum (pg Ba/L) 1000 2000 2000 > 2000
Aliiminyum (mg Al/L) 0.3 0.3 1 > 1
3.1 Demir

Periyodik cetvelin VIII. Grubunda yer alan demir metali gec¢is metalleri arasinda yer
almaktadir. Demirin elektrik iletkenligi aliminyum ve bakir elementlerinden daha diisiiktiir.

Demir metalinin kimyasal 6zellikleri asagida verilmistir (Housecroft ve Sharpe, 2002).
Sembolii: Fe

Atom Numarasi: 26

Kiitle Numarasi: 55,85 g/mol

Erime Noktasi: 1536 °C

Kaynama Noktasi: 2750 °C

Yogunlugu: 7.8 g/cm3 (20 °C’de)

Demir dogada ¢oziinmeyen demir oksit ve demir siilfit ve kolayca ¢oziilebilen demir karbonat

formlarinda bulunur. Yeralti sular1 bol miktarda CO, icermektedirler. Demir karbonatlar bu
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ortamda coziinerek tekrar serbest Fe formuna gecerler (Denklem 3.1) ( Sawyer et.al, 2003).
FeCOs(k) + COx(g) + HyO— Fe™* + 2HCO™ (3.1)
3.1.1 Bilesikleri

Demir II oksit (FeO): Siyah bir bilesiktir ve demir III oksitin yiiksek sicaklikta

indirgenmesiyle elde edilir.
Demir III oksit (Fe,O3): Dogada yaygin olarak bulunur. Pas bu oksitin hidratidir.

Ortamin fizikokimyasal kosullarina bagh olarak Fes;O4, FeCl,, FeCls, FeS, FeSO4.7H,0 ve
Fe,(S04); gibi bilesikleri de bulunmaktadir (Housecroft ve Sharpe, 2002).

Hava ile Reaksiyonu

Demir nemli hava ile reaksiyona girerek korozyona ugrar. Isinmaya bagl olarak Fe,Os ve

Fe;0,4 oksitlerini olusturur (Denklem 3.2 ve 3.3).
4Fe(k) + 30,(g) — 2Fe;05(k) (3.2)

3Fe(k) + 20,(g) — Fes04(k)

(3.3)
Su ile Reaksiyonu
Su buhari ile tersinir bir reaksiyon meydana getirmektedir (Denklem 3.4) .
Fe(k) + 2H"(suda) < Fe;04 + 4H, (3.4)
Halojenler ile Reaksiyonu
2Fe(k) + 3F,(g) —2FeF;(k) (beyaz) 3.5)
2Fe(k) + 3Cly(g) — 2FeCls(k) (koyu kahverengi) (3.6)
2Fe(k) + 3Bry(s) —2FeBrs(k) (kirmizimsi kahverengi) 3.7)
Demir metalinin iyodiir ile direk reaksiyonu sonucunda Fel, olusmaktadir (Denklem 3.8).
Fe(k) + I,(k) —Fel,(k) (gri) (3.8)

Asit ile Reaksiyonu

Seyreltik siilfiirik asit ¢ozeltisi ile reaksiyonu sonucunda Fe*? katyonu ¢ozeltiye gecmektedir
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(Denklem 3.9).

Fe(k) + HySO04(s) — Fe’*(s) + SO4”(s) + Ha(g) (3.9)
Eger ortamda oksijen varsa Fe(Il), Fe(Ill)’ e yiikseltgenir.

Baz ile Reaksiyonu

Kuvvetli bazik ¢ozeltilerde kararli (FeOy4)* kompleksleri olusturur. Bu kompleks nétral ve

asidik ortamda bozunur [4].

3.1.2 Kullanim Alanlari

Demir metali cok cesitli alasimlarin yapiminda 6zellikle celik endiistrisinde ¢esitli amaclarla
kullanilmaktadir (Manahan, 1994). Dogada en yaygin olarak bulunan metaldir ve insaat
sektoriinde de ¢ok yaygin olarak kullanilmaktadir. Celik sanayinin ana hammaddesi olarak,
demir oksitleri boya endiistrisinde pigment olarak, saf halde demir karbon ve diger metallerle

alagimlan halinde, insaatlarda beton, kiris ve yiizeylerin giiclendirilmesinde kullanilmaktadir

[5].

3.1.3 Canlilar icin Onemi
Demir biitiin organizmalar icin onemli bir elementtir. Demir solunum ve fotosentez gibi
proseslerde elektron tasima ozelligine sahiptir. Insan viicudunda, kanda oksijen tasiyan

hemoglobinin 6nemli bir parcasini olusturur.

3.2 Bakir
Periyodik cetvelin I B grubunda yer alan bakir metali kusursuz bir 1s1 ve elektrik iletkenidir.
Orta serlikte oldugundan kolaylikla doviilebilir ve tel haline getirilebilir. Havayla yiizeysel bir

korozyona ugrar.

Sembolii: Cu

Atom Numarasi: 29

Kiitle Numarasi: 63,546 g/mol
Erime Noktasi: 1083 °C
Kaynama Noktasi: 2595 °C

Yogunlugu: 8,9 g/cm3 (20 °C’de)
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Bakir dogada yaygin olarak bulunmaktadir. Kizil renkli kiibik kristal yapidadir. Kirmizi ve
turuncu 15181 yansitirken goriiniir bolgedeki diger frekanslari sogurmaktadir. Bakir suda

coziinmeyen formdadir [5,8].

3.2.1 Bilesikleri

Bakar I oksit (Cu,O), cama yakut kirmizisi rengi vermek amaciyla kullanilir.
Bakar IT oksit (CuO), siyah renklidir, cama yesil rengi vermede kullanilir.

CuCl, kristal yapili, beyaz toz halinde bir bilesiktir. Suda ¢oziinmeyen ancak amonyak ve

HCT’de ¢oziinen bir bilesiktir.

CuCl, susuz hali saridir. Sulandirildiginda yesil renkli, kristal bir yap1 alir (Housecroft ve

Sharpe, 2002).

CuSOy, bakir tuzlarinin en onemlisidir. Saf bakirin 1sitilarak yiikseltgenmesiyle olusan oksitin
stlfiirik asitte ¢oziilmesiyle bakir siilfat elde edilir. Boya endiistrisinde kullanilir. Ayrica tarim

alanlarinda bocek oOldiiriicii ve otrofikasyon kontroliinde algisit olarak kullanilir.

Hava ile Reaksiyonu

Bakir metali normal kosullar altinda havada kararhidir. Isitilarak oksijen ile reaksiyonu

sonucunda Cu,O olusturmaktadir (Denklem 3.10).
4Cu(k) + Oy(g) — 2Cu0(k) (3.10)

Halojenler ile Reaksiyonu

Cu(k) + F2(g) — CuF,(k) (beyaz) (3.11)
Cu(k) + Cly(g) — CuCl,(k) (sari-kahverengi) (3.12)
Cu(k) + Bra(g) — CuBry(k) (siyah) (3.13)

Asit ile Reaksiyonu

Metalik bakir, seyreltik ve derisik nitrik asit i¢inde ¢oziinmektedir. Sicak derisik siilfiirik asit
ile reaksiyonu sonucunda Cu(Il) ¢ozeltisini olusturmaktadir. Cozeltideki iyon [Cu(OH2)6]2+
kompleksidir ve reaksiyon sonucunda hidrojen gazi agiga ¢ikmaktadir (Denklem 3.14) [4].

Cu(k) + HoSO4(s) — Cu®(s) + SO47(s) + Ha(g) (3.14)
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3.2.2 Kullanim Alanlari
Sanayide kullanilan metaller arasinda en iyi iletkenlerden birisidir. Giimiisiin iletkenliginin %
95’ine ulasan bir iletkenlik 6zelligine sahiptir. Ayrica bakir ¢ok iyi bir 1s1 iletkenidir. Hava

korozyonuna kars: yiiksek direng gosterir (Boru sistemleri, ¢atilarin kaplanmasi).

Bakir metali, bakir tel yapiminda, yiiksek frekans hatti yapiminda, miizik enstriimanlarinin
yapiminda, renkli cam yapiminda, vakum tiipleri, katot 11k tiipleri, mikrodalga firinlarda

kabartma metal olarak ve elektrik endiistrisi gibi ¢ok c¢esitli alanlarda kullanilmaktadir [4,8].

3.2.3 Canlilar icin Onemi

Bakur, diisiik konsantrasyonlarda canli yasami i¢in gerekli olan bir element olmasina karsin
sinir degerler asildiginda organizmaya zarar vermektedir. En fazla beyin ve karaciger olmak
tizere tiim dokularda goriilen bakir konsantrasyonundaki artis, kalitsal nitelikte bir hastalik

olan Wilson hastalig1 riskini arttirmaktadir (Sawyer vd., 2003)

Uzun siireli maruz kalmalarda, burun, agiz ve gozde rahatsizlia neden olabilmektedir, bas
agrisi, mide bulantisi, ishal, kusma gibi rahatsizliklara yol acabilmektedir. Yiiksek oranlarda

alinmasiyla bobreklere ve karacigere zarar verebilmektedir [5].

Yiizeysel sularda 1mg/l’ nin altindaki bakir konsantrasyonlarinda dahi su bitkilerine toksik
etkide bulunabilmektedir. 1mg/l konsantrasyondaki bakir bazi balik tiirleri i¢in toksik
olabilmektedir ( Sawyer vd., 2003).

3.3 Cinko
Cinko, kadmiyum ve civaya benzer ozellikleriyle birlikte periyodik tabloda gecis elementleri
grubunda yer almaktadir Cinko genlesebilme, uzayabilme 6zelligine sahip ve mavimsi beyaz

renkli bir metaldir. 100-150 °C arasinda doviilerek yassilastirilabilir [2,8].
Sembolii: Zn

Atom Numarasi: 30

Kiitle Numarasi: 65,409 g/mol

Erime Noktasi: 419,53 °C

Kaynama Noktasi: 907 °C

Yogunlugu: 7,14 g/cm3 (20 °C’de)
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3.3.1 Bilesikleri
Metalik ¢inko, bulundugu ortamin fizikokimyasal kosullarina bagli olarak ZnO, ZnCl,, ZnS
ve Zn(CH3), gibi farkli bilesikler olusturabilmektedir (Housecroft ve Sharpe, 2002).

Hava ile Reaksiyonu

Cinko metalinin yiizeyi havada ince bir tabaka oksit veya karbonat tabakasi ile
kaplandigindan alt tabakalar korozyona karsi korunmaktadir. Bu tabaka nedeni ile yiizey
matlasir. Metal ancak kaynama noktasina kadar isitilinca havadaki oksijen ile yanmasiyla

cinko oksit olusturur (Denklem 3.15).

27n(k) + Oy(g) —2Zn0(k) (beyaz) (3.15)
Su ile Reaksiyonu

Cinko metalinin yiizeyi hidroksit tabakasi ile kaplandigi icin su icerisinde ¢éziinmemektedir.
Halojenler ile Reaksiyonu

Zn(k) + Bry(g) — ZnBr,(k) (beyaz) (3.16)
Zn(k) + I(g) — Znly(k) (beyaz) (3.17)
Asit ile Reaksiyonu

Cinko metali seyreltik siilfiirik asit icerisinde ¢oziinerek ¢ozeltide Zn(Il) iyonu ve hidrojen

gaz1 Uretir. Cozeltide ¢inko iyonu [Zn(OHy)s]** kompleksi halinde bulunur (Denklem 3.18).
Zn(s) + HySO4(s) — Zn**(s) + SO47(s) + Ha(g) (3.18)
Baz ile Reaksiyonu

Cinko metali sulu alkali ¢ozeltiler (KOH) icerisinde c¢oziinerek Zn(OH)4]* kompleksi

olusturmaktadir [4].

3.3.2 Kullanim Alanlari
Cinko, diinyada yillik kullanim miktar1 agisindan demir, aliiminyum ve bakirdan sonra

gelmektedir. Cinko:
e Korozyondan korunma amaciyla, c¢elik gibi diger metallerin galvanize edilmesinde,

¢ Piring, nikelli glimiis, degisik lehimler, alman giimiisii gibi alagimlarin yapiminda,
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¢ QGenellikle otomotiv endiistrisinde dokiim kaliplarinda,
e Pillerin gévdelerinin yapiminda kullanilir,

e (inko oksit; boya sanayinde (pigment), kaucuk sanayinde, cam, emaye, seramik,
plastik ve kagit sanayilerinde kullanilir. Recetesiz satilabilen bazi merhemlerin
bilesiminde bulunur ve ince bir tabaka halinde uygulandiginda cildin su kaybetmesini

Onler.
e (inko kloriir, deodorantlarda ve ahsap koruyucu olarak kullanilir.

e (Cinko siilfiir, karanlikta parlayan pigment olarak saatlerin akrep ve yelkovanlarinda

kullanilir.
¢ Cinko metil (Zn(CHs),), pek ¢ok organik maddenin sentezinde kullanilir.

e (inko, pek ¢ok giinliik vitamin ve mineral ilaglarinin karigiminda kullanilir [9].

3.3.3 Canlilar icin Onemi
Cinko insan saglig1 agisindan gerekli bir iz elementtir. Kirmizi kan hiicrelerinde yogun halde
bulunur ve karbondioksit metabolizmasina iliskin bir¢cok tepkimenin olugmasini saglayarak

karbonik anhidraz enziminin 6nemli bir boliimiinii olusturur.

Cinko c¢esitli enzimlerin ve proteinlerin olusumunda ©Onemli bir yere sahiptir. Cinko

eksikliginde hiicre biiylimesi gerilemekte ve hiicre agirligr diismektedir (Omar, 2002).

Uygun konsantrasyonlarin iistiindeki degerlerde, cinkoya maruz kalma sonucu tat ve koku
alma duyularinda azalma, istahsizlik, ciltte yaralara neden olabilmektedir. Yiiksek
konsantrasyonlarla karsilasildiginda pankreasa zarar vermektedir, damar sertligine ve

solunum rahatsizliklarina neden olmaktadir [5].

3.4 Atiksulardan Metal Giderme Yontemleri

Atik sulardan metal kirleticilerini uzaklastirmak, giiniimiizde her iilkenin kars1 karsiya oldugu
en Onemli c¢evre sorunlarindan birisidir. Giiniimiizde, agir metal gideriminde kimyasal
coktiirme ve filtrasyon, kimyasal oksidasyon ya da indirgenme, elektrokimyasal aritma, ters
osmoz, iyon degistirme gibi geleneksel aritma yontemleri kullanilmaktadir. Ancak, yiiksek

maliyet gerektiren bu yontemler bazen yetersiz kalmakta, cogu zaman da toksik ozellikte atik
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camur olusumuna neden olmaktadirlar (Volesky, 2003). Bu nedenle, giinlimiizde ciddi sorun
olusturan bu tiir atiklarin aritiminda; ekonomik ydnden ucuz, uygulamalarda kolaylik
saglayacak aritim siireclerine yonelik genis bilimsel arastirmalar yapilmaktadir. Bu
arastirmalar arasinda, canli ya da oOlii mikroorganizma veya bitki esasli biyokimyasal

stireclerin metal alintmindaki rolii ile ilgili caligmalar 6ne ¢ikmaktadir.
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4. AGIR METAL GIiDERIMINDE BiYOLOJiK SURECLER VE ONEMIi

Son yillarda agir metal iceren atiksularin aritiminda biyolojik yontemler; etkili, pratik ve
ekonomik olmalar1 nedeniyle geleneksel fiziksel-kimyasal aritim yontemlerine tercih

edilmekte ve bilimsel aragtirmalar bu yonde agirlik kazanmaktadir.

Biyolojik proseslerle metal giderimi; agir metalin mikroorganizmanin yiizeyine tutunmasi
(biyosorpsiyon, adsorpsiyon), metal iyonlarmin hiicre icine alinmasi (biyobirikim) ve

metallerin mikroorganizma tarafindan kimyasal doniisiimii seklinde tanimlanmaktadir

(Rangsayatorn vd., 2002).

Biyosorpsiyonla agir metal giderim mekanizmasi1 bazi arastirmacilara gore metabolik
aktiviteden bagimsiz olarak gerceklesmektedir (Rangsayatorn, 2002; Davis vd.. 2003). Bazi

arastirmacilara gore ise biyosorpsiyon, metabolik faaliyetleri de kapsayacak bicimde Sekil

4.1°deki mekanizmalarla ifade edilmektedir.

Biosorpsiyon
mekanizmasi

Metabolik
faaliyetlerden bagimsiz
J

Metabolik
faaliyetlere bagimh
1

[Hiicre zarindan gegiﬂ [ Coktiirme

Fiziksel-kimyasal iyon degistirme
adsorpsiyon

~N

J

[Kompleks olusturmﬂ

a) Biyosorpsiyonun metabolik faaliyetlere gore siniflandirilmasi

Biyosorpsiyon
mekanizmasi

|

Hiicre ici birikim

)
Hiicre yiizeyinde
adsorpsiyon
_

Hiicre dis1 birikim

ve coktiirme

_
| I
) . ) N
Hiicre zarindan Fizikokimyasal Iyon degistirme Kompleks olusturma Coktiirme
gecis adsorpsiyon
J J J

b) Biyosorpsiyonda giderilen metalin bulundugu yere gore siniflandirma

Sekil 4.1 Biyosorpsiyon mekanizmalar1 (Veglio and Beolchini, 1997; Malik ,2004)
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Biyosorpsiyon mekanizmalar: incelendiginde (Sekil 4.1. a ve b), hem hiicre dis1 hem de hiicre

ici mekanizmalarin biyosorpsiyonda énemli rol aldig: goriilmektedir.

Mikroorganizmalarin agir metal alma kinetigi bir¢cok aragtirmaci tarafindan incelenmis olup

genelde iki asamada gerceklestigi sonucuna varilmastir.

Ik asama pasif alim (fiziksel adsorpsiyon ya da hiicre yiizeyinde iyon degistirme) olarak
tanimlanmaktadir. Hizli bir reaksiyondur ve mikroorganizma ile metal iyonlarinin temasindan
cok kisa bir siire sonra gerceklesmektedir. Hiicre yiizeyine metallerin baglanmasi fiziko-
kimyasal bir reaksiyon olup, hiicre yiizeyinin yapist ile yakindan iliskilidir. Her bir
mikroorganizmanin biyosorpsiyondaki etkinligi mikroorganizma tiirline ve hiicre duvarinin
kompozisyonuna bagli olarak biiyiik farkliliklar gostermektedir Bir¢cok mikroorganizmanin
hiicre yiizeyi polisakkarit, protein ve lipid icermektedir. Ayrica, hiicre yiizeyindeki amino,
karboksil, hidroksil, siilfidril, siilfat, fosfat ve thiol gruplar1 da metal baglama o6zellikleri

nedeniyle biyosorpsiyonu desteklemektedir. (Rangsayatorn, 2002; Mohamed, 2001).

Ikinci asama ise; aktif alim, yavas ve metabolik aktiviteye bagli olarak gerceklesmektedir. Bu
asamada, metal iyonlart hiicre zarindan stoplazmaya tasinir (Dursun vd., 2003). Metallerin
stoplazmaya tasimimi siirecinde, bircok mikroorganizmanin metal baglayici1 proteinler
sentezledikleri rapor edilmektedir. Metal baglayic1 6zellige sahip diisiik molekiiler agirlikli bu
proteinlere metallotiyoninler (MT) ad1 verilmekte ve agir metallerin detoksifikasyonunda yer
aldiklar1 diistiniilmektedir (Andrade vd., 2004). Yapilan caligmalar, metal derisimlerinin

artisina paralel olarak metal- baglayici proteinlerin arttigini gostermektedir (Saglam, 1995).

Ybarra ve Webb (1998)’e gore; organizmalarin metallere kars1 direnclilik kazanmasinda rol
oynayan c¢ok cesitli mekanizmalar bulunmaktadir. Bu mekanizmalar kapsaminda etkisi
azaltilan elementler; hem organizmaya tamamen toksik ve higbir biyolojik fonksiyonu
olmayan civa ve kadmiyum gibi metaller, hem de yiiksek konsantrasyonlarda zehirli olabilen
cinko, bakir ve demir gibi iz elementlerdir. Organizma tarafindan olusturulan, organik, hiicre
dist kompleks yapilar; metallerle selat olusturabilen ve organizmayi metallere karsi koruyan
mekanizmalardan birisidir. Genellikle olusan bu kompleks, yapisal oOzelliklerinden ve
karmasikligindan dolay1 hiicre icine kolayca tasinamamaktadir. Bir bagka mekanizmaya gore
ise, hiicre enerji bazli salgi pompalar (efflux pumps) ile metal iyonlarinin disar1 atilmasini
saglamaktadir. Hiicre i¢i metal aliminda onemli bir basamak olan diger bir mekanizmada ise,
II. sinif metallotiyoninler gérev almaktadir. II. sinif metallotiyoninler, hiicredeki potansiyel

olarak toksik serbest metali kendine baglama 6zelligi olan proteinlerdir.
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4.1 Agir Metal Giderimindeki Biyokimyasal Siireclerde Kullanilan

Mikroorganizmalar ve Ozellikleri

Agir metal giderimindeki biyokimyasal siire¢lerde kullanilan biyolojik materyaller genis bir
spektruma sahiptir. Ozellikle mikroorganizma grubu icerisinde algler de dahil olmak iizere

cesitli bakteri, maya ve mantar tiirlerini saymak miimkiindiir (Volesky ve Holan, 1995).

Mikroorganizma-metal iligkisi organizmanin prokaryot ya da okaryot olmasi ile yakindan
iligkilidir. Her iki organizma tiirii de metali hiicre yiizeyinde tutabilme ya da hiicre icindeki
cesitli fonksiyonlarda kullanmak iizere biinyesine alma 6zelligine sahiptir. Bununla birlikte,
prokaryotik mikroorganizmalar Fe (II), Cu (I), Mn (II), Co (II), AsO;,, Se’ gibi elementleri
okside edebilir (yiikseltgenmesi) ya da Fe (III), Mn (IV), Co (III), AsO,>, SeO,” elementleri
indirgeyebilir ve bu reaksiyonlar1 metabolik faaliyetlerinde enerji kaynagi olarak
kullanabilirler (Ehrlich, 1997). Civaya direncli bakteriler tarafindan iiretilen merkiirik

2+

reduktaz enziminin kullanilarak Hg**"1 ucucu Hg”a déniistiiriilmesi enzimatik indirgenmeye

ornek olarak verilebilir (Robinson ve Tuovinen, 1984).

Mikroorganizmalar metal iyonlarini, ¢esitli yollarla detoksifiye (zehir etkisinin giderilmesi)

edebilirler. Bu yollar asagida 6zetlenmistir.

¢ Enzimatik indirgenme-yiikseltgenme reaksiyonlariyla, metali daha az toksik olan ya
da toksik etkisi tamamen giderilmis baska yapilara doniistiiriirler. P.fluorescens
LB300 kullanilarak CrO,* ‘nin Cr(OH)s’e indirgenmesi ornek olarak verilebilir (Wang
ve Shen, 1995).

e Mikroorganizmalar, zehirli metallerin etkilerini enzimatik olarak gideremedikleri
durumlarda, bu metallere kars1 genetik olarak belirlenmis baska savunma sistemleri
gelistirirler. Bu savunma sistemleri genellikle, metallerin hiicre icine tasinim
sistemlerinin degistirilmesi ya da yok edilmesi seklinde goriilmektedir. Ayrica hiicre,
metalin hiicreden atilmasinm saglayacak salgilama sistemleri (molekiiler pompalar) de

gelistirebilmektedir (Ehrlich, 1997).

Cyanobacteriler ve algler, agir metali hiicre i¢inde tutabilen (internally sequester) ve hiicre
icindeki yliksek metal konsantrasyonunu detoksifiye edebilme 6zelligine sahip metal baglayan
proteinler iiretirler (Humble vd., 1997). Algin biyosorpsiyon kapasitesi hiicre duvarinin
yapisina baghdir. Alginateler (kahverengi algler tarafindan iiretilen polimer yap1) ve fucoidan

gibi siilfath polisakkaritler kahverengi algin (Phaeophyta) hiicre duvarmin Onemli
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bilesenlerindendir. Alginateler, kahverengi algin hem hiicre duvarinda hem de hiicre i¢inde
bulunmaktadir. Alginatelerin divalent katyonlara yiiksek afinitesi oldugu rapor edilmistir
(Sheng vd., 2004). Gupta vd. (2000) ise yaptiklar1 ¢alismada, mikroorganizmalar arasinda
fungus hiicre duvarinin, 06zelligi nedeniyle, miikemmel metal biyosorpsiyon ozelligi
gosterdigini vurgulamiglardir. Mikroorganizmalar tarafindan {iiretilen hiicre dis1 polimerlerin
karboksil ve hidroksil gruplari, cok yiiksek agir metal sorpsiyon kapasitesine sahiptir. Hiicre
dis1 polimerlerin agir metal baglama afinitesi ise mikroorganizma tiirline ve agir metalin

cinsine gore degismektedir. (Schorer and Eisele, 1997).

Mikroorganizmalar arasinda, hiicre duvarinin 6zelligi nedeniyle, fungal biyokiitle, miilkemmel
metal biyosorpsiyon o0zelligi gostermektedir. Cogu fungi ve maya, metal biyosorpsiyon
ozelligine sahiptir. Ornegin Aspergillus ve Saccharomyces. Bakteriler arasinda Bacillus sp.
yiilksek miktarda metal tutma potansiyeline sahip olarak tamimlanmaktadir ve ticari
biyosorbent olarak kullanilmaktadir. Bunlara ilave olarak Pseudomonas sp., Zoogloea
ramigera ve Streptomyces sp. kullanilarak metal biyosorpsiyonu da rapor edilmistir.
Fototroflar arasinda ise deniz algi ilgi odagi olmaktadir. Bu gruptan Sargassum natans ve
Ascophyllum nodosum ¢esitli metalleri biyosorpsiyon kapasitesine sahiptir (Gupta vd.., 2000).
Ozdemir vd. (2003), Ochrobactrum anthropi aktif camurdan izole edilmis, olii polisakkarid
ireten bir bakteri ile Cr, Cd ve Cu biyosorpsiyonu arastirmiglardir. Iyer ve arkadaslar1 (2005)
tarafindan yapilan calismada deniz bakterisi tiirli olan Enterobacter cloaceae kullanilmistir.
Bu calismada, bakteri tarafindan iiretilen hiicre dist polisakkarit agir metal ile selat

olusturdugu goézlemlenmistir.

Mikroorganizmanin biyokimyasal 6zelliklerinin yaninda, diger kirleticilerin varligi, ortamin
sicaklik, tuzluluk, aerobik veya anaerobik olmasi da metal alimimi etkileyebilmektedir
(Goldberg, 2005). Ayrica, mikroorganizmanin sinifi ve tiirii de metal alintmin1 etkilemektedir

(Cizelge 4.1)
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Cizelge 4.1 Baz1 Mikrobiyal ve Algal Biyokiitle’nin Biyosorpsiyon Kapasitesi (Volesky,

2003)
Metal Ad1 Biyokiitle Tipi Biyokiitle Stmifi  Metal Alma Kapasitesi (mg/g)
Cu Bacillus subtilis Bakteri 152
Sargassum species Kahverengi alg 140
Candida tropicalis Maya 80
Bacillus licheniformis Bakteri 32
Cladosporium resinae Mantar 18
Rhizopus arrhizus Mantar 16
Saccharomyces cerevisae Maya 6,3-40
Scenedesmus obliquus Alg 10
Penicillium chrysogenum Mantar 9
Streptomyces noursei Bakteri 5
Bacillus sp. Bakteri 5
Aspergillus niger Mantar 1,7
Fe Bacillus subtilis Bakteri 201
Sargassum fluitans Kahverengi alg 60
Bacillus licheniformis Bakteri 45
Zn Sargassum species Kahverengi alg 70
Saccharomyces cerevisae Maya 14-40
Candida tropicalis Maya 30
Rhizopus arrhizus Mantar 20
Penicillium chrysogenum Mantar 6,5
Penicillium spinulosum Mantar 0,2
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5. SIYANOBAKTERILER

Bu calismada, Kiiciikcekmece Golii'nden izole edilen siyanobakteriler kullanilmistir. Bu
boliimde, siyanobakterilerin genel oOzellikleri, siiflandirilmasi, metabolizmas1 ve iireme

ozellikleri anlatilacaktir.

5.1 Siyanobakterilerin Genel Ozellikleri

Koyu yesilimsi mavi pigmentlerinden dolayr mavi-yesil algler olarak da bilinen
siyanobakteriler, yasamlar1 i¢in oksijen, 151k ve inorganik maddelere ihtiya¢ duyan fototrof
mikroorganizmalardir. Siyanobakteriler prokaryotlar sinifina dahil olup fotosentez yapabilme
ozelligine sahiptirler. Siyanobakteriler klorofil-a ve diger pigmentleri icermelerinden dolay1
oksijen olusturmalari, fotosentez yapmalar1 nedeni ile alglere ve yiiksek bitkilere cok
benzerler. Ancak hiicre boliinme mekanizmasi nedeniyle de giiniimiizde bakteri sinifina

alinmustir (Sekil 5.1).

Bacteria Archaea Eukarya
Euryarchaeota
Methanosarcina Animals
Purple bact?na Gram-positive Msthanobactenum % Halophiles Fungi
Cyanobacteria 2 " ) Methanococcus \ Thermo- Slime |
d \~"  Chlamydiae Thermocooous ~ plasma molds | Sa—
/ \ ants
Crenarchaeota Entamoehae ~— Giii
_ \ Thermoproteus liates
Flavobacteria —— Pyrodictium |
Spirochetes —_\ _ peinococei — — Flagellates
\_ Green nonsulfur | g ,‘:\\ =~ Trichomonads
Thermotogales - '..______’ -I?.actana JL,--"'I Microsporidia
Aguifex’ T

Diplomonads

Sekil 5.1 Evrimsel soy agaci [10]

Siyanobakteri hiicrelerinde cekirdege esdeger DNA iplik¢ikleri ya hiicrenin orta bolgesinde
yogun olarak ya da hiicrenin her tarafina yayilmis olarak yer alir. Siyanobakteriler cekirdek,
golgi aygiti, mitokondri, endoplazmik retikulum ve plastidlerden yoksundurlar. Hiicre dis1 iyi
bir hiicre duvari ve hiicre ¢eperine bitisik bir kolloidal musilaj kin ile kaplidir. Hiicre duvarlari

amino asit ve peptidoglikandan olusmaktadir [10].

Siyanobakteriler sahip olduklar1 (klorofil-a, beta-karotin, anteraksantin, afonisin, afanizofil,
flovosin, lutein, mikzoksantin, mikzosantofil, ossilloksantin, zeaksantin, allofikosianin,
fikosiyanin, fikoeritrin) pigmentlere gore karakterize edilirler. Cogunlugu fikosiyaninden
dolayr mavi-yesil goriinmesine ragmen bir kismi da fikoeritrinden dolayr kirmizi ve

kahverengi goriinmektedir. Bazen yalanct vakuollerin 15181 kirma 06zelliginden dolay1
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mikroskop altinda mor, kahverengi hatta siyah goriinmektedirler. Vakuolii bulunan tiirler,
vakuol sayesinde suda askida kalabilme 6zelligi kazanirlar ve genellikle 151k gereksiniminden

dolay1 g6l ylizeyinde kalin tabaka olusturmaktadirlar (Hoek vd.,1997).

Siyanobakteriler; tatli, tuzlu ve alkali sularda, sicak su kaynaklar1 gibi son derece genis yasam
alanlarina sahiptirler (Fogg, 1956). Tek hiicreli ve koloni halinde bulunabilirler, hiicre
biiyiikliikleri 0,5- 60 um araliginda degisebilir. Anabaena, Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis, Nodularia, ve Nostoc cinsleri atmosferik azotu fikse edebilirler.
Siyanobakteri hiicrelerinin morfolojik ozellikleri, tiirler arasinda farklilik gostermektedir

(Sekil 4.3).

¢) Microcystis sp. d) Synechocystis sp.

Sekil 5.2 Baz1 siyanobakteri tiirlerinin mikroskop goriintiileri[12]
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5.2 Siyanobakterilerin Simiflandirilmasi

Ripka ve arkadaslar1 (1979) tarafindan yapilan calismada, siyanobakteriler 5 farkli sinifa

ayrilmistir (Cizelge 5.1). Bu simiflandirma yapilirken, siyanobakterilerin morfolojik yapisi ve

tireme Ozellikleri esas alinmustir.

Cizelge 5.1 Siyanobakterilerin siniflandirilmasi [13]

Morfoloji Ureme Ozelligi Boliinme Takimm Secilmis Bazi
Diizlemi Cinsler
Tek hiicreli | Ikiye boliinme Tek Chroococcales Gloeobacter
ya da koloni Chroococcus
Microcystis
Synechocystis
Merismopedia
Tek hiicreli | Cogul Boliinme Iki veya | Pleurocapsales Chamaesiphon
ya da koloni | (Endosporla iireme) daha fazla Pleurocapsa
Dermocarpella
Xenococcus
Pleurocapsa
Ipliksi Trikom (iplik¢ik) Tek Oscillatoriales Oscillatoria
) Microcoleus
Fragmentation Phormidium
Hormogonyum Schizothrix
Spirulina
Ipliksi Trikom (iplik¢ik) Tek Nostocales Anabaena
(Heterosistli) ) Nostoc
Basit fragmentasyon Cylindrospernum
Hormogonyum Calothrix
Scytonema
Akinet
Dallanmis Trikom (iplik¢ik) Iki veya Stigonematales Westiellopsis
ipliksi daha fazla Fisherella
(Heterosistli) Dallanmis Stigonema
fragmentasyon
Hormogonyum
Akinet
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5.3 Siyanobakterilerin Metabolizmasi ve Ureme Ozellikleri

Siyanobakteriler, klorofil pigmentine sahip olduklart icin fotosentez yapabilme ozellikleri
vardir. Enerji kaynagi olarak, genelde 15181, elektron kaynagi olarak H,O ve karbon kaynagi
olarak COy’i kullanirlar. Ayrica, atmosferik azotu organik azota (nitrit, nitrat ya da amonyak)
cevirebilirler. Boylece bitkiler i¢in gerekli olan azot formunun olugmasina katkida bulunurlar.
Ayrica likenlerin ve bircok bitki tiirliniin dstiinde yasayarak simbiyotik bir yasam

suirdiirebilirler [10].

Siyanobakteriler, eseysiz iireme ile cogalirlar. Ureme organlar1 ve hareketli iireme hiicreleri
yoktur. Genellikle boliinerek {iirerler. Bazi tiirlerde ikiye bdliinme (Synechocystis,
Microcystis), bazilarinda ise ¢oklu hiicre boliinmeleri (Dermocarpa) ile iireme

gerceklesmektedir.

Baz1 siyanobakteri gruplarinda, ana hiicrenin biiylimesini takiben hiicre i¢inde cok sayida
kiiresel hiicre (endospor) olusumu ile iireme meydana gelmektedir. Endosporlar ana hiicreyi

terk ettikten sonra yeni hiicre duvari olusturarak bagimsiz bireyler haline gelirler (Sekil 5.3).

(a) (b)

(d)

Sekil 5.3 Siyanobakteri tiirlerinin ¢ogalmasi, (a) Synechococcus (faz kontrast); (b)
Synechocystis (faz kontrast); (c¢) Gloeothece (aydinlik saha); (d) Chamaesiphon (aydinlik
saha) [14]
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Bazi tiirlerde ise ekzospor olusumuna rastlanmaktadir. Ipliksi gruplarm bazilarinda, ipligi
meydana getiren hiicrelerden birkag¢inin 6lmesi sonucunda, bakteriden birkac hiicreli parga

ayrilmaktadir. Bu parcalar eseysiz olarak iireyebilir. Bu ayrilan parcalara “hormogonyum”

denir (Sekil 5.4).

[T T T T TTT]
(11— [T 111
-1 111

Hormogonyum

Sekil 5.4 Siyanobakteri tiirlerinde hormogonyum olusumu[15]

Anabaena ve Nostoc gibi siyanobakteri familyalarinda “fragmentation” diye adlandirilan

boliinme sekillerine rastlamak miimkiinkiindiir (Sekil 5.5)

7\
o - -

Sekil 5.5 Siyanobakteri tiirlerinde parcalara boliinme (fragmentation) olusumu[15]
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Ipliksi formdaki siyanobakteriler, akinet ve heterosist ad verilen bir yap1 olusturarak olumsuz
cevre kosullarinda devamliligini saglayabilmektedir. Heterosistler kalin hiicre duvarina
sahiptir ve anaerobik kosullarda azot fiksasyonunda rol alirlar. Heterosist, kalinlasmis hiicre
duvartyla ipliksi organizmanin diger hiicrelerinden daha iri goriinmektedirler. Ayrica
sarimtrak renginden dolay1r kolaylikla ayirt edilebilirler. Akinetler ise normal hiicrelerden
daha biiyiiktiir ve bol miktarda besin depo ederler. Diisiik ve yiiksek sicakliklara
direnclidirler. Genellikle heterosistlerin yaninda meydana gelirler. Sekil 5.6’da heterosist ve

akinetin yapisi ile bakterideki konumu goriilmektedir.

Akinet

Heterosist

Sekil 5.6 Siyanobakterilerde akinet ve heterosist 6rnegi [11]

5.4 Bakterilerde Metal iyonlarinin Baglandig: Bolgeler

Siyanobakterilerin de dahil oldugu “bakteri” aleminde yapilan arastirmalar, metallerin
baglandig1 o6zel bolgeler oldugunu gostermistir. Bu boliimde, bakterilerde metallerin
baglandig1 6zel bolgeler olan, hiicre dis1 polisakkaritler, hiicre duvari, polifosfat yapilar ve

metallotiyonin proteinleri anlatilacaktir.

5.4.1 Hiicre Dis1 Polisakkaritler

Bakteri ve siyanobakterilerde, metal baglayabilme yetenegine sahip hiicre dis1 polisakkaritler
(HDP) bulunmaktadir. Bu polimer yapilar tamamen negatif yiikliidir. HDP’in yapisinda
bulunan seker (polisakkarit), bakteri hiicresinin etrafim jelatinimsi bir madde ile kaplar. Bu
maddenin hiicreyi, kuruma gibi cevresel faktorlerden, diger organizmalardan ve toksik

metallerden korudugu diistiniilmektedir (Philippis vd., 2001).
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5.4.2 Hiicre Duvarn

Bakteriyel hiicre duvar1 karboksil, hidroksil, fosforil, amin ve siilfidril gibi negatif yiiklii
gruplar icermektedir. Metal iyonlarinin adsorpsiyonu; hiicre duvarinin yapisindaki organik
fonksiyonel gruplar ile metal iyonlar1 arasinda metabolik olmayan, elektrostatik yiike ve
kimyasal ¢cekime bagli bir siire¢ sonucunda gerceklesmektedir. Bakterilerde, “gram pozitif” ve

“gram negatif” olmak iizere iki ¢esit hiicre duvar1 bulunmaktadir;

5.4.2.1 Gram Pozitif Bakteri

Gram pozitif hiicre duvart peptidoglikan ve teyikoik asit iceren yogun bir tabakadan
olusmaktadir. Gram pozitif bakteriler, gram boyama (kristal violet) sonucunda “mor” renkte
goriiniirler. Gram pozitif hiicre duvar1 kimyasal olarak % 60-90 peptidoglikan icermektedir.
Peptidoglikan ozmotik parcalanmayi Onler. Teyikoik asit ise hiicrenin daha dayanikli

olmasina yardimci olur.

5.4.2.2 Gram Negatif Bakteri
Gram negatif bakteriler, gram boyama (kristal violet) sonucunda “pembe” renkte goriiniirler.
Gram negatif bakterinin hiicre duvari; peptidoglikan i¢ zar (gram pozitife gére daha ince) ve

fosfolipid, lipopolisakkarit ve lipoprotein yapisina sahip bir dis zardan olusmaktadir [16].

Gram negatif bakterinin i¢ hiicre duvar1 2-3 nm kalinliginda peptidoglikandan olusmaktadir.

Peptidoglikan, hiicrenin ozmotik basincla par¢alanmasini 6nler.

Dis hiicre zar1 ise 7 nm kalinliginda fosfolipid, lipoprotein, lipopolisakkarit ve proteinden
olusmaktadir. Yar1 gecirgen o6zelliginden dolay1 dis zar, bazi enzimlerin hiicrede kalmasini,

baz1 toksik maddelerin ise hiicreye girisini engeller.

Gram negatif bakterilerde, dis zar ile stoplazmik zar arasinda “periplazma” adi verilen
jelatinimsi bir bolge bulunmaktadir. Bu bosluk peptidoglikan sentezi, nutrient taginimi gibi

proseslerde gorev alir (Goldberg, 2005).

5.4.3 Polifosfat Gruplar

Polifosfat gruplar (PFG), bakterilerin yapisinda bulunan fosfor bakimindan zengin
graniillerdir. Polifosfat gruplar fosfor, oksijen, karbon, magnezyum, kalsiyum, potasyum,
demir, kiikiirt ve aliiminyum i¢cermektedir. Fosfor deposu olan bu gruplar, bakteri tarafindan
enerji kayna@i olarak kullanilirlar ve agir metallerin toksik etkisinin giderilmesinde

(detoxifying) gorev alirlar (Goldberg, 2005).
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Palinska vd. (2004) tarafindan yapilan ¢alismada, metal konsantrasyonu arttikca polifosfat
gruplarin sayisinda ve boyutlarinda artis goriilmiistir. Aym1 calismada; siyanobakteri
hiicrelerindeki polifosfat gruplarin, sucul sistemlerde metal tasiniminda O6nemli bir rol

oynadiklar1 vurgulanmustir.

5.4.4 Metallotiyonin Proteini

Metallotiyonin (MT) bitkilerde, hayvanlarda, okaryotik ve prokaryotik mikroorganizmalarin
cogunda bulunan, sistein (siilfiir iceren amino asit) bakimindan zengin, diisitk molekiiler
agirlikli (6-7 kDa) proteinlerdir (Daghan, 2004). MT gruplari, yapisindaki sistein maddesi ile
hem fizyolojik (Zn, Cu, Se gibi) hem de zenobiyotik (Cd, Hg, Ag gibi) agir metalleri tutma
kapasitesine sahiptir [17]. Ayrica hiicre ici redoks potansiyeli kontroliinde, hiicrenin onarimi
ve biiyiime proseslerinde de kullanilacak olan apoenzim i¢in ¢inko kaynagi olarak rol aldig

diistiniilmektedir (El-Enany ve Issa, 2000).

5.5 Siyanobakterilerde Bakir, Cinko ve Demir Metabolizmasi

Kritik konsantrasyonlarda hiicre i¢in 6nemli olan bakir, ¢inko ve demir gibi elementler;
yiiksek konsantrasyonlarda solunum ve fotosentezin inhibisyonu gibi toksik etkilere yol
acabilirler. Bakteriler bu metallere kars1 duyarlilik, refleks ve tasima mekanizmalarini iceren
hassas homeostatik sistemler gelistirmislerdir (Dominguez vd., 2000). Bu metal homeostaz
sistemlerinde, normal hiicre metabolizmasi i¢in gerekli olan kritik seviyelerin altinda veya
tistiindeki metal iyonu konsantrasyonlarimi algilayan, metallerin islevini diizenleyen
(metalloregulatory) proteinler gérev almaktadir. Pennella (2005)’e gore, prokaryotik metale
duyarli diizenleyici proteinler bes alt gruba ayrilmistir (Cizelge 5.2). Bu protein gruplarim

birbirinden ayiran en dnemli 6zellik protein yapilarindaki farkliliklardir.

Bu boliimde siyanobakteri hiicrelerinde bakir, ¢cinko ve demir metallerinin homeostazi ve 6zel

alim sistemleri anlatilacaktir.
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Cizelge 5.2 Prokaryotlarda Metallerin Islevini Diizenleyici Protein Gruplar1 (Pennella, 2005)

Ornek Protein ve Proteinin | Proteinin Yapisi®

Bagladig1 Metal Gruplari

ArsR (As, Ab)
CadC (Cd,Pb)
CzrA, SmtB (Zn)
NmtR (Ni)

DtxR (Fe)
IdeR (Fe)

MntR (Mn)

Fur (Fe)
Zur (Zn)

CueR (Cu)
MerR (Hg)
PbrR (Pb)

ZntR (Zn)

NikR (Ni)

 Her bir protein grubun kristal yapisini gdstermektedir. Sari, kirmizi ve yesil renkli kiireler protein yapiya bagh
metal iyonlarin ifade etmektedir.
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5.5.1 Bakir Homeostazi

Bakir fotosentetik elektron transferinde kullanilan 6nemli kofaktorlerden birisidir. Bazi
siyanobakteri tiirlerinde “tilakoid” adi verilen hiicre ici zar sistemi bulunur. Siyanobakteriyel
tilakoid zarlarin biyolojik yapisi tam olarak anlasilamamistir (Zak vd., 2001). Synechocystis
PCC 6803’iin tilakoid zar sistemi, kofaktor olarak bakiri kullanan, “plastosiyanin” ve
“sitokrom oksidaz” enzimleri icermektedir. Tilakoid zar sistemleri hiicrenin i¢ cevresini
saracak sekilde yerlesmistir. Her bir tilakoid zar sisteminde fotosistemler (PSI ve PSII) ve
proteinler bulunmaktadir (Sekil 5.7). Siyanobakterilerde bulunan tilakoid zar sistemlerinin
hem fotosentez sonucu olusan zararli yan iiriinleri hem de redoks-aktif bakirin hiicredeki

birikimi sonucu olusabilecek toksik etkileri etkisiz hale getirdigi diisiiniilmektedir.

= ———— llnlakmd\ f
— lumen
( thvlakm th"'l""k“'d O\ }

Thylakoid
lumen

Sekil 5.7 Synechocystis PCC 6803’ de fotosentez ve solunum elektron tagima sisteminin
gosterimi (Cavet vd., 2003)
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5.5.2 Cinko Homeostaz1

Cinko, DNA’nin kopyalanmasi (replication) ve hiicre boliinmesi gibi temel hiicresel
fonksiyonlarda gorev almaktadir (Choudhury ve Srivastava, 2001). Ayrica enzim ve protein
yapisinda rol alan, yasam i¢in onemli iz elementlerden birisidir. Yiiksek konsantrasyonlarda
ise tiyol gruplariyla reaksiyona girerek, hiicredeki hayati reaksiyonlar1 bloke edebilmektedir

(Hantke, 2005).

Choudry ve Srivastava (2001), bakterilerin toksik c¢inko seviyelerine karsi direnclilik

mekanizmasini;
e Hiicre dis1 birikim,
e Metallotiyoninler tarafindan tutulma (sequestration),
e Hiicre ici fiziksel tutulma (physical sequestration),

¢ Hiicre i¢inden disariya salgilama seklinde aciklamaktadir (Sekil 5.8).

- Digarnaky
Hwreve alim ponpalan .P . pengalar

a8
- S

'4

Sekil 5.8 Bakterilerde ¢inko direnclilik mekanizmasi
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5.5.3 Demir Homeostazi

Fizyolojik kosullar (pH 7.4) altinda demir metali, Fe** (indirgenmis) ve Fe* (yiikseltgenmis)
formunda bulunur. Fe** (pH=7.0"da 0,1 M), Fe*’e (pH=7.0’da 10™"®* M) gore nisbeten daha
1yi ¢oziiniir. Demir elementi; fotosentez, azot (N;) fiksasyonu, metan olusumu, H; iiretimi ve
tikketimi, solunum, trikloroasetik asit (TCA) c¢evrimi, O, taginimi, gen diizenlenmesi ve DNA

biyosentezi gibi bir¢ok biyolojik proseste gorev alir.

Bakterilerde demir metabolizmasi, 6zel DNA dizilimine sahip diizenleyici proteinler
tarafindan kontrol edilmektedir. Fur® (demir alinimimi diizenleyen) proteini, demir
metabolizmasinda rol alan, DNA’ya baglanan proteindir (Hernandez vd., 2002; Luna vd.,

2006).

Gram negatif bakteriler, demir-selat (ferri-siderophore) komplekslerini dis zar alicilari
vasitastyla periplazmik bolge icine alirlar. Demiri alan periplazmik metal baglayan proteinler
dis zardan stoplazmik zara, buradan da ATP baglayan kaset proteinlerle stoplazmaya tasinimi

gerceklestirilir (Sekil 5.9).

Qr.’- Fe gelat spleroplnre verdlen Enllamn
D Zax Alwilar i Receptors) Dz Zax

Pexplaznnk

Iatal Baglayan

Protemler

in I| Stoplaznak
rimeasy prote
P Zar
ATP Baglayali— g

Eazet Proteinler |
ADP+Pi
j Parcalaamie

Sekil 5.9 Bakterilerde selat olusturma yoluyla demir alinimi (Andrews vd., 2003)

a FUR (Ferric uptake regulator)
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6. MATERYAL VE METOD

Bu calismada kullanilan siyanobakteriler, kirletici yiiklerini gole tasiyan Sazlidere’nin gole
etkisinin incelendigi D1 istasyonundan alinan su orneklerinden izole edilmistir (Sekil 6.1 ve

6.2).

Sekil 6.2 D1 noktasi (Taner, 2007)
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Arastirma kapsaminda kullanilan materyallerin elde edilisi ve deneysel ¢alisma metodlart su

asamalardan olugsmaktadir;

1.

Alinan su Orneklerinden siyanobakterilerin izolasyonu ve laboratuar kosullarinda

cogaltilmasi,

izole edilen siyanobakteri izolatlar1 arasindan Fe**, Zn** ve Cu** metallerine karsi en

direncli izolatin belirlenmesi,

Direncli izolatin, metalli ortamda 14 giinliik klorofil ol¢iimii yapilarak biiyiime

egrilerinin olusturulmasi,
Direngli izolatin en uygun iireme pH ve sicakliginin belirlenmesi,

Direncli izolatin, optimum pH ve sicakliktaki; tekli, ikili ve iiclii Fe*?, Zn** ve Cu**
metal kombinasyonlarinda ve dogal ortamdan alinmis su numunelerindeki

biyosorpsiyon/biyobirikim davranisinin belirlenmesi,
Biyosorpsiyon izotermlerinin ¢ikarilmast,

Biyosorpsiyon/biyobirikim kosullarinda kullanilan en direngli izolatin deneme siireci

sonundaki elektron mikroskobu goriintiilerinin ¢ekilmesidir.

6.1 Siyanobakterilerin izolasyonu ve Kiiltiir Sartlar

D1 noktasindan alinan su Ornekleri laboratuara getirilip, Gazi Universitesi’nde Biyoloji

Boliimii, biyoteknoloji laboratuarindaki uzmanlar® tarafindan sivi BGy; (EK 1) besiyerinde

(Rippka vd., 1979) 15-30 giin siiresince gelistirilmistir. Siyanobakteri izolatlarinin izolasyonu

iki sekilde yapilmistir. Genelde saflastirma yogun halde iireyen karisik kiiltiirden, ucu alevde

uzatilip inceltilmis cam pastor pipeti ile tek hiicre halinde alinip yeni bir besiyerine aktarilmak

suretiyle yapilirken; bazi izolatlar BG;; agar plaklarinda tek koloni yontemi ile izole

edilmislerdir.

Saf Kkiiltiirlerin teshisi, Gazi Universitesi Biyoteknoloji Laboratuarlarinda, morfolojik

ozelliklerine gore ve 16s rRNA’larindan elde edilen dizi analizlerinin Gen Bankasi (NCBI1)

verileri ile mukayese edilmesiyle gerceklestirilmistir.

® Prof.Dr. Belma ASLIM, Ars.Gor. Sahlan OZTURK ve Ars.Gor. Ebru Sebnem YILMAZ
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izole edilen siyanobakteri izolatlarinin kodlar1 ve cins adlar1 Cizelge 6.1°de verilmistir.

Cizelge 6.1 Calisilan izolatlarin cinsleri ve izole edildikleri ortam

Ornek kodu® Cins Orjini
E, Synechocystis sp. Kiiciikcekmece Golii, Istanbul
E, Synechocystis sp. Kiiciikcekmece Golii, Istanbul
Eg Microcystis sp. Kiiciikcekmece Golii, Istanbul
Ess Synechocystis sp. Kiiciikcekmece Golii, Istanbul
Es; Synechocystis sp. Kiiciikcekmece Golii, Istanbul

Siyanobakteriler i¢in bir¢ok besi ortami denenmis, ¢alismalar icin iremenin yogun ve kisa
siirede gozlendigi BG;; ortaminda karar kilinmistir. Teshisi yapilan saf kiiltiirler fotosentetik
bakterilere 6zel Minitron marka calkalamali etiivde, 100 rpm’de inkiibe edilmislerdir (Sekil
6.2). Kiiltiirler, 25 °C ve 3000 liiks 1s1k siddetinde, 12 saat giindiiz, 12 saat gece periyodunda

tiremeye birakilmustir.

Sekil 6.3 Siyanobakterilere 6zel calkalamali etiiv

* Ornek kodlar1 Gazi Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoteknoloji laboratuar: kiiltiir koleksiyonuna gore
verilmistir.
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6.2 Izole Edilen Siyanobakteri izolatlarinin Agir Metal Direncliliginin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda, izole edilen siyanobakteriler arasindan en direncgli izolati kisa
siirede tespit etmek amaciyla optik yogunluk ile toksisitenin iliskilendirildigi direnclilik

yontemi kullanilmistir.

Bakterilerin metale kars1 direnglilik seviyelerini belirlemek i¢in mikro kuyucuklu plakalar
kullanilmistir. Toplam 24 kuyucuklu (her kuyucuk 2 mL hacimli) mikro plakalar igerisine 1,
5, 10, 15 ve 20 ppm’lik agir metal c¢ozeltileri konulmustur (Sekil 6.2). Bu konsantrasyon
degerleri belirlenirken, Kiiciikcekmece Golii’ndeki metal konsantrasyonlar1 ve literatiir
calismalar1 goz oniinde bulundurulmustur. Her bir konsantrasyona, iiretilen kiiltiirlerden, optik
yogunluklar esit ayarlanan hiicre asilanmistir. Her deney icin karsilastirma amacli, icinde agir
metal olmayan sadece BG; ve kiiltiir bulunan kontrol gruplari kullanilmistir. Kiiltiirler bir
hafta boyunca 12 saat gece ve 12 saat giindiiz periyodunda, 25 °C’de 100 rpm’de ¢alkalanarak

inkiibasyona birakilmistir.

Kontrol 1 ppm Zn** 5 ppm Zn** 10 ppm Zn** 15 ppm Zn** 20 ppm Zn**

Sekil 6.4 Mikro kuyucuklu plaka ile direnglilik ¢alismasi

Bir haftalik inkiibasyon siiresi sonunda, kontrol kiiltiir ile agir metale maruz kalmis kiiltiiriin
optik yogunluk degeri (664 nm’de spektrofotometrik olarak Olciilen) arasindaki fark
kullanilarak siyanobakterilerin yiizde 6liim degerleri hesaplanmistir. Daha sonra, yilizde 6lim
degerleri kullanilarak probit analiz yontemi ile ECy ve ECsy degerleri hesaplanmistir (Finney,

1963).
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6.3 Klorofil-a Miktarlarina Gore Biiyiime Egrisi

Direnglilik ¢caligmast ile tespit edilen dayanikl: tiirlerin biiylime egrisini ¢ikarmak amaciyla 14
giinliik periyotta, metale maruz kalmis kiiltiirlerin klorofil-a 6l¢timii yapilmistir. Klorofil-a,
mikroalgler ve siyanobakteriler icin canliligin belirlenmesinde sik¢a kullanilan 6nemli
kriterlerden biridir. 1 mL kiiltiir % 80’lik aseton (Merck) ile muamele edilip bir gece +4 °C’de
bekletilmistir. 24 saatin sonunda 664 nm ve 750 nm dalga boylarinda okuma yapilarak

orneklerdeki klorofil-a miktarlar1 belirlenmistir (Myers vd.,1955) (Denklem 6.1).

Klorofil-a (mg/l) = 11,92x(A-B) 6.1)
Denklemde, A= 664 nm’deki absorbans degeri

B= 750 nm’deki absorbans degeri

6.4 pH ve Sicaklik Optimizasyonu

Izole edilen siyanobakteri 6rneklerinin en iyi iireme sicaklik ve pH’ 11 tespit etmek amaciyla
optimizasyon c¢alismasi yapilmistir. Optimum sicakligi belirlemek i¢in 24 kuyucuklu (her
kuyucuk 2 mL hacimli) mikro plakalar icerisine optik yogunluklari esit ayarlanan hiicre
konulmustur. Kiiltiirler birer hafta boyunca, direnglilik calismasindaki kosullarda (12 saat
gece ve 12 saat giindiiz periyodunda, 100 rpm’de) calkalanarak, 20, 23 ve 25 °C olmak iizere

tic farkli sicaklik derecesinde inkiibasyona birakilmistir.

pH optimizasyonu i¢in alti farkli pH degeri (5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0) sec¢ilmistir. HCI ve
NaOH kullanilarak pH ayarlamas1 yapilan Kkiiltiirler bir hafta boyunca ayni c¢alisma
kosullarinda c¢alkalanarak inkiibasyona birakilmistir. Bir haftalik inkiibasyon siiresi sonunda

664 ve 750 nm dalga boylarinda spektrofotometrik olarak optik yogunluk ol¢iimii yapilmistir.

6.5 Fe*?, Zn** ve Cu*® Metallerinin Biyosorpsiyonu ve Biyobirikimi

Kiiciikcekmece Golii'nden izole edilen 5 farkli siyanobakteri izolati ile biyosorpsiyon ve
biyobirikim ¢alismasin1 yapabilmek amaciyla, oncelikle bu izolatlarin metal iyonlarina karsi
direnclilikleri belirlenmistir. Secilen en direncli izolatin, uygun iireme periyodu goz oniinde
bulundurularak, 14 giinlikk zaman diliminde klorofil degerleri Olciilerek, metal iyonlarinin
bulundugu ortamdaki biiyiime egrisi c¢ikarilmistir. Daha sonra, direngli izolatin en uygun
tireme kosullart (pH=7 ve T=23°C) belirlenmistir. Belirlenen pH ve sicaklikta en direncli
izolat ile tekli, ikili, {icli metal birlesimlerinde ve Kiiciikcekmece Golii'nden alinmis su

numunesi ile biyosorpsiyon ve biyobirikim ¢alismalari yiiriitiilmiistiir.
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Sorpsiyon Calismalarumin On Hazirlklar

Deneyler sirasinda kullanilan tiim plastik ve cam gerecler standart metotlara gore 1 + 1’lik
HNOj; ¢ozeltisi ile yikandiktan sonra ultra saf su ile temizlenmistir (Standard Methods for The
Examination of Water and Wastewater, 2005).

Deneysel calisma sirasinda kullanilan cam malzemeler asit c¢ozeltisi ile yikanip
temizlendikten sonra Pasteur firininda 160°C’de 2.5 saat veya 180 °C’de 1 saat bekletilerek
steril edilmistir. Kullanilan malzemelerin temizlik ve sterilizasyon islemlerinden sonra, steril
kosullarda hiicre ekimleri yapilmistir.

Calismada kullanilan metal c¢ozeltileri FeSO4.7H,O, ZnS0O4.7H,O0 ve CuS04.5H,0
kimyasallar1 ile hazirlanan 1000 ppm’lik stok c¢ozeltiden seyreltme yapilarak hazirlanmistir.
Seyreltmeler i¢in eser miktarlarda dahi metal icermeyen ultra saf su kullanilmastir.
Cozeltilerin hazirlanmasinda, plastik ve cam malzemelerin yikanmasinda kullanilan ultra saf

su TKA marka Gen—Pure adli cihazdan saglanmistir.

6.5.1 Tekli Metal Sistemlerinde Biyosorpsiyon ve Biyobirikim

Fe*?, Zn™ ve Cu™ metallerinin sorpsiyonunu incelemek amaciyla en direncli Synechocystis
sp. (E35) izolat1 kullanilmistir. Optik yogunluklar1 esit ayarlanmis hiicre Kkiiltiirleri, farkl
konsantrasyonlarda Fe*?, Zn** ve Cu** metallerini iceren taze BGI11 besiyeri icerisine
astlanmuistir. Cizelge 6.2°de biyosorpsiyon/biyobirikim calismasinda kullanilan metal
konsantrasyonlar1 goriilmektedir. Bu konsantrasyon degerleri, EC;y ve ECsy degerleri ile
Kiiciikcekmece Golii'ndeki metal konsantrasyonlar1 goéz o©niinde bulundurularak tespit

edilmistir.

Cizelge 6.2 Tekli metal sistemlerinde kullanilan metal konsantrasyonlari

+2
Fe”’ (ppm) Zn* (ppm) U (PP

10 7 3
15 10 5

Kesikli reaktorlerde yiiriitiilen metal giderim calismalart pH = 7 ve T= 23 °C sicaklik
kosullarinda yapilmistir. Kiiltiirler 144 saat boyunca (12 saat gece ve 12 saat giindiiz
periyodunda, 100 rpm’de) siyanobakterilere 0©zel calkalamali etiivde inkiibasyona

birakilmustir.
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1nki'1basy0n devam ederken; cozeltiden 0, 5, 10, 20, 30, 60. ve 120. dakikada ve 24, 48, 72,
96, 120. ve 144. saatte 1’er ml 6rnekler alinmistir. Sorpsiyon denemeleri sirasinda “besiyeri

(BG11)”, “hiicre kiiltiirii+ besi yeri” ve “metal ¢cozeltileri” kontrol olarak kullanilmustir.

Alinan 6rneklerde duru fazda (suda kalan), hiicre yiizeyindeki, hiicre duvarindaki ve hiicre

icine alinan metal miktar1 olmak {izere 4 kisimda 6l¢iim yapilmistir.

e Ornekler 7000 g’de santrifiij edilip, duru faz ayr1 bir numune sisesine alinmistir.

Ayrilan duru faz, suda kalan metal miktarinin bulundugu kismi temsil etmektedir “.

e Daha sonra peletin iizerine 1 ml 10 mM EDTA c¢ozeltisi konularak vortekslenmis ve
santrifiij edilmistir (7000 g). Hiicre yiizeyine baglanan metal bu duru fazda

belirlenmistir.

e Hiicre i¢indeki metal birikimini tespit etmek icin 6nce, peletin lizerine 1 N HNOjs ilave
edilmistir. Santrifiij edilen 6rnek iizerindeki duru faz alinmistir (Matsunaga vd.,1999).
Daha sonra, peletin iizerine 1ml % 50’lik H,O, ¢ozeltisi konulmustur. Bu fraksiyonda

bulunan metal degerleri “hiicre i¢i” metal fraksiyonunu temsil etmektedir.

Birbirinden ayrilan 3 ayri kisimdaki metal konsantrasyonlar;, Marmara Universitesi
Miihendislik Fakiiltesi, Kimya ve Cevre Miihendisligi Boliimii laboratuvarlarindaki

Agilent 7500 marka ICP-MS cihazi ile okunmustur.

6.5.2 ikili Metal Sistemlerinde Biyosorpsiyon ve Biyobirikim

Ikili metal iceren cozeltilerle yapilan sorpsiyon denemeleri, Fe-Zn, Fe-Cu ve Zn-Cu
kombinasyonlarini iceren kesikli reaktorlerde yiiriitiilmiistiir (Cizelge 6.3). Bu asamada da
tekli metal sistemlerinde belirtilen yontemler kullanilarak, ayni zaman araliklarinda 1’er
ml’lik numuneler alinmistir. Alinan numunelerdeki metal konsantrasyonlar1 3 fraksiyonda

Olctim yapilarak belirlenmistir.

* RCF: Rolatif santrifiij giicii (g)
rpm: 1000 (RCF/1.12r)"

r: Santrifiij cihazinin rotor ¢ap1
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Cizelge 6.3 ikili metal sistemlerinde kullanilan metal konsantrasyonlari

Fe'? + Zn*? (ppm) Fe'?+ Cu*? (ppm) Zn**+ Cu*? (ppm)

5+5 2+2 1+1

75+7.5 5+5 4+4

6.5.3 Uclii Metal Sistemlerinde Biyosorpsiyon ve Biyobirikim

*2 metallerinin bir arada bulunmasi durumunda sorpsiyonun

Bu asamada Fe*’, Zn** ve Cu
mekanizmasi incelenmistir. Bu amacla her bir metalden 4 ppm kullanilarak hazirlanan karisik
cozeltiye asilanan siyanobakteri hiicreleri ile sorpsiyon denemeleri yapilmistir (Cizelge 6.4).

Bu asamada da tekli metal sistemlerinde ifade edilen deneysel yontem izlenmistir.

Cizelge 6.4 Uclii metal sistemlerinde kullanilan metal konsantrasyonlari

Fe*? + Zn** + Cu** (ppm)

4 +4 + 4

6.5.4 Dogal Ortamdan Alinmis Numunelerde Biyosorpsiyon ve Biyobirikim

En direncgli Synechocystis sp. (E35) izolatinin dogal ortamdaki davranisini, laboratuar
kosullarinda incelemek amaciyla Kiigiikcekmece Golii’'nden alinmis su ornekleri ile sorpsiyon

denemeleri gergeklestirilmistir.

Biyosorpsiyon/biyobirikim deneyleri sirasinda kullanilan siyanobakteri tiiriiniin ortamdaki
davranisini belirleyebilmek icin ortamda diger tiirlerin bulunmamas: gerekmektedir. Oysa
dogal ortamdan alinan su 6rnegi igerisinde bircok gozle goriinmeyen organizma mevcuttur.
Bu amacla Kiiciikcekmece Golii’nden alinan su ornekleri otoklavda steril edildikten sonra
denemelere baslanmistir. Steril edilen su numunesi icerisine asilanan siyanobakteri hiicreleri
inkiibasyona birakilmistir. Daha ©nce belirtilen zaman araliklarinda 1’er ml’lik Ornekler
almarak 3 fraksiyona ayrilmistir. Her bir fraksiyondaki metal konsantrasyonlart ICP-MS

cihazi ile belirlenmistir.

43



6.6 Cahsmanin Istatistiksel Degerlendirmesi

Biyosorpsiyon/biyobirikim ¢alismas1 Oncesinde ve sonrasinda, kiitle denkligi kiyaslamasinin
sonuglart istatistiksel olarak yorumlanmigstir. Deneysel verilerin, anlamli olup olmadig Ki-

kare (Chi-Square) test yontemi ile belirlenmistir.

6.7 Biyosorpsiyon izotermleri

Biyosorpsiyon denemeleri sirasinda kullanilan Synechocystis sp. (E35) izolatinin, calismada
kullanilan metallerle iliskisini matematiksel olarak ifade edebilmek amaciyla Freundlich ve

Langmuir izotermleri kullanilmastir.

Biyosorpsiyon izotermlerini belirleyebilmek icin; esit optik yogunlukta hazirlanan kiiltiirlere,
Cizelge 6.5°’de belirtilen konsantrasyonlarda metal eklenerek biyosorpsiyon/biyobirikim
kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Kullanilan konsantrasyonlar, Synechocystis sp. (E35)
izolatinin ¢inko, demir ve bakir metallerine kars1 direncliligini belirleyen ECsy degerleri ve
Kiiciikcekmece Golii'nde izlenen metal konsantrasyonlart goz Oniinde bulundurularak

belirlenmistir.

Cizelge 6.5 Izoterm denemelerinde kullanilan metal konsantrasyonlari

Fe? (ppm) Zn** (ppm) Cu*? (ppm)

5 3 1
8 5 2
10 7 3
12 10 4
15 12 5

Biyosorpsiyon izotermlerinin ¢ikarilmasi i¢in; sistemin dengeye vardigi andaki metal

konsantrasyonu (C,) ve calismada kullanilan kiiltiiriin “kuru hiicre agirligr” tespit edilmistir.

Kuru Hiicre Agirhgi

Her bir reaktorde kullanilan “kuru hiicre agirligi”n1 belirleyebilmek icin 50 ml Synechocystis
sp. (E35) kiiltiir alinmistir. Alinan kiiltiir, darast alinmus filtre kagidindan siiziilerek, 70°C’de

etiivde gece boyunca kurutulmustur. Daha sonra desikatdrde sogutulduktan sonra ilk ve son
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tartim arasindaki fark alinmistir. Kuru hiicre agirligini belirlemek icin yapilan bu calisma 3

tekrarli yapilmistir.

Denge Konsantrasyonu

Biyosorpsiyon denemelerinde yaklasik 24 saat sonra metal konsantrasyonunun dengeye
vardig goriilmiistiir. Bu nedenle izoterm hesaplamalarinda 24. saatteki metal konsantrasyonu

kullanilmistir.

6.8 Elektron Mikroskobu icin Hiicrelerin Hazirlanmasi

Fe*?, Zn™ ve Cu™ metallerinin hiicrede meydana getirdigi degisiklikleri goriintiileyebilmek

amaciyla elektron mikroskobu ¢alismasi yapilmistir. Mikroskop ¢ekimlerinden 6nce,
e Kontrol hiicreleri ( Siyanobakteri hiicre kiiltiirii+BG11 besiyeri)
e 5ppm Cu®
e 10 ppm Fe*

e 10 ppm Zn** metali uygulanan siyanobakteri Kkiiltiirleri biyosorpsiyon/biyobirikim
calismasi ile ayni kosullarda (pH=7, T= 23 °C, 100 rpm, t=144 sa ve 12 saat gece/12

saat giindiiz periyodunda) inkiibasyona birakilmistir.

144 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda, siyanobakteriler 50 ml’lik tiiplere alinarak 3000
rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Duru faz atildiktan sonra pelletin {izerine 1 ml PBS
(Phosphate-Buffered Saline) tamponu konulmus ve hafif vorteks yapilmistir (EK 3). Daha
sonra 3000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilmistir. Duru faz atildiktan sonra iizerine 1 ml %

2.5-3’liik glutaraldehit eklenmistir.

Yapilan ©On islemlerden sonra, siyanobakteriler Polaron SC 502 Sputter Coater marka
kaplayici kullanilarak altinla kaplanmistir. Kaplama isleminden sonra, Jeol JSM 6060 marka
taramal1 elektron mikroskobu (SEM) ile incelenmistir. Bu islemler, Prof.Dr. Zekiye Suludere
tarafindan Gazi Universitesi, Fen-Edebiyat Fakiiltesi Elektron Mikroskobu laboratuarlarinda

yapilmustir.

Daha sonra, Marmara Universitesi’nden yiiksek miihendis Mustafa Ilhan tarafindan, Jeol
JSM-5910 marka taramal1 elektron mikroskobuna (SEM) bagli, Oxford marka enerji dagitimli
X-ray analizorii (Energy dispersive X-ray spectroscopy, EDS) ile goriintiisii c¢ekilen

alanlardaki element dagilimlari belirlenmistir.
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7. SONUCLAR VE TARTISMA

Kiiciikgekmece Golii ve Havzasi ile ilgili yapilan calisma sonucunda, Fe **, Cu**, Zn*
metallerinin su, sediment ve sediment arast bosluk suyunda en fazla konsantrasyona sahip
metaller oldugu goriilmiistiir (Ustiin vd., 2005). Bu nedenle, bu calismada, Kiiciikk¢ekmece
Goli'nden izole edilmis ve laboratuar ortaminda c¢ogaltilmis Synechocystis sp. (E35)
izolatinin; tekli, ikili, idicli metal karisimlarindan ve dogal ortamlardan alinmis su
numunelerinden Fe*?, Zn** ve Cu™ metallerini biyosorpsiyon/biyobirikim &zelligi

incelenmistir.
Bu amacla, once:
e Dogal ortamdan izole edilmis 5 farkli tiiriin metallere kars1 direngliligi belirlenmistir.

e Secilen en direngli izolatin, metalli ortamdaki biiyiime egilimi, 14 giinliik periyotta

klorofil dl¢iimii yapilarak ortaya konulmustur.

En direncli izolatin canliliginin devamimi saglamak ve ortamdaki metalin aliniminda rol
alabilmesi i¢in oncelikle uygun cevresel yasam kosullarinin olusturulmasi gerekmektedir. Bu
calismada, canlinin hayatin1 devam ettirebilmesi i¢in gerekli besin elementleri BG11 (EK 1)
besi yeri kullanilarak saglamistir. Direngli izolatin yasamu igin gerekli olan cevresel
kosullardan, uygun sicaklik ve pH degerleri ise, optimizasyon c¢alismasi yapilarak

belirlenmistir.

Genellikle alic1 ortamlarda birden fazla metal bir arada bulunmaktadir. Bu amacla ¢alismada
siyanobakteri izolatinin, Fe**, Zn™ ve Cu** metallerinin tekli, ikili ve iiclii karisimlarinda
biyosorpsiyon/biyobirikim kinetigi irdelenmistir. BOylece metaller arasindaki sinerjistik-
antogonostik etki ve bakterinin alim mekanizmalarinda meydana gelen degisiklikler
iliskilendirilmistir. Bu iligkilendirme i¢in, deneme siiresince alinan su numunelerinde, suyun
icinde kalan metal miktar1 Olciilerek biyosorpsiyon/biyobirikim mekanizmasi incelenmistir.
Biyosorpsiyon izotermleri ¢ikarilarak, siyanobakteri izolatinin biyosorpsiyondaki davranisi
matematiksel olarak ifade edilmistir. Elektron mikroskobu teknolojisi kullanilarak, Fe**, Zn**

ve Cu*? metallerinin bakteri hiicresinde meydana getirdigi degisiklikler gorsellestirilmistir.
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7.1 Canhhk Uzerine Agir Metallerin Toksik Etkisi

1, 5, 10, 15, 20 ppm’lik agir metal dozlarinin canlilik iizerine etkisi: toksisite degerleri, EC;g
ve ECs ile belirlenmistir. Probit analiz yontemine gore hesaplanan EC,y ve ECsy degerleri; 6.
giiniin sonunda direnglilikte kullanilan siyanobakteri izolatlarinin % 10’unun ve % 50’sinin
Oliimiine neden olan konsantrasyondur (Finney, 1963). Direnclilik calismasi sonucunda, ECyg
ve ECsp degerlerine bakildiginda, her ii¢ metal i¢in de en direngli izolatin E35 kodlu
Synechocystis sp. oldugu goriilmektedir (Cizelge 7.1).

Cizelge 7.1 6 giinliik denemede siyanobakteri izolatlarinin EC; ve ECsy degerleri

Siyanobakteri izolat EC, degerleri (mg/1) ECsy degerleri (mg/1)
F e+2 Zn+2 Cu+2 F e+2 Zn+2 Cu+2
Synechocystis sp.(E;) 3,01 1,46 0,08 5,41 6,38 2,69

Synechocystis sp. (Es) 3,61 0,26 0,08 6,01 1,86 2,04

Microcystis sp.(Eg) 4,82 0,02 0,20 8,93 0,48 2,00

Synechocystis sp.(E3s) 11,52 1,84 0,25 13,92 6,94 3,42

Synechocystis sp. (Es7) 6,59 0,13 0,05 10,40 2,31 1,32

7.2 Klorofil-a Miktarlarina Gore Biiyiime Egrisi
Direncli izolatin, metalli ortamdaki biiylime egilimi 14 giinliik periyotta klorofil a 6l¢timii
yapilarak belirlenmistir. Bu ¢alismada, sadece besiyeri ve kiiltiir iceren kontrol ¢ozeltisi ile

metale maruz birakilmus kiiltiirler kiyaslanmistir.

Farkli konsantrasyonlarda, ayri ayrn Fe*’, Zn** ve Cu* denemelerinin sonuglari
incelendiginde, 10, 15 ve 20 ppm Fe** konsantrasyonunda Synechocystis sp. (E35) izolati 6.
giine kadar diren¢ gostermistir. Ancak; Synechocystis sp. (E35) izolati, 1 ve 5 ppm Fe*

konsantrasyonunda kontrolden daha yiiksek klorofil-a degerlerine ulasmistir (Sekil 7.1).
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Sekil 7.1 Synechocystis sp. (E35)nin Fe**’ye direncliligi

Synechocystis sp. (E35) izolati, 15 ve 20 ppm’lik Zn* konsantrasyonunda, 8. giine kadar
diren¢ gosterirken; aym izolatin Cu**ye direncliligi 1, 5, 10 ppm icin 10.giine, 15 ve 20 ppm

icin ise 8. giine kadar siirmiistiir (Sekil 7.2-7.3).

2,5 4
- —e— Kontrol
E 2] —=— 1 ppm
‘; 1,5 - —— 5 ppm
g 1 —=— 10 ppm
g —*—15
= 0,5 - ppm
—e— 20 ppm
0
0 2 4 6 8 10 12 14
Zaman (giin)

Sekil 7.2 Synechocystis sp. (E35) nin Zn+2’ye direncliligi
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Sekil 7.3 Synechocystis sp. (E35) nin Cu**'ye direncliligi

Elde edilen sonuglarin 1s18inda biyosorpsiyon/biyobirikim c¢alismasinin Synechocystis sp.

izolat1 (E35) ile yapilmasina karar verilmistir.

7.3 pH ve Sicaklik EtkKisi

Secilen direncli izolatin, uygun c¢evresel yasam kosullarin1 olusturmak icin optimizasyon
caligmasi yapilmistir. Optimizasyon c¢alismasi ile Synechocystis sp. (E35) izolatinin, en iyi
tiredigi pH ve sicaklik degerleri belirlenmistir. Bu degerler belirlenirken, Kiiciikcekmece

Goli’'niin pH ve sicaklik degerleri ile siyanobakterilerin genel yasam kosullari esas alinmistir.

Biyosorpsiyon prosesine sicaklik parametresinin etkisini incelemek iizere yapilan
calismalarda farkli goriislere rastlanmaktadir. Martins vd. (2004) tarafindan Fontunalis
antipyretica ile yapilan calismada, sicaklik arttikga biyosorpsiyon kapasitesinin arttigini rapor
etmiglerdir. Aksu (2001)’un C.vulgaris ile Cruz ve arkadaglar1 (2004)’nin Sargassum sp. ile

yaptig1 ¢alismada sicaklik artisiyla biyosorpsiyonda azalma gozlemlemislerdir.

Bu calismada, siyanobakterilerin en uygun iireme sicakligini tespit etmek amaciyla yapilan
incelemede Synechocystis sp. (E35)’in 23 °C’de en yiiksek optik yogunluga sahip oldugu
goriilmiistir (Cizelge 7.2). Biyosorpsiyon/biyobirikim ¢alismalari, en yogun {iremenin

goriildiigi 23 °C sicaklikta yapilmistir.
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Cizelge 7.2 Optimizasyon c¢alismasinda elde edilen optik yogunluk degerleri (pH=7)

Sicaklik 20 °C 23°C 25°C
(E1) 0,67+0,02 1,91+0,04 0,94+0,02
(E4) 0,65+0,01 2,11+0,03 0,95+0,04
(E8) 0,70+0,04 2,39+0,02 1,09+0,03

(E35) 0,80+0,03 2,46x+0,03 1,17+£0,05
(E37) 0,70+0,02 2,23+0,03 1,13+£0,07

Bu calismada, Synechocystis sp. (E35) izolatinin en iyi pH 7’de iiredigi bulunmustur (Cizelge
7.3). Bilinmektedir ki; pH, biyosorpsiyonu etkileyen 6nemli parametrelerden birisidir (Vilar
vd., 2005; Lodeiro vd. 2005). Ciinkii serbest hidrojen iyonu konsantrasyonu, c¢ozeltideki
fiziko-kimyasal reaksiyonlari, biyokiitledeki fonksiyonel gruplarin aktivitesini ve metal
iyonlart arasindaki yaris1t etkilemektedir (Veglio ve Beolchini, 1997). Ayrica,
siyanobakterilerle ilgili yapilan baska bir calismada ise, 4-8 araliginda pH arttikca metal

aliminin da arttig1 gozlemlenmistir (Rangsayatorn, 2002).

Biyosorpsiyon/biyobirikim calismasi, Synechocystis sp. (E35) izolatinin en iyi liredigi pH 7

kosullarinda yiirtitiilmiistiir.

Cizelge 7.3 Optimizasyon ¢alismasinda elde edilen optik yogunluk degerleri ( T=23°C)

pH 55 6 6,5 7 7,5 8

(E1) 0,71+0,03 | 0,76+0,05 | 0,93+0,04 | 1,13+0,03 | 1,07+0,01 | 0,86+0,05
(E4) 0,54+0,02 | 0,63+0,03 | 0,77+0,02 | 0,89+0,01 | 0,710,03 | 0,800,02
(E8) 1,35+0,03 | 1,41£0,04 | 1,380,04 | 1,42+0,03 | 1,24+0,04 | 1,10£0,30
(E35) 0,9620,04 | 1,20+0,20 | 1,3320,06 | 1,55+0,04 | 1,3820,05 | 1,21:0,02
(E37) 1,07+0,01 | 1,13+0,05 | 0,89+0,04 | 0,97+0,02 | 0,74+0,06 | 0,79+0,05
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7.4 Fe*?, Zn** ve Cu** Metallerinin Biyosorpsiyonu ve Biyobirikimi

Bu calismada; Synechocystis sp. (E35) izolatinin; tekli, ikili ve ti¢lii metal birlesimlerinden

olusan sentetik ¢ozeltilerden metal biyosorpsiyonu/biyobirikimi incelenmistir.

7.4.1 Tekli Metal Ortaminda Biyosorpsiyon ve Biyobirikim

Demir

Synechocystis sp. (E35) izolat1 ile gerceklestirilen sorpsiyon denemelerinde, 10 ppm (0.179
mmol/L) Fe* konsantrasyonu i¢in yaklasik olarak 1. giinden sonra suda (duru fazda) demir
kalmadig1, 15 ppm’de ise yaklasik 4. giinden sonra sudaki demir konsantrasyonunun 0.004
mmol/L’nin altina diistiigi goriilmektedir. Bu sonuglar, demir aliniminin baslangi¢
konsantrasyonuna bagli olarak degistigini gostermektedir. Konsantrasyon artisinin, hiicre

yiizeyinde tutunma siiresini degistirmedigi gézlemlenmektedir (Sekil 7.4).

Fe konsantrasyonun; 10 ppm’den (0.179 mmol/L), 15 ppm’e (0.269 mmol/L) cikarilmasi ile
sudan, hiicre yiizeyine gecis hizin1 arttirmaktadir. Buna karsilik, konsantrasyon artis1 hiicre

yiizeyinden, hiicre i¢ine gecis hizim1 azaltmaktadir (Cizelge 7.4).

Cizelge 7.4 Fraksiyonlar aras1 gecis hizlar

dC/dt (6=5 dk)
Co (mmol/L) Duru Fazdan Hiicre Hiicre Yiizeyinden Hiicre
Fet? Yiizeyine Gegis Igine Gegis
0,179 0,85 0,17
0,269 0,89 0,15
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Sekil 7.4 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama Hiz1=100 rpm)

Cozeltideki baslangic Fe* konsantrasyonu 10 ppm (0.179 mmol/L) oldugunda; birim
biyokiitle basina biyosorplanan metal miktari (q) 0.071 mmol Fe**/g biyokiitle iken, baslangic
konsantrasyonu 15 ppm (0.269 mmol/L) oldugunda q, 0.101 mmol Fe**/g biyokiitle degerine
ulagmustir (Sekil 7.5 ve Sekil 7.5).
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Sekil 7.5 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)
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0,02 -

0,00 \ \ ‘ ‘
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Co (mmol/L)

qe

(mmol Fé’/g biyokiitle)

Sekil 7.6 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)
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Reaksiyonun baslangicinda hiicre yiizeyine toplanan demir metalinin, yaklasik 120. dakikadan
itibaren hiicre yiizeyinden, hiicre i¢ine dogru gecisi artmistir (Sekil 7.4). Gram negatif
bakterilerde hiicre duvar1 polisakkarite bagli biiylikk molekiillerden olusmaktadir. Bu
molekiiller agir metal biyosorpsiyonunda gorev alan bazi fonksiyonel gruplar icermektedir.
Bu gruplar, amin (NH"), hidroksil (OH"), karboksil (COO) ve diger (-C-N), (-C-O), (-C-H), (-
C=0), metal iyonlarma farkli ilgiler (affinities) gostermektedirler (Selatnia vd., 2004).
Biyosorpsiyon/biyobirikim c¢alismasi sonuglarina gore, demirin hiicre yiizeyinde toplanmasi
ve burada tutunma siiresini degistirmemesi, Synechocystis sp. (E35)’in hiicre yiizeyinde aktif
bolgeler bulunduguna kanit olarak gosterilebilir.

Panoff ve Joset (1989) tarafindan yapilan bir calismada, Synechocystis PCC 6803 izolatinin
hiicre dis1 polisakkarit (HDP) iirettigi gozlemlenmistir. Cogu bakteride oldugu gibi, hiicre dis1
polisakkaritler, hiicrenin etrafin1 sarmakta ve hiicrenin negatif yiiklii bir 6zellik kazanmasina
sebep olmaktadir. Bolim 7.7.2°de anlatildig1 lizere Synechocystis sp. (E35) izolati, Fe*
metaline maruz birakildigi zaman hiicre disi1 polisakkarit iiretiminin arttigr elektron
mikrokobu goriintiilerinde goriilmektedir (Sekil 7.32). HDP {iretimiyle hiicre, negatif yiiklii
bir 6zellik kazanmaktadir ve pozitif yiikli olan Fe** metaline karsi ilgisinin de arttigi
diisiiniilmektedir. Fe** konsantrasyonun 10 ppm’den 15 ppm’e cikarilmasi, hiicre yiizeyinde

toplanan demirin hiicre i¢cine alinimini arttirdigr goriilmektedir (Sekil 7.4).
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Cinko

Suda kalan Zn** konsantrasyonuna bakildiginda biyosorpsiyonun iki asamada gerceklestigi
goriilmektedir. 7 ppm (0.107 mmol/L) ¢inko iceren ¢ozeltide, ilk 5-10 dakika i¢inde, sudaki
Zn*? konsantrasyonunun hizla azaldigi, daha sonra 120. dakikaya kadar duru faza metal
gecislerinin oldugu ve 1. giinden itibaren de tekrar azalmaya basladig1 ve 6. giinde 0.005
mmol/L’ye kadar diistiigii gozlemlenmektedir (Sekil 7.7.a). Baslangi¢ konsantrasyonu 10 ppm
(0.153 mmol/L) ¢inko igeren ¢ozeltide de iki agsamal1 bir biyosorpsiyon gézlemlenmektedir ve

6. giinde suda kalan Zn*? konsantrasyonu 0.009 mmol/L’ye kadar diismiistiir (Sekil 7.7.b).
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Sekil 7.7 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama Hiz1=100 rpm)
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Biyosorpsiyon/biyobirikim denemelerinde, 7 ppm (0.107 mmol/L) ve 10 ppm (0.153
mmol/L)’lik Zn** uygulamalarinda, konsantrasyon arttik¢a, ¢inkonun sudan hiicre ylizeyine
gecis hiz1 azalmaktadir (Cizelge 7.5). Hiicre yiizeyindeki konsantrasyon artisina bagli olarak,

hiicre yiizeyinde olusan baskidan dolay1 metalin hiicre icine ge¢is hiz1 artmaktadir.

Cizelge 7.5 Fraksiyonlar arasi gecis hizlar

dC/dt (6:=5 dk)
Co (mmol/L) Duru Fazdan Hiicre Hiicre Yiizeyinden Hiicre
72 Yiizeyine Gegis Igine Gegis
0,107 0,96 0,00
0,153 0,93 0,01

Baz1 arastirma sonuglarina gore, birim biyokiitle basina biyosorplanan metal miktarinin,
cozeltideki metal konsantrasyonu ile orantili oldugu ortaya konulmustur (Omar, 2002). Bu
calismada da benzer sekilde, cozeltideki baslangic Zn™ konsantrasyonu 7 ppm
(0.107mmol/L) oldugunda; birim biyokiitle basina biyosorplanan metal miktar1 (q) 0.039
mmol Zn+2/g biyokiitle iken, baslangi¢ konsantrasyonu 10 ppm (0.153 mmol/L) oldugunda q,
0.053 mmol Zn+2/g biyokiitle degerine ulasmistir (Sekil 7.8 ve Sekil 7.9).
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Sekil 7.8 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)
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Sekil 7.9 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)
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Cinko ve demir gibi elementler diisiik konsantrasyonlarda, hiicrenin metabolik faaliyetleri i¢cin
gereklidir. Bununla birlikte yiiksek konsantrasyonlarda, hiicrenin homeostatik dengesini
bozarak hiicreye zarar vermektedirler. Bazi organizmalar, bu metallerin hiicredeki
konsantrasyonlarin1 dengede tutmak amaciyla, homeostatik sistemler gelistirmislerdir.
Siyanobakterilerin de dahil oldugu bazi organizmalar, “disariya salgilama mekanizmalari
(efflux  pumps)” gelistirerek, hiicrenin ihtiyacindan fazlasim1 stoplazmanin digina
pompalamaktadirlar. Bunun sonucunda, hiicre icindeki metal konsantrasyonlarini toksik
seviyelerin altinda tutmaktadirlar (Chodhury ve Srivastava, 2001). Bu c¢alismada hiicre
icindeki ¢inkonun, 7 ppm (0.107 mmol/L) ve 10 ppm (0.153 mmol/L) baslangic
konsantrasyonlar1 i¢in 6. giinde sirasiyla 0.0093 mmol/L. ve 0.0060 mmol/L. degerlerinde
biriktigi gozlemlenmistir. Buna karsilik, hiicre yiizeyinde ise yine sirasiyla 0.0887 mmol/L ve
0.1274 mmol/L ¢inko tutulmustur (Sekil 7.7). Synechocystis sp. (E35) izolatinin ¢inkoya karsi
refleks sistemleri gelistirerek, potansiyel toksik 6zelligi bulunabilecek konsantrasyonlardaki
cinkoyu hiicre yiizeyinde tuttugu diistiniilmektedir. Cinkonun, elektron mikroskobu
goriintiilerinde net bir sekilde goriilen hiicre dis1 yapilarla (hiicre dis1 polisakkaritler gibi) ya
da hiicre duvarindaki fonksiyonel gruplara tutunarak hiicre yiizeyinde tutuldugu
distiniilmektedir. Synechocystis sp. (E35) izolati ¢inko metaline karst gelistirdigi bu
mekanizma ile ¢inko iyonlarinin hiicre yiizeyinde kalmasini ve tekrar stoplazmaya girisini
engellemektedir. Ancak bazi arastirmacilar, hiicrenin ihtiyaci oldugu takdirde, bu bagh
cinkoyu hiicre i¢ine alarak metabolik faaliyetlerinde kullanabilecegini rapor etmislerdir

(Chodhury ve Srivastava, 2001).
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Bakir

Yapilan direnglilik ¢alismas1 sonucunda, bakir metalinin Synechocystis sp. (E35) izolat1 igin,
cinko ve demire nazaran daha toksik bir element oldugu goriilmiistiir. Probit analizi
sonucunda ECsy degeri de diger iki metale gore daha diisiik ¢cikmistir. Bu nedenle Cu** i¢in;
cinko ve demire gore daha diisiik konsantrasyonlarda (3 ve 5 ppm) biyosorpsiyon/biyobirikim
calismas1 yapilmstir.

3 ppm (0.047 mmol/L) ve 5 ppm (0.079 mmol/L) baslangic Cu** konsantrasyonunda, suda
kalan metal konsantrasyonu sirasiyla 0.013 ve 0.015 mmol/L degerlerinde bulunmustur.
Dolayisiyla, ¢cozeltideki baglangic Cu*” konsantrasyonunun artmasi, Synechocystis sp. (E35)

izolatinin metal biyosorpsiyonunu arttirmis oldugu goriilmektedir (Sekil 7.10.a ve b).
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Sekil 7.10 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Cu biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)
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Elde edilen sonuclar, ¢cozeltideki bakir konsantrasyonu arttirildiginda, Synechocystis sp. (E35)
izolat1 tarafindan hiicre icine alinan bakir miktarinin da arttigin1 gostermektedir. Oyle ki, 3
ppm (0.047 mmol/L) bakira maruz birakilan Synechocystis sp. (E35) izolatinda, hiicre i¢ine
alinan Cu** metali 0.017 mmol/L iken 5 ppm’lik (0.079 mmol/L) bakir uygulandiginda bu
deger 0.033 mmol/L’ye ¢ikmistir (Sekil 7.10). Benzer sekilde Donmez ve Aksu (2001)
tarafindan, Candida sp. kullanilarak yapilan calismada da yiiksek bakir konsantrasyonlarinda
organizmanin bakira karsi direncinin arttigi goézlemlenmistir. Organizmalarin artan metal
konsantrasyonlarina direncliligini, metallotiyonin gibi bakir baglayan proteinler sentezleyerek

gelistirdigi diistiniilmektedir.

Biyosorpsiyon siirecinin baslangicinda, bakir iyonlarinin negatif yiiklii hiicre duvarina hizla
toplandig1 goriilmektedir. Buna karsilik 3 ppm Cu*” iceren ¢ozeltide 120. dakikadan itibaren,
5 ppm’de ise yaklasik 1. giinden sonra daha yavas bir sekilde hiicre i¢ine alinim
gozlemlenmistir (Sekil 7.10). Malik (2004) tarafindan yapilan caligmada, hiicre i¢ine alinan
bakirin polifosfat graniillere veya diisiik molekiiler agirlikli proteinlere (metallotiyoninler)

baglandig tizerinde durulmustur.

Cu*? konsantrasyonun, 0.047 mmol/L’den 0.079 mmol/L’ye c¢ikarilmasi; Synechocystis sp.
(E35) izolatinin, sudan hiicre yiizeyine alim hizimi arttirirken, hiicre icine metal giris hizi

azalmaktadir (Cizelge 7.6).

Cizelge 7.6 Fraksiyonlar aras1 gecis hizlari

dC/dt (6:=5 dk)
Co (mmol/L) Duru Fazdan Hiicre Hiicre Yiizeyinden Hiicre
Cu®? Yiizeyine Gegis I¢ine Gegis
0,047 0,85 0,05
0,079 0,98 0,03

Demir ve cinko biyosorpsiyonunda elde edilen sonuclara paralel olarak, bakir ile yapilan
biyosorpsiyon/biyobirikim calismasinda da cozeltideki baslangic Cu** konsantrasyonu
arttikca birim biyokiitle bagina biyosorplanan metal miktari artmistir. Cu** konsantrasyonu 3
ve 5 ppm ( 0.047 ve 0.079 mmol/L) i¢in birim biyokiitle basina biyosorplanan metal miktari
(q) sirastyla; 0.014 ve 0.025 mmol Cu**/g biyokiitle’dir (Sekil 7.11 ve Sekil 7.12).
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Sekil 7.11 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Cu biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)
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Sekil 7.12 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Cu biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7,
V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)
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Tekli metallerle yiiriitiilen, biyosorpsiyon/biyobirikim denemeleri sonuglar1 incelendiginde,
sudan (duru fazdan) hiicre yiizeyine metallerin gecis hiz1 sirasiyla; Cu™ > Zn** > Fe*?; hiicre

yiizeyinden hiicre icine metal gecis hizi ise, Fe*>>Cu*” > Zn** seklinde siralanmaktadur.

7.4.2 ikili Metal Ortaminda Biyosorpsiyon ve Biyobirikim

Mikroorganizmalarin, belirli bir ortamdaki bir metal iyonunu biyosorplama kapasitesi,
ortamda bagka metallerin var oldugu durumlarda, tek metalin varligi ile kiyaslandiginda;
artabilir (sinerjistik etki), azalabilir (antagonistik etki) veya hicbir degisim gostermez
(noninteraction) (Sag vd., 1998). Synechocystis sp. (E35) izolatinin dogal ortamdaki
davranisina yaklasimlar yapabilmek amaciyla ikili ve iiclii metal birlesimlerinden olusan

sentetik cozeltiler kullanilarak sorpsiyon denemeleri siirdiiriilmiistiir.

7.4.2.1 Demir-Cinko Metal Ortaminda Synechocystis sp. (E35) Izolatinin Davramsi
Synechocystis sp. (E35) izolatinin, demir ve cinko metallerinin bir arada bulundugu

kosullardaki davranis farkliliklarin1 incelemek amaciyla;
e Co: 5 ppm Fe** (0.090 mmol Fe**/L) ve 5 ppm Zn** (0.076 mmol Zn**/L)

e Co: 7.5 ppm Fe™ (0.134 mmol Fe™*/L) ve 7.5 ppm Zn™ (0.115 mmol Zn™*/L) iceren
pp pp ¢

iki deneme seti kurulmustur.

Cozelti icinde Fe™ ve Zn*™ metalinin bir arada bulunmasi, demirin kararliigini olumsuz
olarak etkilemektedir. Zn** metalinin varligi Fe*? biyosorpsiyonunu inhibe etmis olmasina
ragmen, Synechocystis sp. (E35) izolat1 Fe*?e karst daha cok ilgi (affinity) duymaktadir.
Cinkonun, demir biyosorpsiyonunu antagonistik olarak etkilemesi, hiicre yiizeyindeki aktif
biyosorpsiyon bolgeleri icin iki metalin yarisindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir

(Singh, 1998).

Fe*? ve Zn*? iyonlarinin bir arada bulundugu kosullarda, Synechocystis sp. (E35) izolatinin, 5
ppm’lik Fe*2-Zn** setinde, baslangicta Fe*”i hiicre yiizeyine topladig, 10. dakikadan sonra
cozeltiye geri verdigi goriilmektedir. 1. giinden itibaren ise tekrar c¢ozeltide kalan Fe*?
konsantrasyonunun azaldigi gozlemlenmistir. Baslangic konsantrasyonu 7.5 ppm’e (0.134
mmol Fe*”/L ve 0.115 mmol Zn**/L) cikarildigi zaman, Synechocystis sp. (E35) izolati,
biyosorpsiyonun 2. giiniine kadar Fe* iyonlarim hiicre yiizeyinde tutmustur.
Biyosorpsiyon/biyobirikim ¢aligmasinin 2. giiniinden sonra ise hiicre yiizeyinden hiicre i¢ine

dogru bir gecis gozlemlenmistir (Sekil 7.13).
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Sekil 7.13 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe-Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)

Cinkonun demir iizerindeki antogonistik etkisine karsilik, ortamda demirin bulunmasi
Synechocystis sp. (E35) izolatinin, Zn* biyosorpsiyonunda énemli bir degisiklik meydana
getirmedigi ve c¢inkonun  hiicre ylizeyinde tutuldugu goriilmektedir. Baslangic
konsantrasyonunun 7.5 ppm’e (0.134 mmol Fe*?/L ve 0.115 mmol Zn**/L) cikarilmas: da,

cinkonun biyosorpsiyon davranisini ¢ok fazla etkilenmemistir (Sekil 7.14).
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Sekil 7.14 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe-Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama Hizi=100 rpm)

Tek basma bulunduklari deneme setinde sudan hiicre yiizeyine gecis hizimn Zn*> >Fe*2;
hiicre icine gecis hizimn ise Fe**>Zn** seklinde oldugu gozlemlenmistir. Demir ve ¢inko
metalinin bir arada bulunmasi da tekli ¢cozeltideki hiz siralamalarin1 degistirmemistir. Demir-
¢inko ikili deneme setinde; baglangic konsantrasyonu 5’er ppm (0.090 mmol Fe**/L ve 0.076

*2 >Fe*’; konsantrasyonunun 7.5

mmol Zn**/L) iken, sudan hiicre yiizeyine gecis hizi Zn
ppm’e (0.134 mmol Fe**/L ve 0.115 mmol Zn**/L) ¢ikarilmasi durumunda ise, demirin hizi
artmasina ragmen, cinkonun hizin1 asamamustir (Zn** >Fe*?). Hiicre icine gecis hiz1 siralamasi
ise; diisik konsantrasyonda (0.090 mmol Fe*? /L ve 0.076 mmol Zn**/L), Fe*>Zn*%;
konsantrasyon artisinda ise; demirin hiicre igine gecis hizi azalmaktadir, ancak siralama

degismemistir (Cizelge 7.7).
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Cizelge 7.7 Fraksiyonlar aras1 gecis hizlari

dC/dt (6=5 dk)
Co (mmol/L) Duru Fazdan Hiicre Hiicre Yiizeyinden
Yiizeyine Gegis Hiicre Icine Gegis
” 0,090 0,82 0,10
Fe
0,134 0,96 0,00
Fe+2_zn+2
” 0,076 0,92 0,03
Zn
0,115 0,96 0,00

Fe™-Zn** deneme setinde; baslangi¢ konsantrasyonu her bir metal i¢in 5 ppm (0.090 mmol

Fe*?/L ve 0.076 mmol Zn**/L) oldugunda; q degeri 0.040 mmol Fe**/g biyokiitle ve 0.027

mmol Zn+2/g biyokiitle degerinde iken; baslangic konsantarsyonu 7.5 ppm’e (0.134 mmol
Fe*?/L ve 0.115 mmol Zn**/L) ¢ikarildiginda; q degeri 0.052 mmol Fe*/g biyokiitle ve 0.041

mmol Zn**/g biyokiitle degerine ¢ikmustir (Sekil 7.15).
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Sekil 7.15 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe-Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)

7.4.2.2 Demir-Bakir Metal Ortamunda Synechocystis sp. (E35) Izolatimin Davrams

Bakir diisiik konsantrasyonlarda, hiicre fonksiyonlarinda kullanilan 6nemli bir kofaktor

olmakla birlikte, belirli konsantrasyonlari astigi zaman hiicrede toksik etkiler meydana

getirmektedir. Oyle ki, bu calismanin ilk asamalarinda yapilan toksisite calismalarinda, bakir

icin ECsg degeri 3.42 mg/l, demir icin ise 13.92 mg/l bulunmustur. Yani, biyosorpsiyonda

kullanilan Synechocystis sp. (E35) izolat1 i¢in bakir, demire nazaran daha toksik bir 6zellige

sahiptir. Synechocystis sp. (E35) izolatinin, demir ve bakir metallerinin bir arada bulundugu

kosullardaki davranis farkliliklarini incelemek amaciyla;



e Co: 2 ppm Fe** (0.036 mmol Fe**/L) ve 2 ppm Cu** (0.031 mmol Cu**/L)

e Co 5 ppm Fe* (0.090 mmol Fe**/L) ve 5 ppm Cu** (0.079 mmol Cu**/L) igeren iki

deneme seti kurulmustur.

Fe*2-Cu™ bimetalik biyosorpsiyon/biyobirikim caligsmalar1 sonuclar1 incelendiginde, Cu*?

metalinin toksik 6zelliginin, Fe**’nin biyosorpsiyonunu azalttig1 goriilmektedir (antagonistik

etki). Bimetalik biyosorpsiyon sisteminde, 2 ppm’lik deneme setinde, 60. dakikaya kadar Fe**

iyonunun, duru fazda salimmlar yaptigi goriilmektedir. Ancak 60. dakikadan sonra

Synechocystis sp. (E35) izolatinin demiri daha fazla tercih ederek biyosorpsiyona devam ettigi

gozlemlenmistir (Sekil 7.16).
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(b) (C4=0.090 mmol Fe**/L)

Sekil 7.16 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe-Cu biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,

pH=7, V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)



Ortamda Cu*? iyonlarimin bulunmasi, Fe**’in hiicre icine alimmini 0.013 mmol/L degerine
diistirmiistiir (Sekil 7.16.a). Benzer sekilde, Cu*? iyonlarinin Synechocystis sp. (E35) izolati
tarafindan hiicre icine aliminin da azaldigir ve 0.007 mmol/L degerine ulastig1 goriilmektedir
(Sekil 7.17.a). Symechocystis sp. (E35) izolatinin, metalleri hiicre icine aldigi metal
miktarindaki bu diisiisiin sebebi; Ozellikle bakir metalinin toksik etkisinden dolayi, hiicre
duvarindaki metal baglanma bolgelerinin bozulmas1 ya da hiicre fonksiyonlarinin inhibe
olmasindan kaynaklanmis olabilir. Benzer sekilde, Kadukova ve Vircikova (2005) tarafindan
yapilan bir calismada; taramali elektron mikroskobu (SEM) ve iletimli elektron mikroskobu
(TEM) goriintiilerinde, bakir metalinin hiicrede meydana getirdigi bozunmalar goriilmektedir.
Calismada, bu bozunmalar sonucunda, hiicrenin metal baglama 6zelligini kismen kaybettigi

vurgulanmistir.

Demir ve bakirdan olusan bimetalik biyosorpsiyon sisteminde, baslangi¢c konsantrasyonlari
arttinldiginda, 6. giindeki hiicre icine alinan Fe*? 0.024 mmol/L oldugu goriilmiistir (Sekil
7.16.b). Buna karsilik, hiicre icine alinan Cu™ 0.018 mmol/L degerindedir (Sekil 7.17.b).
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Sekil 7.17 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe-Cu biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama Hizi=100 rpm)

Bakir ve demir metallerinin tekli ¢ozeltide, sudan hiicre yiizeyine gegis hiz1 kiyaslandiginda,

*2 oldugu gozlemlenmistir. Ikili metal

Cu*? >Fe*; hiicre icine gecis hzinda ise Fe** >Cu
setlerinde ise; Fe*>-Cu** konsantrasyonu 2 ppm (0.036 mmol Fe**/L; 0.031 mmol Cu*/L)
iken, sudan hiicre yiizeyine metal gecis hizinin Cu** >Fe*?, konsantrasyon 5 ppm (0.090
mmol Fe**/L; 0.079 mmol Cu**/L) oldugunda Fe**’nin hizini arttirmasina ragmen Cu** >Fe**
siralamasinin korundugu goriilmektedir. 2 ppm’lik deneme setinde; hiicre ylizeyinden, hiicre
icine metal gecis hiz1 siralamasi ise Fe*? >Cu** seklinde iken konsantrasyon artisi, demirin

hiicre i¢ine gegis hizini diisiirmiistiir (Fe*> >Cu*?). (Cizelge 7.8).
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Cizelge 7.8 Fraksiyonlar aras1 gecis hizlari

dC/dt (6=5 dk)
Co (mmol/L) Duru Fazdan Hiicre Hiicre Yiizeyinden
Yiizeyine Gegis Hiicre Icine Gegis
” 0,036 0,67 0,50
Fe
0,090 0,85 0,10
Fe+2_cu+2
” 0,031 0,71 0,13
Cu
0,079 0,89 0,05

Fe*? ve Cu*”’dan olusan ikili metal sisteminde, birim biyokiitle bagina biyosorplanan metal
miktarinin (q); 0.015 mmol Fe**/g biyokiitle ve 0.009 mmol Cu**/g biyokiitle (C¢=0.036
mmol Fe*?/L; 0.031 mmol Cu**/L) , Her bir metalin baslangi¢c konsantrasyonu arttirildiginda
ise, q degeri 0.035 mmol Fe+2/g biyokiitle ve 0.028 mmol Cu+2/g biyokiitle degerlerine
yiikselmistir (Cy=0.090 mmol Fe**/L; 0.079 mmol Cu+2/L) (Sekil 7.18).
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Sekil 7.18 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe-Cu biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)

7.4.2.3 Bakir-Cinko Metal Ortamuinda Synechocystis sp. (E35) izolatimin Davramsi

Synechocystis sp. (E35) izolatinin, bakir ve cinko metallerinin bir arada bulundugu

kosullardaki biyosorpsiyon/biyobirikim 6zelliklerini incelemek amaciyla;

e Co: 1 ppm Cu* (0.016 mmol Cu**/L) ve 1 ppm Zn** (0.015 mmol Zn**/L)

e Co: 4 ppm Cu* (0.063 mmol Cu**/L) ve 4 ppm Zn** (0.061 mmol Zn**/L) iceren iki

deneme seti kurulmustur.

Cu** ve Zn*"’den olusan ikili metal sisteminde, 120. dakikaya kadar Zn*? biyosorpsiyonunun

cok yavas ilerledigi, bu asamadan sonra ise keskin bir hizla sudaki ¢inko konsantrasyonunun
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azaldig1 gozlemlenmektedir (Sekil 7.19.a). Sheng ve arkadaglar1 (2004) tarafindan yapilan bir

calismada; biyosorpsiyonun iki asamali bir davranis gostermesi biyokiitlenin heterojen

yapisina baglanmaktadir.
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Sekil 7.19 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Cu-Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama H1z1=100 rpm)

Cu* ve Zn*den olusan ikili metal sisteminde, Zn** iyonlarimin hiicre icindeki
konsantrasyonu, her iki baslangi¢c konsantrasyonu i¢in sirastyla; 0.005 ve 0.015 mmol/L’dir.
Bu degerler, cinkonun tekli biyosorpsiyon/biyobirikim degerlerinden daha yiiksektir.
Dolayisiyla, cdzelti icinde Cu** iyonlarimin bulunmasi, Zn*> iyonunun biyobirikimini
arttirmistir (Sinerjistik) (Sekil 7.19). Cavet ve arkadaslar1 (2003) tarafindan yapilan bir
arastirmada, siyanobakterilerin, ¢inko ve bakir metallerinin bulundugu ortamlarda homeostaz

sistemlerini kullanarak, bu metalleri metabolik faaliyetlerinde kullandiklar1 vurgulanmistir.

Cu*? iyonlari, 30. dakikaya kadar suda azalirken, 30. dakikadan sonra sudaki bakir
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konsantrasyonu c¢ok fazla degismemistir (Sekil 7.20.a). Cinko-bakir ikili biyosorpsiyon
sisteminde, her bir metalin baslangic konsantrasyonu arttirnldiginda, bakirin
biyosorpsiyonunun daha hizli gerceklestigi goriilmektedir. Cu*>-Zn*? bimetalik biyosorpsiyon
sisteminde, hiicre i¢ine alinan bakir konsantrasyonu 0.004 mmol/L’dir (Sekil 7.20.a). Her bir
metalin baglangic konsantrasyonu arttirildiginda, hiicre igine alnan Cu*> 0.021 mmol/L’ye

ulagsmistir (Sekil 7.20.b).

Tekli biyosorpsiyon/biyobirikim setinde; bakirin demirden daha hizli hiicre ylizeyine gegisi
gozlemlenmistir. Ikili deneme setinde ise ¢inkonun hizini arttirdigi ve bakiri gectigi
gorlilmiistiir. Metallerin tek basina oldugu setlerde, hiicre yilizeyinden, hiicre icine gecis
hizinda ise bakirin, cinkoya kiyasla daha hizli oldugu sdylenebilir. Ikili deneme setlerinde,

bakirin yavasladigi, ¢cinkonun ise hizlandig1 goriilmiistiir.

Bakir-cinko bimetalik iyon sisteminde, konsantrasyon artis1 her iki metalin de sudan hiicre
yiizeyine gecis hizim arttirmakla birlikte, konsantrasyon artisinin, hiz siralamasini
degistirmedigi: Zn** >Cu** oldugu goriilmektedir. Hiicre yiizeyinden, hiicre icine gecis hizi
incelendiginde ise, 1 ppm’de (0.015 mmol Zn**/L; 0.016 mmol Cu**/L) Cu** >Zn** iken,
konsantrasyon 4 ppm’e (0.061 mmol Zn**/L; 0.063 mmol Cu**/L) cikarildiginda, metal
hizinin yaklasik ayn1 oldugu: Zn*> =~ Cu*? gériilmektedir (Cizelge 7.9).

Cizelge 7.9 Fraksiyonlar aras1 gegis hizlar

dC/dt (8=5 dk)
Co (mmol/L) Duru Fazdan Hiicre Hiicre Yiizeyinden
Yiizeyine Gegis Hiicre Icine Gegis
” 0,015 0,60 0,33
Zn
0,061 1,37 0,02
Zn+2_Cu+2
” 0,016 0,33 0,50
Cu
0,063 0,87 0,02
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Sekil 7.20 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Cu-Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,

pH=7, V=40 ml, Calkalama Hizi=100 rpm)
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Cu*? ve Zn™*dan olusan ikili metal sisteminde, birim biyokiitle basina biyosorplanan metal
miktarinin (q); 0.004 mmol Cu*¥/g biyokiitle ve 0.005 mmol Zn**/g biyokiitle (C¢=0.016
mmol Cu**/L; 0.015 mmol Zn**/L) , Her bir metalin baslangi¢ konsantrasyonu arttirildiginda
ise, q degeri 0.021 mmol Cu**/g biyokiitle ve 0.027 mmol Zn**/g biyokiitle degerlerine
yiikselmistir (Cy=0.063 mmol Cu**/L; 0.061 mmol Zn+2/L) (Sekil 7.21).
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Sekil 7.21 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Cu-Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama Hizi=100 rpm)
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7.4.3 Uclii Metal Ortaminda Biyosorpsiyon ve Biyobirikim

Birden fazla metalin bir arada bulunmasi, metallerin baglanma bdolgeleri icin birbirleriyle
yarist ve metal konsantrasyonlar1 gibi pek cok sebepten dolayi, tekli metal sistemlerinden

farkli biyosorpsiyon davraniglar sergilemektedirler (Al-Rub vd., 2006).

Bu calismada, ii¢ metalin bir arada bulunmasi durumunda biyosorpsiyon/biyobirikim
calismasi, baslangi¢c konsantrasyonu 4 ppm Fe* (0.072 mmol/L), 4 ppm Cu*? (0.063 mmol/L)
ve 4 ppm Zn** (0.061 mmol/L) olarak yiiriitiilmiistiir.

Her ii¢ metalin bir arada bulunmasi durumunda, sudan hiicre yiizeyine metal gec¢is hizi
siralamasimin Zn** =~ Fe*” >Cu*? oldugu goriilmektedir. Hiicre yiizeyinden hiicre icine gegis

hiz1 ise Fe*? >Zn**>Cu** seklinde siralanmaktadir (Cizelge 7.10).

Cizelge 7.10 Fraksiyonlar aras1 gegis hizlari

dC/dt (6=5 dk)
Co
(mmol/L) Duru Fazdan Hiicre Hiicre S_(ﬁzeyinden Hiicre
Yiizeyine Gegis Icine Gegis
Fe? | 0,072 0,89 0,09
Fe"-Cu™-Zn" | Cu*? | 0,061 0,86 0,03
Zn* | 0,063 0,89 0,04

76




—e—duru faz
—8— hiicre ylizeyi
—a&— hiicre 1¢i

Konsantrasyon
(mmol Fé’/ L)

Zaman (giin)

0 1 2 3 4 5 6

—o— duru faz
—&— hiicre yiizeyi
—a— hiicre ici

Konsantrasyon
(mmol Cu+2/L;

—e—duru faz
—=— hiicre ylizeyi
—aA— hiicre 1¢i

—e—duru faz
—8— hiicre yiizeyi
0,070 —a— hiicre 1¢i
> |5 ~ 0,060
%NE 0,050
£ %2 0,040
S =
s ©
E E 0,030
g E 0,020
0,010
0’000 T T T T T T 1
0 5 10 20 30 60 120
Zaman (dk)
—e—duru faz
—=— hiicre yiizeyi
0’070 —a— hiicre l(;l
> 5 ~ 0,060
= = 0,050
3
g 3 0,040
g T 0,030
5 EOOZO
M =
0,010
0,000
0 5 10 20 30 60 120
Zaman (dk)

Konsantrasyon

Zaman (giin)

0 1 2 3 4 5 6

v

Konsantrasyon

0 5

—e—duru faz
—=— hiicre yiizeyi
—a— hiicre ici

10 20 30 60 120
Zaman (dk)

Sekil 7.22 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe-Cu-Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama Hizi=100 rpm, C¢=0.072 mmol Fe+2/L,O.063 mmol Cu*?/L ve
0.061 mmol Zn**/L)
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Her ii¢ metalin bir arada bulunmasi halinde, deneme siiresi sonunda suda kalan metal
konsantrasyonu; Fe*?, Zn** ve Cu** iyonlart i¢in sirasiyla; 0.002, 0.004 ve 0.011 mmol/L

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 7.22).

Synechocystis sp. (E35) izolatinin, iiclii metal sisteminde birim biyokiitle basina diisen metal
miktar1, Fe*?, Zn** ve Cu* icin sirastyla; 0.028 mmol Fe**/g biyokiitle, 0.022 mmol Zn**/g
biyokiitle ve 0.020 mmol Cu**/g biyokiitle oldugu goriilmektedir (Sekil 7.23). Elde edilen

sonuglardan, Synechocystis sp. (E35) izolatinin bu ti¢ metalin bir arada bulunmasi durumunda

tercih sirasmin Fe*> > Zn*

> Cu® oldugu belirlenmistir. Biyosorpsiyon/biyobirikim
caligmasindan ©Once, bu metallerin Synechocystis sp. (E35) izolatina toksik seviyelerini
belirlemek amaciyla yapilan 6n calismada da benzer sonuclar elde edildigi goriilmektedir
(Cizelge 7.1). Ayn1 zamanda elektron mikroskobu goriintiilerinde de Synechocystis sp. (E35),
ortamda Fe* iyonlart bulundugu kosullarda, yiiksek oranda hiicre dis1 polisakkaritler oldugu
diisiiniilen yapilar meydana getirdigi tespit edilmistir (Sekil 7.32). Bu hiicre dist yapilara, Zn**

+25

ve Cu"“’a maruz kalmis izolatin goriintiilerinde de rastlanmistir. Ancak HDP yogunluklarinin,

demir metaline maruz kalmis izolata nazaran daha az oldugunu sdylemek miimkiindiir (Sekil
7.35 ve 7.37).
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Sekil 7.23 Synechocystis sp. (E35) izolatinin Fe-Cu-Zn biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C,
pH=7, V=40 ml, Calkalama Hizi=100 rpm, Cy=0.072 mmol Fe+2/L,O.063 mmol Cu*?/L ve
0.061 mmol Zn**/L)
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Biyosorpsiyon/biyobirikim caligmasi siiresince, birim biyokiitle basina biyosorplanan metal
miktarinin, metalin tiirline, konsantrasyonuna ve canlinin metabolik ihtiyaglarina gore

farklilik gosterdigi gozlenmistir (Cizelge 7.11)

Cizelge 7.11 Farkli metal kombinasyonlarinda birim kiitle basina biyosorplanan metal

miktarlari (q)

Metal Co q (mmol/g biyokiitle)
ppm | mmol/L
Fe*? 10 | 0,179 0,071
15 | 0269 0,101
Fe*?+ Cu*? 2 | 0,036 0,015
Fe*? 5 | 0,090 0,035
Fe*? + Zn* 5 | 0,090 0,040
75 | 0,134 0,052
Fe*+ Cu™+Zn** | 4 | 0,072 0,028
Cu*? 3 | 0,047 0,014
5 | 0,079 0,025
Cu*? + Fe*? 2 | 0,031 0,009
Cu*? 5 | 0079 0,028
Cu**+ Zn*" 1 0,016 0,004
4 | 0,063 0,021
Cu*?+Zn™+Fe? | 4 | 0,061 0,020
Zn* 7 | 0,107 0,039
10 | 0,153 0,053
Zn*? + Fe* 5 | 0076 0,027
Zn* 75 | 0,115 0,041
Zn** + Cu™ 1 0,015 0,005
4 | 0,061 0,027
Zn* + Fe?+ Cu™ | 4 | 0,063 0,022
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7.4.4 Dogal Ortamdan Alinmis Numunelerde Biyosorpsiyon ve Biyobirikim

Mikroorganizmalar, toksik metallerin ekosistemdeki taginiminda onemli rollere sahiptirler.
Ozellikle, fizikokimyasal ve biyolojik mekanizmalarla, metallerin ¢oziinen ve ¢oziinmeyen
faz arasindaki tasiniminda gorev aldiklar1 bilinmektedir (Gadd, 2001). Mikroorganizmalarin
bu ozelligi kullanilarak, kirletilmis alici ortamlarin iyilestirilmesi miimkiin olabilmektedir.
Literatiirde, yapilan biyosorpsiyon/biyobirikim ¢aligmalar1 incelendiginde, denemelerin
genellikle sentetik metal ¢ozeltileri ile yapildigi goriilmektedir. Bu calismalar, biyoteknolojik
yontemlerle alici ortamlarin iyilestirilmesinde yol gosterici olmakla birlikte yeterli degildir.
Bu nedenle, Kiiciikcekmece Golii’'nden izole edilen Synechocystis sp. (E35) izolatinin dogal
ortamdaki davraniglarini, laboratuar Olceginde inceleyebilmek amaciyla golden alinan

orneklerde de biyosorpsiyon/biyobirikim ¢alismasi yiiriitiilmiistiir.

Sentetik ¢ozeltilerle yapilan denemelerde, ii¢ metalin bir arada bulunmasi halinde hiicre i¢ine
Fe*? alimmi 0.034 mmol/L iken, dogal ortamda 0.037 mmol/L degerine ulastigi goriilmiistiir.
Bakir metali icin ise dogal ortam kosullarinin hiicre icine alimimini azalttig1 soylenebilir. U
metalin bir arada bulundugu kosullarda 0.011 mmol/L degerindeki hiicre i¢ine alinim, dogal
ortamin denendigi bu asamada 0.0007 degerine diigmiistiir. Bunun sebebi, dogal ortam
kosullarindaki bakir konsantrasyonunun 0.12 ppm gibi diisiik bir degerde olmasindan
kaynaklanabilir. Yani sentetik cozeltideki bakir konsantrasyonunun, dogal ortamdan alinan
numuneye nazaran Yyiiksek olmasi, metalinin hiicre igine girisi i¢in baski yaptigi
diisiiniilmektedir. Bunun yaninda, ortamda bulunan farkli iyonlarin (demir, ¢inko disinda)
antogonistik etkisiyle, bakirin hiicre i¢cine aliniminin azaldigi diisiiniilmektedir. Cinko da bakir
gibi, li¢ metalin bir arada bulundugu sentetik ¢ozeltideki hiicre i¢i konsantrasyonunu 0.010
mmol/L iken, dogal ortamdan alinan numunedeki hiicre i¢i konsantrasyonu 0.0005 mmol/L

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 7.24).

80



—e—duru faz —o—duru faz
—a— hiicre yiizeyi —8— hiicre yiizeyi
0,070 —a— hiicre 1¢i 0.070 - —a— hiicre 1¢i

Fe+2
(mmol/L’

0 1 2 3 4 5 o6 0 5 10 20 30 60 120
Zaman (giin) Zaman (dk)
—e—durufaz —e—duru faz
—8— hiicre ylizeyi —a— hiicre ylizeyi
—a— hiicre i¢i 0,0030 - —a— hiicre i¢i
" 0,0025 4
= 0,0020 -
Yo 2 i
ﬁ E 0,0015
= 0,0010 -
0,0005 -
0,0000
0 5 10 20 30 60 120
Zaman (dk)

—e—duru faz

- L —e&— duru faz
—8— hiicre yiizeyi

—8— hiicre yiizeyi

0,002 hiicre lgl 0’0020 . —a— hiicre lgl
~.0,0015
S
*5 £ 0,0010
g
0,0005
0,0000 ! T ‘ ‘
0 1 2 3 4 5 6 0 5 10 20 30 60 120
Zaman (giin) Zaman (dk)

ekil 7.24 Synechocystis sp. (E35) izolatinin dogal ortamdan alinmis su numunesinden
P g
biyosorpsiyonu/biyobirikimi (T=23°C, pH=7, V=40 ml, Calkalama Hiz1=100 rpm, Cy=3.30
ppm Fe*?, 0.17 ppm Zn**ve 0.12 ppm Cu*?)
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7.5 Biyosorpsiyon/Biyobirikim Calismasimnin istatistiksel Degerlendirilmesi

Yapilan caligmanin sayisal degerlendirilmesinde, verilerin anlamli olup olmadig1 Ki-Kare test
yontemiyle analiz edilmistir. Bu istatistiksel analiz i¢in, tekli ve ¢coklu metal setlerindeki, her
bir metal kombinasyonuna ait “n=13" adet veri kullanilmistir. Deneme Oncesi ve sonrasi

veriler kullanilarak “Ki-Kare” degerleri hesaplanmistir (Denklem 7.1).
Ki-kare degeri = ¥ [(a-b)*/b] (7.1)

a= Deneme sonras1 0l¢iim degeri
b= Deneme Oncesi 6l¢lim degeri

S.D.= Serbestlik derecesi (n-1=12)

Elde edilen Ki-Kare degerleri, a =0.995 giiven araliginda ve S.D=12 olmak iizere Ek 6’daki
Ki-Kare tablosu ile kiyaslanmigtir. Yapilan kiyaslama sonucunda, her bir deger icin elde
edilen Ki-Kare test degerlerinin tamami, tablo degerinden kiigiik cikmustir (Cizelge 7.12).
Dolayisiyla, Hy hipotezi kabul edilerek; deneme Oncesindeki ve sonrasindaki ol¢iim degerleri

arasinda, kiitle farkinin olmadig1 goriisiine varilmistir.
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Cizelge 7.12 Ki-Kare (Chi-Square) testi sonuglari

C (mmol/L) Ki-Kare
Metal 5 .
Deneme Oncesi | Deneme Sonrasi Degerleri
Fe*? 0,179 0,178 0,0017%
0,269 0,256 0,0073%
0,036 0,039 "
Fe** + Cu*? 0,0012
0,090 0,087 0,0014%*
Fe™ 0,090 0.101
ES
Fe+2 + Zn+2 H s 0,0031
0,134 0,132 0,0013%*
Fe+ Cu**+ Zn* 0,072 0,072 0,0013*
Dogal Ortam 0,074 0,69 0,0067*
0,047 0,047 0,00277%
Cu+2
0,079 0,077 0,0030%
Cu s Fe? 0,031 0,029 0,0012%
u +re
Cu? 0,079 0,077 0,0356*
0,016 0,015 0,0012%
Cu*?+Zn"?
0,063 0,061 0,0012%
Cu**+ Zn*? + Fe*? 0,061 0,061 0,0007*
Dogal Ortam 0,002 0,002 0,0067*
Y 0,107 0,103 0,0010%*
Zn
0,153 0,142 0,0048%*
Zn? 4 Fe? 0,076 0,072 0,0016*
n + re
22 0,115 0,103 0,0052%
0,015 0,014 0,0020%
Zn** + Cu*?
0,061 0,075 0,0341%
Zn*? + Cu*’+ Fe*? 0,063 0,063 0,0018%
Dogal Ortam 0,003 0,003 0,0001*

*Bu degerler “o’degerinden kiigiiktiir.
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7.6 Biyosorpsiyon izotermleri

Genellikle, biyokiitle tarafindan biyosorbe edilen madde miktari, sabit sicaklikta
konsantrasyonun bir fonksiyonu olarak tanimlanmaktadir. Elde edilen fonksiyon ise
“adsorpsiyon/biyosorpsiyon izotermi” seklinde isimlendirilmektedir. Yapilan arastirmada,
izotermler belirlenirken, sicaklik sabit tutulurken farkli konsantrasyonlardaki metal ¢ozeltileri
ile biyosorpsiyon c¢alismalart siirdiiriilmiistiir. Biyosorpsiyon denemelerinde yaklasik 24 saat
sonra metal konsantrasyonunun dengeye vardigi goriilmiistir. Bu nedenle izoterm
hesaplamalarinda 24. saatteki metal konsantrasyonu, denge Kkonsantrasyonu olarak

kullanilmistir.

Adsorpsiyon ve biyosorpsiyon calismalarinda, Freundlich, Langmuir tarafindan gelistirilen

esitlikler en sik kullanilan izoterm modelleridir (Metcalf-Eddy, 2003).

1912 yilinda amprik olarak cikarilan Freundlich izotermi Denklem 7.1°deki sekilde ifade

edilmektedir.

ge=KeC.'" (7.1)
g. = Birim biyokiitle basina biyosorbe olunan metal miktari, mg metal /g biyokiitle

C. = Reaksiyonun dengeye ulastig1 andaki metal konsantrasyonu, mg/L

Kr = Freundlich kapasite faktorii

1/n= Freundlich siddet parametresi

Freundlich ve Langmuir biyosorpsiyon modeline ait parametreler “TableCurve Windows”

programu kullanilarak belirlenmistir (Cizelge 7.13 ve 7.14).
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Cizelge 7.13 Synechocystis sp. izolatinin Freundlich izotermi sabitleri (pH 7, T= 23°C, t=144

saat)
q — KFCel/n
Metaller ,
KF n R
Fe™” 0,85 0,92 0,97
Zn*’ 0,85 0,49 0,94
Cu®? 0,16 0,51 0,99

Adsorpsiyon kapasitesi (Kp) degerinin, Fe*> ve Zn** metallerinde daha yiiksek oldugu
goriilmektedir (Cizelge 7.13). Synechocystis sp. (E35) izolatimn Fe** ve Zn™ metallerini

Cu*?a kiyasla daha iyi biyosorbe ettigini soylemek miimkiindiir.

Langmuir izotermi ise Denklem 7.2°deki oransal ifade ile agiklanmaktadir.

qe =abC./ (1+bC,) (7.2)
g. = Birim biyokiitle bagina biyosorbe olunan metal miktari, mg metal /g biyokiitle

C. = Reaksiyonun dengeye ulastigr andaki metal konsantrasyonu, mg/L

a = Maksimum biyosorpsiyon kapasitesi (mg/g)

b=Biyosorbent ile biyosorbat arasindaki ilgiyi ifade eden sabit (L/mg)
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Cizelge 7.14 Synechocystis sp. izolatinin Langmuir izotermi sabitleri (pH 7, T= 23°C, t=144

saat)
1/g. = 1/(abCe)+1/a
Metaller " - =
Fe'” 37,03 0,32 0,95
Zn* (-)1,81 0,94 0,95
Cu** (-)0,46 0,86 0,98

"a" maksimum biyosorpsiyon kapasitesini ve "b" sorbent ile sorbat arasindaki ilgiyi ifade
etmektedir (ileri, 2006). Dolayisiyla, "b"'nin degeri diistiikce, siyanobakteri hiicresi ile metal
arasindaki ilgi artmaktadir. Langmuir izotermi sabitleri incelendiginde, Synechocystis sp.
(E35) izolatinin, en yiiksek “a” degeri (37.03) ve en diisiik b degeri (0.32) Fet? sonuglarinda
goriilmektedir (Cizelge 7.14). Synechocystis sp. (E35) izolatinin en iyi demir metalini
biyosorbe ettigini sOylenebilir.

Synechocystis sp. (E35) izolati ile yapilan Fe?, Zn™ ve Cu** biyosorpsiyon denemeleri
sonucu elde edilen korelasyon katsayilart (R?) karsilastirildiginda, biyosorpsiyonun hem

Freundlich hem de Langmuir izoterm modeline uydugu goriilmektedir.
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7.7 Elektron Mikroskobu Analizleri

Bu boliimde biyosorpsiyon/biyobirikim ¢aligsmalart ile ayni kosullarda inkiibasyona birakilmig
siyanobakteri hiicrelerinin elektron mikroskobu gériintiileri ve goriintiilerin elemental analiz

sonuglar1 yer almaktadir.

Elektron mikroskobu ¢ekimleri igin; kontrol, 5 ppm Cu*?, 10 ppm Zn** ve 10 ppm Fe** olmak
tizere 4 farkl kiiltiir hazirlanmistir. Kontrol olarak kullanilan hiicre kiiltiirleri agir metal
icermemektedir. 144 saatlik inkiibasyona birakilan kiiltiirlerde, siyanobakteri hiicrelerinin
yapisinda meydana gelen degisiklikler elektron mikroskobu ile goriintiilenmistir. Elektron
mikroskobu c¢ekimlerinden sonra, X-ray analizorii (Energy dispersive X-ray spectroscopy,

EDS) ile goriintiisii ¢cekilen alanlardaki element dagilimlar1 belirlenmistir.

7.7.1 Kontrol Hiicrelerinin Elektron Mikroskobu Goriintiileri
Kontrol olarak, BG11 besiyerinde inkiibasyona birakilmis ve agir metal ilave edilmemis

Synechocystis sp. hiicreleri ile elektron mikroskobu ¢ekimleri yapilmistir (Sekil 7.31).
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Sekil 7.31 Kontrol siyanobakteri hiicrelerinin taramali elektron mikroskobu (SEM)
goriintiileri
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Sekil 7.31°de goriilen kontrol hiicre goriintiilerinin enerji dagittimli X-ray analizorii (Energy
dispersive X-ray spectroscopy, EDS) ile yapilan elemental analiz sonuglarinda, spektrumdaki
metallerin % 0.33’{iniin demir oldugu goriilmiistiir (Cizelge 7.15). Kontrol kiiltiire metal

uygulanmamustir, spektrumda goriilen demir ise besiyerinden kaynaklanmaktadir.

Cizelge 7.15 Kontrol hiicrelerinin EDS sonuglar1

Spektrum | C 0] Na |Mg |P Ca |Fe |Cu |Zn | Total

Spektrum 1 | 38,77 | 42,22 | 9,17 | 2,28 | 1,56 | 5,67 | 0,33 | 0,00 | 0,00 | 100,00

7.7.2  Fe** Metalinin Siyanobakteri Hiicrelerine Etkisi

Fe elementi; yer kabugunda en ¢ok bulunan elementler arasinda yer almaktadir. (Benesova et
al., 2000). Demir bakteriler de dahil olmak iizere ¢ogu organizma icin enzimatik
reaksiyonlarda kofaktor olarak kullanilan 6nemli elementler arasinda yer almaktadir. Kofaktor
olarak demir kullanan enzimler, trikarboksilik asit cevrimi (TCA), solunum ve DNA sentezi

gibi metabolizmanin 6nemli reaksiyonlarinda gorev almaktadir (Masse et al., 2007).

Bazi1 arastirmacilar tarafindan yapilan c¢alismalarda, c¢ogu canlida oldugu gibi
siyanobakterilerde de optimum biiyiimenin saglanabilmesi i¢in demir elementinin gerekliligi
vurgulanmistir (Brown et al, 2005). Bununla birlikte; bu ¢alismada demir icermeyen BG11
besiyerinin kullanildigi inkiibasyon denemeleri yapilmis ve hiicre biiyiimesinin geriledigi
gozlemlenmistir. Boylece calisilan siyanobakteri izolatlarinin hiicresel fonksiyonlarini

gerceklestirebilmeleri i¢in demire ihtiya¢ duyduklart goriilmiistiir.
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Bu calismada Kiiciikcekmece Golii'nden izole edilen Synechocystis sp., diger izolatlar
arasindan direncli olmasi acisindan bir model organizma olarak secilmistir. Synechocystis sp.,
tek hiicreli ve gram negatif bakteri grubuna dahil olan bir siyanobakteri tiiriidiir. Diger gram
negatif bakteriler gibi, demiri 6nce dis zardan daha sonra ise i¢ hiicre zarindan gegirerek

biinyesine almaktadir.

Sekil 7.32 10 ppm’lik Fe*? metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinin taramali
elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri; ¢ogalma sirasindaki hiicre boliinmesini (tek tarafl
ok) ve hiicre dis1 polimerik (polisakkarit) yapilar (¢ift tarafli ok) gostermektedir

10 ppm’lik Fe**ye maruz birakilan Synechocystis sp. E35 izolati, hiicrelerinin elektron
mikroskobu goriintiilerinde, kontrol hiicrelerde rastlanmayan hiicre dis1 polimerik
(ekzopolisakkarit) yapilar (HDP) olustugu gozlemlenmistir (Sekil 7.32). Brown ve arkadaslar
(2005) tarafindan, demir konsantrasyonu yiiksek bir sicak su kaynagindan izole edilen
Synechocystis sp., izolat1 ile yapilan bir calismada da benzer yapilar goriilmektedir (Sekil
7.33). Sekil 7.34’te daire icine alinan bolgede, iki siyanobakteri hiicresi arasinda meydana
gelen HDP yapilar goriilmektedir. Bu bolgenin, taramali elektron mikroskobuna bagli EDS
(enerji dagitimhi X-ray analizorii) yardimiyla yapilan elemental analiz sonuglarinda
spektrumda goriinen metallerin % 7.81’inin demir oldugu bulunmustur (Cizelge 7.17 ve Sekil
Ek 5.6). Ayn1 spektrumda bakir ve cinkoya rastlanmamistir. Ayrica 10 ppm’lik Fe+2’ye maruz
birakilan Synechocystis sp., izolatinin elektron mikroskobu goriintiilerinde hiicre boliinmesi

net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 7.32). Dolayisiyla siyanobakteri hiicrelerinin 10 ppm’lik
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Fe*? metalinin hiicrede meydana getirecegi toksik etkileri azaltarak veya gidererek canliligim

devam ettirdigi goriilmektedir.

Sekil 7.33 Yiiksek konsantrasyonda demir igeren bir sicak su kaynagindan izole edilen
Synechocystis sp., hiicrelerinin taramal1 elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri

Elektron mikroskobu goriintiilerinin elemental analizi yapilirken ii¢ farkli bolge analizi
yapilmistir. Oncelikle, elektron mikroskobuna bagli monitordeki goriintiiniin tamamina ait
elemental analiz yapilmis, ikinci analizde ise; goriintiide metalin toplandigi bolge oldugu
diisiiniilen alanda, nokta analizi yapilmstir. Uciincii analizde ise, metalin az bulundugu

diistiniilen bolgede, nokta analizi yapilarak sonuclar birlikte degerlendirilmistir.

Ze kU 35 A B Dkm JEM=53 18l

Sekil 7.34 10 ppm’lik Fe*? metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicreleri arasindaki HDP
yapilarin taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri
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Cizelge 7.16 10 ppm’lik Fe** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinin EDS
sonuclari

Spektrum | C 0] Na |Mg |P Ca |Fe |Cu |Zn | Total

Spektrum 1 | 57,10 | 26,72 | 5,07 | 0,32 | 6,17 | 1,57 | 3,05 | 0,00 | 0,00 | 100,00

Cizelge 7.17 10 ppm’lik Fe** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde olusan hiicre
dis1 yapilarin EDS sonuclart

Spektrum | C O Na |Mg | P Ca |Fe |Cu |Zn | Total

Spektrum 1 | 53,22 | 20,78 | 4,58 | 0,34 | 10,94 | 2,32 | 7,81 | 0,00 | 0,00 | 100,00

Cizelge 7.18 10 ppm’lik Fe+2 metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde demirin az
oldugu bolgeye ait EDS sonuclari

Spektrum | C 0] Na |Mg |P Ca |Fe |Cu |Zn | Total

Spektrum 1 | 46,32 | 39,77 | 5,65 | 0,73 | 3,87 | 1,71 | 1,96 | 0,00 | 0,00 | 100,00

Elektron mikroskobu calismalarinda, elde edilen goriintiilerin EDS analizleri yapilirken,
demir yogunlugunun az oldugu bolgeler ayr1 olarak incelenmistir. Yapilan EDS analizi
sonucunda bu bolgede, spektrumda goriinen metallerin % 1.96’sinin  demir oldugu

goriilmiistiir (Cizelge 7.18 ve Sekil Ek 5.5).

7.7.3 Zn** Metalinin Siyanobakteri Hiicrelerine Etkisi

Cinko, DNA’nin kopyalanmasi (replication) ve hiicre boliinmesi gibi temel hiicresel
fonksiyonlarda gorev almaktadir (Choudhury ve Srivastava, 2001). Ayrica enzim ve protein
yapisinda rol alan, yasam i¢in Onemli iz elementlerden birisidir. Yiiksek c¢inko
konsantrasyonlar1 ise tiyol gruplariyla reaksiyona girerek, hiicredeki hayati reaksiyonlari

bloke edebilmektedir (Hantke, 2005).

Bu aragtirmada ¢inkonun genellikle hiicre yiizeyinde toplandigi, biyosorpsiyon/biyobirikim
denemelerinin birinci giiniinden itibaren ise, hiicre icine ge¢isin oldugu goriilmiistiir. Sekil
7.35°deki elektron mikroskobu goriintiisiinde, 10 ppm’lik Zn**’ya maruz birakilan
Synechocystis sp. hiicrelerinin hiicre dis1 polisakkarit yapilar olusturduklar: goriilmektedir. Bu
yapilarin ¢inkonun toksik etkilerine karsi Synechocystis sp. hiicrelerinin olusturdugu bir

savunma mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 7.35 10 ppm’lik Zn** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinin SEM
goriintiileri

Sekil 7.35’deki genel elektron mikroskobu goriintiisiine ait EDS sonuglarinda, spektrumda
goriinen metallerin % 0.72°si Fe* ve % 4.5°i Zn**dir (Cizelge 7.19).

Elektron mikroskobu ¢alismalarinda, elde edilen goriintiilerin EDS analizleri yapilirken, ¢inko
yogunluguna gore ayri ayri incelenmistir. Yapilan EDS analizi sonucunda ¢inkonun yogun
oldugu bolgenin EDS analizi sonuglarinda, % 5.77 (Cizelge 7.20 ve Sekil Ek 5.8), ¢inkonun
az oldugu bolgenin sonuglart incelendiginde ise; genel goriintiideki ¢inko oraninin altinda, %

3.45 oraninda ¢inko goriilmiistiir (Cizelge 7.21 ve Sekil Ek 5.9).

Cizelge 7.19 10 ppm’lik Zn** metaline maruz kalmus siyanobakteri hiicrelerinin EDS
sonuclari

Spektrum | C 0] Na |Mg | P Ca |Mn |Fe |Cu |Zn | Total

Spektrum 1 | 48,45 | 33,61 | 4,40 | 0,53 | 5,72 | 1,79 | 0,28 | 0,72 | 0,00 | 4,50 | 100,00

Cizelge 7.20 10 ppm’lik Zn** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde ¢inkonun
yogun oldugu bolgeye ait EDS sonuclari

Spektrum | C O Na |Mg |P Ca |Fe |Cu |Zn |Total

Spektrum 1 | 37,30 | 40,53 | 6,14 | 0,61 | 6,39 | 1,99 | 1,26 | 0,00 | 5,77 | 100,00
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izelge 7.21 10 ppm’lik Zn** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde cinkonun az
g pp y
oldugu bolgeye ait EDS sonuclari

Spektrum | C 0] Na |Mg | P Ca |Fe |Cu |Zn | Total

Spektrum 1 | 59,71 | 25,91 | 3,43 | 0,29 | 5,03 | 1,83 [ 0,35 | 0,00 | 3,45 | 100,00

7.7.4 Cu** Metalinin Siyanobakteri Hiicrelerine Etkisi

Bakir, canlilarda elektron tasiniminda kofaktor olarak kullanilan 6nemli iz elementlerden
birisidir. Ancak belli konsantrasyonlarin iizerinde, algler ve siyanobakteriler de dahil bircok
mikroorganizmada fotosentez, enzim aktivitesi ve solunum gibi metabolik faaliyetleri inhibe

ederek, hiicrede toksik etkilere yol acabilmektedir (Yan ve Pan, 2002).

Sekil 7.36’daki elektron mikroskobu goriintiilerinde, demir metalinin uygulandig: hiicrelerin
goriintiilerindeki kadar yogun olmamakla birlikte hiicreler arasi koprii olusturan HDP yapilar
gozlemlenmektedir. Ayrica Synechocystis sp. hiicrelerinin boliinme aninin goriintiilendigi bu
sekilde, otrofikasyon kontrolii gibi uygulamalarda algisit olarak kullanilan bakir metalinin,

toksik etkilerinin azaltilarak canliligin devam ettirildigi goriilmektedir.

Sekil 7.36 5 ppm’lik Cu** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinin SEM gériintiileri

Bakira maruz birakilmis kiiltiire ait genel elektron mikroskobu goriintiisiiniin  EDS
sonuglarinda, spektrumda goriinen metallerin % 4.28’ini Cu*> ve % 0.97’sini de Fe**
olusturmaktadir. Analiz sonuclarinda diisiik miktarda bulunan demir, kullanilan besiyerinden

gelmektedir (Cizelge 7.22).
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Bakirin yogun oldugu bdolgenin EDS analizi sonuclarinda, spektrumda goriinen metaller
arasinda % 12.78 oraninda (Cizelge 7.23 ve Sekil Ek 5.11), bakirin az oldugu bdolgenin
sonuglar1 incelendiginde ise; genel goriintiideki bakir oraninin altinda, % 0.5 oraninda bakir

gortilmistiir (Cizelge 7.24 ve Sekil Ek 5.12).

Cizelge 7.22 5 ppm’lik Cu*? metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinin EDS sonuglari

Spektrum | C 0] Na |Mg |P Ca |Fe |Cu |Zn | Total

Spektrum 1 | 37,45 | 40,62 | 6,18 | 1,32 | 5,19 | 4,00 | 0,97 | 4,28 | 0,00 | 100,00

Cizelge 7.23 5 ppm’lik Cu*? metaline maruz kalmig siyanobakteri hiicrelerinde bakirin yogun
oldugu bolgeye ait EDS sonuclari

Spektrum | C 0) Na (Mg |P Ca |Fe |Cu Zn | Total

Spektrum 1 | 25,64 | 42,98 | 6,59 | 0,49 | 9,48 | 1,61 | 0,43 | 12,78 | 0,00 | 100,00

Cizelge 7.24 5 ppm’lik Cu*? metaline maruz kalmig siyanobakteri hiicrelerinde bakirin az
oldugu bolgeye ait EDS sonuclari

Spektrum | C 0] Na |Mg |P Ca |Fe |Cu |Zn | Total

Spektrum 1 | 47,82 | 33,44 | 5,98 | 1,43 | 4,23 | 4,86 | 1,74 | 0,50 | 0,00 | 100,00
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8. DEGERLENDIRME VE ONERILER

Kiiciikcekmece Golii, bir¢ok endemik tiirii biinyesinde barindiran, dogal lagiin gollerinden
birisidir. Istanbul kentinde yasanan carpik kentlesme, hizli niifus artisi ve kontrolsiiz
endiistrilesmenin sonuglarindan biri olarak, Kiiciikekmece Golii ekosistemi, gozle goriilebilir
bir cevresel tahribatin etkisi altindadir. Ustiin vd. (2005) tarafindan yapilan calismada,
Kiiciikcekmece Golii  su, sediment ve sediment arast bosluk suyunda Onemli

konsantrasyonlarda Fe**, Cu* ve Zn** metallerine rastlanmistir.

Kiiciikcekmece Golii ve Havzasi’nda; evsel, endiistriyel ve tarimsal kaynakl kirleticilerin
dogrudan ya da dolayl olarak desarji sonucunda, gélde donem donem asirt alg ¢cogalmalari
gozlemlenmektedir. Bu calismada, asirt alg artiglar1 sirasinda ortaya c¢ikan siyanobakteri
tiirlerinin, Kiiciikcekmece Golii'nde en sik rastlanan metalleri biyosorpsiyon/biyobirikim

Ozelliklerinin belirlenmesi hedeflenmistir.

v" Bu ¢alismada, 2005 yili Kasim-Aralik aylarinda Kiiciikgekmece Golii’nden alinan su

orneklerinden 5 farkli siyanobakteri tiirii izole edilmistir.

v Bu siyanobakteri tiirlerinin Fe**, Cu** ve Zn™ metallerine karsi direncliligi
arastirtlmistir. Direnclilik ¢alismasi sonucunda, Synechocystis sp. (E35) izolatinin

Fe*?, Cu™ ve Zn*™ metallerine kars1 en direncli izolat oldugu goriilmiistiir.

v' En direngli izolatin canliiginin devaminin saglanmasi ve ortamdaki metalin
aliniminda rol alabilmesi i¢in Oncelikle uygun cevresel kosullarin olusturulmasi
gerekmektedir. Optimizasyon c¢alimasi sonucunda, direngli izolatin pH 7 ve 23 °C
sicaklikta en iyi liredigi gézlemlenmistir ve biyosorpsiyon/biyobirikim c¢alismalar1 bu
kosullarda yiiriitiilmiistiir. Ayn1 zamanda bu kosullar, Kii¢iikcekmece Golii’niin dogal

pH ve sicaklik degerleri araligindadir.

v' Biyosorpsiyon/biyobirikim calismasinda, Fe*> konsantrasyonundaki artisin, sulu
cozeltiden hiicre yiizeyine gecisi hizlandirdigi gozlemlenmistir. Hiicre ylizeyinden

hiicre i¢ine gecis ise daha yavas hizla ger¢eklesmektedir.

v Cu** iyonu konsantrasyonunun artmasi, hiicre yiizeyine alim hizim arttirdigi, buna
karsilik konsantrasyon artisi; hiicre yilizeyinden hiicre icine gec¢is hizimi azalttifi

goriilmektedir.

v Zn* konsantrasyonunun artmasi, sudan hiicre yiizeyine gec¢is hizini azaltmaktadir,
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ancak yavas da olsa ¢inko gecisi gerceklesmektedir. Hiicre yiizeyinden hiicre icine

gecis hizi ise artmaktadir.

Tekli metallerle yiiriitiilen, biyosorpsiyon/biyobirikim denemeleri sonuclari
incelendiginde, sudan (duru fazdan) hiicre yiizeyine metallerin gec¢is hizi sirasiyla;
Cu*? > Zn** > Fe*; hiicre yiizeyinden hiicre icine metal gecis hiz1 ise, Fe**>Cu** >

Zn** seklinde siralanmaktadir.

Cozelti icinde Fe™ ve Zn™ metalinin bir arada bulunmasi, demirin kararlilhigini
olumsuz olarak etkilemistir. Zn*> metalinin varlig1 Fe* biyosorpsiyonunu inhibe etmis
olmasina ragmen, Synechocystis sp. (E35) izolati Fe*?'e kars daha cok ilgi (affinity)
duymaktadir.

Fe*?-Cu** biyosorpsiyon/biyobirikim deneme setinde, Cu** metalinin toksik 6zelligi,

Fe**’nin biyosorpsiyonunu azaltmustir (antagonistik etki).

Cozelti icinde Cu** iyonlarinin bulunmasi, Zn* iyonlarinin hiicre i¢ine alim oranini

arttirmistir (Sinerjistik).

Ikili metal ¢ozeltilerinde, sudan hiicre yiizeyine metal gecis hiz1 siralamasi Zn** >Cu*?

> Fe*?; hiicre yiizeyinden hiicre igine gegis hiz1 ise Fe*> > Cu** > Zn** seklinde

siralanmaktadir.

Her ii¢ metalin bir arada bulunmasi1 halinde, deneme siiresi sonunda suda kalan metal
konsantrasyonu; Fe*?, Zn** ve Cu*® iyonlan icin sirasiyla; 0.002, 0.004 ve 0.011
mmol/L oldugu gozlemlenmistir. Dolayisiyla, Synechocystis sp. (E35) izolatinin bu ii¢
metalin bir arada bulunmasi durumunda, tercih sirasinin Fe*? > Zn*? > Cu*? oldugu

belirlenmistir.

Uc metalin bir arada bulunmasi halinde, sudan hiicre yiizeyine metal gecis hizi
siralamasinin Zn*? ~ Fe** >Cu*? oldugu goriilmektedir. Hiicre yiizeyinden hiicre icine

gecis hizi ise Fe*> >Zn**>Cu** seklinde siralanmaktadir.

Biyosorpsiyon/biyobirikim denemeleri sonunda, birim biyokiitle basina biyosorplanan

metal miktarinin, ¢ozeltideki metal konsantrasyonu ile orantilt oldugu goriilmektedir.

Synechocystis sp. (E35) izolat1 ile yapilan Fe**, Zn** ve Cu** denemeleri sonucunda,
biyosorpsiyonun hem Freundlich hem de Langmuir izoterm modeline uydugu

goriilmektedir.
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10 ppm Fe™”’e maruz birakilan Synechocystis sp. (E35) izolatina ait elektron
mikroskobu goriintiilerinde, hiicre dist polisakkarit (HDP) yapilar gozlemlenmistir. Bu
yapilarin, demirin biyosorpsiyonunda onemli rol aldiklar1 diisiiniilmektedir. Ciinkii;
elektron mikroskobu goriintiilerinde, HDP yapilarin EDS analizi sonuglarinda,

spektrumda goriinen metalin % 7.81’inin demir oldugu goriilmiistiir.

10 ppm Zn* ise; Synechocystis sp. (E35) izolatinin, HDP olusumuna sebep olmustur.

Bu yapilar, elektron mikroskobu goriintiilerinde net bir sekilde goriilmektedir.

5 ppm Cu* iyonlar da hiicrede, demirde goriildiigii kadar yogun olmamakla birlikte,
HDP yapilarin olugsmasina sebep olmustur. Dolayisiyla, Synechocystis sp. (E35)
izolatinin metallere kars1 c¢esitli savunma mekanizmalart olusturdugu elektron
mikroskobu goriintiilerinde yer almaktadir. Ayrica; izolatin metallere karsi
olusturdugu savunma mekanizmalarinin, metal tiiriine bagli olarak degistigi

gozlemlenmektedir.

Baz1 organizmalar, metallerin hiicredeki konsantrasyonlarini dengede tutmak
amaciyla, homeostatik sistemler gelistirmislerdir. Bu calismada kullanilan direngli
izolatin da, Fe**, Zn** ve Cu*® metallerine karst homeostatik sistemler gelistirdigi

diistiniilmektedir (HDP yapilar).

Bu calismanin devamina ya da baska arastiricilarin ¢calismalarina 151k tutmak amaciyla;

v

Kiiciikcekmece Golii'nden izole edilecek, yeni siyanobakteri tiirleri ile
biyosorpsiyon/biyobirikim denemelerinin yapilmasi,

Metal konsantrasyonunun siyanobakteri {izerindeki stres etkisini irdeleyebilmek
amaciyla; izole edilen izolatlarin, metalli ortama kademeli olarak alistirildiktan sonra
biyosorpsiyon/biyobirikim 6zelliklerinin incelenmesi,

Direngli izolatin, hiicre yiizeyinde bulunan fonksiyonel gruplarin infra-red (IR)
spektroskopi yontemleri ile belirlenmesi,

Direngli izolatin hiicre dis1 polisakkarit yapilar1 (HDP) iiretme ozelliklerinin ve
tiretilen HDP’nin kimyasal 6zelliklerinin tespit edilmesi,

Direngli izolatin iirettigi HDP yapilarin, izole edilmesi ve bu HDP yapilarin
biyosorpsiyon 6zelliklerinin belirlenmesi,

Biyosorpsiyon/biyobirikim denemeleri sonrasinda, hiicrede meydana gelen

degisikliklerin gozlemlenmesi igin taramali elektron mikroskobunun (Scanning
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Electron Microscopy; SEM) yam sira gecirimli elektron mikroskobu (Transmission
Electron Microscopy; TEM) teknolojilerinin de kullanilmast,

Oli, oli  immobilize ve canli immobilize siyanobakteri  hiicreleri ile
biyosorpsiyon/biyobirikim caligmalarinin siirdiiriilmesi,

Kesikli reaktorlerin yam sira siirekli reaktorlerle ¢alisilmast,

Kesikli ve siirekli reaktor denemelerinden elde edilen sonuglar goz Oniinde
bulundurularak, biyofiltre tasarimi i¢in caligmalar yapilmasi,

Tasarlanacak biyofiltrenin, Kiiclikcekmece Golii'nde belirlenecek noktalarda

performans analizlerinin yapilmasi gibi oneriler getirmek miimkiindiir.
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EKLER

Ek 1 BG11 (Blue Green) besiyeri icerigi

Stok Cozeltiler g/1000 mL. H,O
Sodyum nitrat (NaNOs) 15.0
Dipotasyum hidrojen fosfat (K,HPO,) 4.0
Magnezyum siilfat (MgS0O,4.7H,0) 7.5
Kalsiyum klorid dehidrat (CaCl,.2H,0) 3,6
Sitrik asit 0,6
Ferrik amonyum sitrat 0,6
Disodyum magnezyum EDTA 0,1
Sodyum karbonat (Na,CO3) 2,0

IM NaOH ve HCl ile pH degeri 7.1’e ayarlanir. Kat1 ortam i¢in 15 g/L agar ilave edilir.

Ek 2 iz element cozeltisi

1000 mL saf suya asagidaki bilesikler ilave edilir.

Bilesik Miktar (g)
H3BO; 2,86
MnCl,. 4H,0 1,81
ZnS0O,4. TH,O 0,222
Na,MoOs. 2H,0 0,39
CuSOs. 5H,O 0,079
Co(NO3),. 6H,O 0,0494
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Ek 3 PBS (Phosphate Buffer Saline) tamponu

Kullanilan Kimyasal Madde

NaCl

KCl

Na,HPO4

KH,PO4

2/1000 mL. H,O

0.8

0.2

1.44

0.24

IN NaOH ve HCI ile pH degeri 7.2’e ayarlanir. Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Otoklavda steril edildikten sonra kullanilir.

Ek 4 Synechocystis sp.(E35) izolatinin ikili ve iiclii metallerle probit analiz sonuclari

EC, degerleri (mg/l) | ECsy degerleri (mg/l)
Fe'? - Zn*> 1.22 7.03
Fe*? - Cu™ 0.10 3.10
Zn*? - Cu*? 0.10 3.20
Fe*> _Cu** - Zn*? 0.05 4.00
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Ek 5 EDS (Energy dispersive X-ray spectroscopy) sonuclari

FullScake 8459 cts Cursor: 0.024keV (3 os)

Sekil Ek 5.1 Kontrol kiiltiire ait genel EDS sonuclari

FullScake 783 cts Cursor: 0184 keV (25cE)

Sekil Ek 5.2 Kontrol kiiltiirde tek bir hiicreye ait EDS sonuglari
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FullScake 2053 cts Cursor: 0.131 keV (34 os)

Sekil Ek 5.3 10 ppm’lik Fe*? metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerine ait genel EDS
sonuglari

FullScak 1418 cis o: 0098 keV (37 cls )

Sekil Ek 5.4 10 ppm’lik Fe** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde demirin
yogun oldugu bolgeye ait EDS sonuclari
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FullScake 737 ok Cursor: 0.105 ke {24 cts)

Sekil Ek 5.5 10 ppm’lik Fe*? metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde demirin az
oldugu bolgeye ait EDS sonuglari

FullScake 2974 cts Cursor: 0.116keV (41 cls)

Sekil Ek 5.6 10 ppm’lik Fe*? metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde HDP
yapilarin oldugu bolgeye ait EDS sonuclari
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FullScake 2211 cts Cursor: 0.132keV (20 cls )

Sekil Ek 5.7 10 ppm’lik Zn** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerine ait genel EDS
sonuglari

FullScake 2447 ots Cursor: 0.112keV (24 cls)

Sekil Ek 5.8 10 ppm’lik Zn** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde ¢cinkonun
yogun oldugu bolgeye ait EDS sonuclari
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Spectrum 1

%

FullScake 3028 cts Cursor: 0.115keV (25 cts )

Sekil Ek 5.9 10 ppm’lik Zn** metaline maruz kalms siyanobakteri hiicrelerinde ¢inkonun az
oldugu bolgeye ait EDS sonuclari

Au Spectrum 1

FullScale 5248 cts Cursor: 0141 keV (40 cis )

Sekil Ek 5.10 5 ppm’lik Cu*? metaline maruz kalmig siyanobakteri hiicrelerine ait genel EDS
sonuglari

114



FullScake 2517 cts Cursor: 0.110keV (81 cts )

Sekil Ek 5.11 5 ppm’lik Cu*? metaline maruz kalmig siyanobakteri hiicrelerinde bakirin yogun
oldugu bolgeye ait EDS sonuclari

Spectrum 1

FullScak 5129 cts Cursor: 0121 keV (24 cls)

Sekil Ek 5.12 5 ppm’lik Cu** metaline maruz kalmis siyanobakteri hiicrelerinde bakirin az
oldugu bolgeye ait EDS sonuclari
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Serbestlik
Derecesi

1

2

10

11

12

13

14

15

995

0.00004

0.01003

0.07172

0.20699

041174

0.67573

0.98926

1.34441

1.73493

2.15586

2.60322

3.07382

3.56503

4.07467

4.60092

990

0.00016

0.02010

0.11483

0.29711

0.55430

0.87209

1.23904

1.64650

2.08790

2.55821

3.05348

3.57057

4.10692

4.66043

5.22935

975

0.00098

0.05064

0.21580

0.48442

0.83121

1.23734

1.68987

2.17973

2.70039

3.24697

3.81575

4.40379

5.00875

5.62873

6.26214

950

0.00393

0.10259

0.35185

0.71072

1.14548

1.63538

2.16735

2.73264

3.32511

3.94030

4.57481

5.22603

5.89186

6.57063

7.26094

Ek 6 Ki-Kare Test Tablosu

900

0.01579

0.21072

0.58437

1.06362

1.61031

2.20413

2.83311

3.48954

4.16816

4.86518

5.57778

6.30380

7.04150

7.78953

8.54676

Giiven Arahg (o)

750 500 250
0.10153 0.45494 1.32330
0.57536 1.38629 2.77259
1.21253 2.36597 4.10834
1.92256 3.35669 5.38527
2.67460 4.35146 6.62568
3.45460 5.34812 7.84080
4.25485 6.34581 9.03715
5.07064 7.34412 10.21885
5.89883 8.34283 11.38875
6.73720 9.34182 12.54886
7.58414 10.34100  13.70069
8.43842 11.34032  14.84540
9.29907 12.33976  15.98391
10.16531  13.33927  17.11693
11.03654  14.33886  18.24509
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.100

2.70554

4.60517

6.25139

7.77944

9.23636

10.64464

12.01704

13.36157

14.68366

15.98718

17.27501

18.54935

19.81193

21.06414

22.30713

050

3.84146

5.99146

7.81473

9.48773

11.07050

12.59159

14.06714

15.50731

16.91898

18.30704

19.67514

21.02607

22.36203

23.68479

24.99579

025

5.02389

7.37776

9.34840

11.14329

12.83250

14.44938

16.01276

17.53455

19.02277

20.48318

21.92005

23.33666

24.73560

26.11895

27.48839

010

6.63490

9.21034

11.34487

13.27670

15.08627

16.81189

18.47531

20.09024

21.66599

23.20925

24.72497

26.21697

27.68825

29.14124

30.57791

005

7.87944

10.59663

12.83816

14.86026

16.74960

18.54758

20.27774

21.95495

23.58935

25.18818

26.75685

28.29952

29.81947

31.31935

32.80132
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