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OZET

BAZI TERMOFILiK BAKTERILER YARDIMIYLA BAZI METAL
IYONLARININ AYIRMA VE ZENGINLESTIRME OLANAKLARININ
ARASTIRILMASI

Giilsen GUVEN

Doktora Tezi, Kimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Mustafa DEMIR
2010, 138 sayfa

Bu c¢alismada, silika jel tizerine immobilize edilmis Geobacillus
stearothermophilus DSMZ 22, Geobacillus toebii HBB 218, Anoxybacillus
puschionensis HBB 246, Geobacillus thermoglucosidasius HBB 269 (termofilik
bakteriyel biyokiitle) ile doldurulmus kolon kullanilarak Cu*, Zn*", Cd*, Co*,
Pb*" and Ni*" iyonlarmin zenginlestirilmesi i¢in bir metot gelistirilmistir. Silika jel
iizerine immobilize edilmis termofilik bakteriyel biyokiitleler su 6rneklerinden
analitleri secgici olarak biriktirmektedir. Metal iyonlarn1 ICP-OES ile tayin
edilmistir. Analitlerin kantitatif geri kazanimi {izerine pH, bakteriyel biyokiitle
miktari, 6rnek hacmi, eluent hacmi, eluent tiirii vb. analitik parametrelerin etkileri
arastirilmigtir. Analitlerin geri kazanim iizerine bazi alkali, toprak alkali ve baz1
metal iyonlarmin etkileri de incelenmistir. Cu**, Zn** ve Pb*”’nun biyosogurumu
icin optimum pH degeri 6’dir ve Cd*", Co** ve Ni*" i¢in optimum pH degeri 8dir.
Cu?*", Zn*, Cd*, Co*", Pb*" igin 10 mL 1 M HCI ¢bzeltisi ve Ni*" igin 1 M HNOs;
cozeltisi kantitatif eliisyon i¢in uygun bulunmustur. Optimum deneysel sartlar
altinda Cu®", Zn**, Cd*", Co*", Pb*" ve Ni*" iyonlarmin geri kazanimi % 94.6-103.1
araliginda degismektedir. Cu®*, Zn**, Cd*", Co*", Pb*" ve Ni*" iyonlarinin tayininde
metodun dogrulugunu gostermek i¢in sertifikali referans madde (atik su ¢amuru-
BCR 146-R) kullanilmistir. Belirlenen degerler sertifika degerleri ile uyumludur.
Onerilen ayirma ve zenginlestirme metodu kaynak, cesme ve nehir suyu
orneklerine uygulanmistir. Su 6rneklerine eklenen Cu*, zn*, Cd*, Co™", Pb* ve
Ni*" iyonlarinin geri kazanimlari sirastyla % 95.9-105.7, 85.8-106.3, 96.0-103.5,
93.6-105.2, 92.5-99.6 ve 97.4—103.0 araliginda bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Zenginlestirme, ayirma, termofilik bakteri, biyosogurum,
immobilizasyon, I[CP-OES
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF SEPARATION AND PRECONCENTRATION OF
SOME METAL IONS BY USING SOME THERMOPHILIC BACTERIA

Giilsen GUVEN

Ph.D. Thesis, Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Mustafa DEMIR
2010, 138 pages

In this study, a method has been developed for Cu**, Zn**, Cd*", Co*, Pb*" and
Ni*"  preconcentration by using columns packed with Geobacillus
stearothermophilus DSMZ 22, Geobacillus toebii HBB 218, Anoxybacillus
puschionensis HBB 246, Geobacillus thermoglucosidasius HBB 269
(thermophilic bacterial biomass) immobilized on silica gel. Thermophilic bacterial
biomass immobilized on silica gel selectively accumulated analytes from water
samples. Metal ions were determined by ICP-OES. The influences of analytical
parameters including pH, amount of bacterial biomass, sample volume, eluent
volume, type of eluent etc. on the quantitative recoveries of analytes were
investigated. The effects of some alkaline, alkaline earth and some metal ions on
the recoveries of analytes were also examined. Optimum pH values for the
biosorption of Cu®*, Zn** and Pb*" were 6 and optimum pH values for Cd*", Co*
and Ni*" were 8. 10 mL of 1 M HCI solution for Cu*’, Zn*", Cd**, Co*", Pb*" and
10 mL of 1 M HNOs solution for Ni*" were found to be satisfactory for the
quantitative elution. The recoveries of Cu*, Zn*, Cd**, Co*, Pb*" and Ni*" ions
were ranged from 94.6 to 103.1% under the optimum experimental conditions. In
order to validate the accuracy of the method for determination of Cu**, Zn**, Cd*",
Co™, Pb*" and Ni*" ions, certified reference material (sewage sludge-BCR 146-R)
was used. The determined values were in good agreement with the certified
values. Proposed separation and preconcentration method was applied to spring,
tap and river water samples. The recoveries of Cu®", Zn*", Cd*", Co*, Pb*" and
Ni*" added to water samples were in between 95.9-105.7, 85.8-106.3, 96.0-103.5,
93.6-105.2, 92.5-99.6 and 97.4-103.0%, respectively.

Key words: Preconcentration, separation, thermophilic bacterium, biosorption,
immobilization, ICP-OES
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1. GIRIS

Giliniimiizde organik, inorganik ve organometalik maddelerin eser diizeylerinin
gevre ve klinik drneklerde izlenmesi olduk¢a 6nem kazanmistir. Bunun yaninda
tiriin kalitesinin artirilmasinda ve denetim mekanizmalarinda eser analiz 6nemli bir
rol oynamaktadir. Genel olarak eser elementler dogal ve bozulan sistemlerde
diigik derigsimlerde bulunan, belli derisimlere yiikseldiginde ise canli
organizmalara toksik etkisi olan elementler olarak tanimlanir (Henden, 2001).

Su kirleticilerinin pek ¢ok kagnagi vardir. Bu kaynaklar dogrudan ve dolayl
kirletici kaynaklar olmak iizere iki ana gruba ayrilirlar. Dogrudan kaynaklar
endiistrilerden, rafinerilerden, atik aritma tesislerinden ve benzeri kaynaklardan
gelen atik sular1 kapsar. Dolayli kaynaklar ise yagmur suyu ile atmosferden gelen
ve topraktan/yeralti1 su sistemlerinden gelen kirleticileri kapsar.

Kirleticiler genellikle organik ve inorganik olmak {izere iki ana simif altinda
toplanir. Endiistriyel ¢6zgenler, ucucu organik bilesikler, pestisitler ve besin
iiretim atiklar1, organik su kirleticilerindendir. Inorganik su kirleticileri metalleri,
giibreleri ve endiistriyel atiklar1 kapsar. Endiistriyel atik sularda yaygin kirleticiler
vardir ve bunlarin pek ¢ogunun toksik ve kansere yol acan maddeler oldugu
bilinmektedir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Metaller cesitli endiistrilerde yaygin sekilde kullanilmaktadir. Madencilik, metal
iceren 1s1l islemler, enerji-yakit iiretimi, giibre-pestisit enddistrisi, metalurji, demir
ve ¢elik endiistrisi, elektroliz yoluyla kaplama, elektroliz, elektroozmoz, deri
is¢iligi, fotografeilik, elektrikli cihaz imalati, metal-yilizey islemleri, roket ve
atomik enerji tesisi vb. gesitli endiistriler tarafindan farkli agir metalleri igeren
atiklar iiretilmekte ve ¢cevreye dagilmaktadir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008; Wang
ve Chen, 2009).

Belirli ¢evre kosullar altinda, metaller toksik diizeylerde birikebilir ve ekolojik
zarara neden olabilir. Civa, kursun, kadmiyum ve krom(VI) toksik olarak kabul
edilir. Bakir, nikel, kobalt ve ¢inko gibi metaller toksik degildir fakat ¢evrede asiri
kullanilmalar1 durumunda ve yiiksek derisimlerde ciddi sorunlara neden olurlar.
Yiiksek toksisite ve radyoaktiviteye sahip olan uranyum gibi radyoaktif elementler
diisiik derisimlerde bile ciddi bir tehdit olustururlar. Cogu gelismis ve gelismekte
olan iilkelerde endiistriyel islemlerden desarj olan kirleticiler ile ilgili olarak daha



kati ¢evre yonetmelikleri uygulanmaya baglanmistir (Vijayaraghavan ve Yun,
2008; Wang ve Chen, 2009).

Zenginlestirme, analizlenecek eser elementin veya bilesigin oraninin, bulundugu
ortamdaki miktarina gore artirilmasi iglemine denilmektedir. Buharlagtirma, sivi-
sivi ekstraksiyonu (Antheimidis vd., 2004; Amorim ve Ferreira, 2005), se¢imli
¢ozme (Hughes ve Hannaker, 1978), ¢oktiirme ve birlikte ¢oktiirme (Chen vd.,
1997; Prasad vd., 2006), elektrokimyasal biriktirme ve ¢oktiirme (Komarek ve
Holy, 1999; Knapek vd., 2005), iyon degistirme kromotografisi, sivi kromotografi,
flotasyon, bulutlanma noktasi ekstraksiyonu (Bezerra vd., 2005; Coelho ve
Arruda, 2005), kat1 faz ekstraksiyonu (Soylak vd., 2002; Imamoglu ve Aydin,
2005) vb. yontemler eser analizlerde kullanilan zenginlestirme yontemlerindendir.

Biyolojik materyallerden bakteriler, algler, mayalar ve mantarlar, iyi performansa
sahip olmalari, diisiitk maliyetleri ve biiyiilk miktarlarda kullanima hazir olmalari
nedenleriyle agir metal uzaklastirmas: ve geri kazanimi igin son yillarda artan bir
ilgi gormektedir. Biyosogurum mekanizmalari, 6lii biyokditlelerin kullanimina
dayanirken, biyoakiimiilasyon yasayan hiicreler ilgili bir terim olarak
tanimlanmaktadir. Biyosogurum, sulu ¢6zeltiden biyokiitleye pasif baglanma yolu
ile agir metallerin uzaklagtirillmasini tanimlayan bir terimdir. Baglanma hiicre
duvarinda meydana gelen iyon degisimi, adsorpsiyon, kompleks olsumu, mikro
cokelme veya kristallenme islemlerinden bir veya birkagina dayanmaktadir
(Godlewska-Zylkiewicz, 2006; Vijayaraghavan ve Yun, 2008; Wang ve Chen,
2009).

Hem serbest hem de immobilize mikroorganizmalar hem kesikli ve hem de kolon
islemlerinde kullanilmaktadir. Sepiolit, silika jel, hidrofilik poliiiretan kopiik ve
sentetik recineler destek materyali olarak kullanilmaktadir. Immobilize hiicreler
daha iyi mekanik ozellikler (dayaniklilik, kararlilik ve gdzeneklilik) gosterir ve
serbest siispanse olmus hiicreler ile karsilastirildiginda daha az sisme gosterir (Bag
vd., 2000a; Carrilho vd., 2003; Godlewska-Zylkiewicz, 2003; Dziwulska, 2004;
Alhakawati ve Banks, 2004; Baytak ve Tiirker, 2005a; Baytak vd., 2005; Tiizen
vd., 2005; Godlewska-Zytkiewicz, 2006).

Silika jel, sismedigi veya deformasyona ugramadigi igin iyi bir mekanik
dayanikliliga sahiptir ve 1s1 islemlerine karsi dayamikhidir. Silika jel, yiizeye
dagilmis i¢ siloksan (Si—O-Si) ve silanol (Si—~OH) gruplarindan olusan amorf



inorganik bir polimerdir.  Silanol gruplari, iyonik tiirlerin baglanmasi ve
ekstraksiyonu i¢in diisiik etkilesime sebep olan zayif bir iyon degistirici olarak
bilinir (Camel, 2003; Zouab vd., 2009).

1.1. Eser Analizde Zenginlestirmenin Onemi ve Zenginlestirme
Yontemleri

“Eser element” teriminin kesin bir tanimi1 yoktur. Bu konuda bir kavram kargasasi
vardir. Jeokimyada yer kabugunun % 0.1’inden daha az miktarda bulunan
kimyasal elementler igin kullanilmaktadir. Biyoloji bilimlerinde de eser element
terimi benzer derisimler i¢in kullanilmaktadir. Bu nedenle biyolojik materyallerde
eser olan bazi elementler, jeokimyada eser olmayabilir (6rnegin demir). “Eser
element” terimi elementlerin ¢esitli kimyasal 6zelliklerini de kapsamaktadir. Eser
diizeydeki katyonlara genellikle “eser metaller” veya “agir metaller”
denilmektedir. Eser metalloidlere, “eser elementler” denilmektedir. “Mikro besin
maddeleri”, “esansiyel elementler” ve “toksik elementler” gibi diger terimler
maddelerin fizyolojik fonksiyonlari ile iliskilidir. Bu terimlerin tiimii yetersizdir ve
bu terimlerin literatiirde 6zensiz kullanilmalari nedeniyle biiyiik bir karisiklik
ortaya ¢ikmaktadir. Bu terim IUPAC gibi herhangi bir otorite tarafindan su ana
kadar tanimlanmamuistir (Kabata-Pendias ve Mukherjee, 2007).

“Eser elementler” literatiirde, jeolojik, biyolojik, cevresel ve endiistriyel
materyallerde pg/g (ppm), ng/g (ppb) ve pg/g (ppt) diizeylerinde bulunan
elementler olarak tanimlanmaktadir. Pek ¢ok modern enstriimantal analiz
teknikleri (atomik, elektrokimyasal vb.) eser elementlerin tayini ve dedeksiyonu
icin kullanilmaktadir. Bu tekniklerin birgogunun yiiksek hassasiyet ve segicilige
sahip olmasiyla birlikte ger¢cek 6rneklere dogrudan uygulanmalart;

e  Analizi istenen eser elementlerin derisimleri ¢ok diisiik oldugunda,

e  Ornekte girisim yapan kimyasal maddeler bulundugunda,

e Ornek, oldukga toksik ve radyoaktif oldugunda,

e  Analizi istenen eser elementler 6rnekte homojen bir sekilde dagilmadiginda,

e  Uygun kalibrasyon standartlart mevcut olmadiginda,



e  Ornegin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri dogrudan tayine uygun olmadifi
durumlarda,

e  Analizi istenen eser elementin kimyasal tiirlemesi istenildiginde,
miimkiin degildir, zordur veya sakincalidir (Mizuike, 1986).

Inorganik eser analizde analizi istenen eser elementlerin zenginlestirilmesi,
gozlenebilirlik sinirini digiirmek, analitik sonuglarin dogrulugunu ve kesinligini
gelistirmek ve tayin tekniklerinin uygulama alanimi genisletmek i¢in tayin 6ncesi
gereklidir. Yiiksek secicilik ve hassasiyete sahip birgok analitik teknik
bulunmasina ragmen 6rnek i¢indeki analitin ¢ok diisiik derisimlerde bulunmasi
nedeniyle ¢cogu kez bir zenginlestirme islemi gerekli olmaktadir. Bazen de ortamda
bulunan bazi bilesenler analite zarar verdiginden mutlaka ayirma isleminin

uygulanmasi gerekebilir (Mizuike, 1986; Camel, 2003).

Eser analizlerde, eser bilesenleri zenginlestirmek icin uguculastirma, sivi-sivi
ekstraksiyonu, se¢imli ¢6zme, birlikte ¢oktlirme, elektrokimyasal biriktirme, sivi
kromotografi, flotasyon, kati faz ekstraksiyonu vb. yontemler giliniimiizde

kullanilan yontemlerdir.
1.1.1. Uguculastirma

Bu yontem, kolay ugucu olan veya kolayca ugucu bilesiklerine donistiiriilebilen
elementlere uygulanir. Inorganik eser analizde metallerin uguculastirma ile
zenginlestirilmeleri yaygin degildir. Ancak, matriks ile tayini yapilacak eser
element arasinda uguculuk farki biiyiik oldugunda uygulamanin basarili olma
olasilig yiiksektir.

1.1.2. Sivi-Siv1 Ekstraksiyonu

Sivi-sivi  ekstraksiyonu, sivi Ornekler i¢in hala en yaygin ekstraksiyon
tekniklerinden biridir. Islemin kolayhig ile birlikte, bu teknigin dezavantaji
spesifik olmamasidir. Cok fazla miktarda organik ¢ozilicii kullanilir, birka¢ adim
gerektirir, zaman alicidir ve otomasyonu zordur. Son yillarda gelistirilen
yontemler organik ¢oziiclilerin kullanimini azaltti§indan yeni teknikler bu teknigin
yerini almaktadir (Langas, 2003).



Sivi-sivi ekstraksiyonu yonteminde birbiriyle karismayan iki sivi vardir. Sivi-sivi
ekstraksiyonu uygulamalarinda bir faz genellikle su fazi iken diger faz organik
coziiclilerdir. Bu yontem eser analizde, basit bir ydontem olmasinin yaninda yaygin
olarak kullanilmasi ve hizli uygulanabilen bir yontem olmasi nedeniyle 6nemli bir
zenginlestirme teknigidir. Sivi-sivi ekstraksiyonu yonteminde ya ana bilesenler
ortamdan uzaklastirilirken eser elementler sulu fazda birakilir veya sulu fazdaki

eser elementler selatlar1 veya iyonik kompleksleri seklinde organik faza alinir.
Analitin iki faz arasinda dagilmasi, dagilma katsayisi ile ifade edilir.
Kp= [X]p/[X]a

Burada Kp dagilma katsayisini, [X]g B fazinda ¢dziinen maddenin derisimini ve
[X]a A fazinda ¢ozlinen maddenin derisimini géstermektedir (Mizuike, 1983;
Mitra, 2003).

1.1.3. Flotasyon

Flotasyon yontemi, ¢0zeltide bulunan iyonlarin hidrofilik ve hidrofobik
Ozelliklerini kullanarak ¢ozelti icerisinde kabarcik olusturarak suda yiizmesi veya
batmasi ile diger bilesenlerden ayrilmasini saglayan bir zenginlestirme yontemidir.
Flotasyon yontemi, 6zellikle sanayide metallerin zenginlestirilmesi islemlerinde
kullanilmaktadir. Genelde siilfiirlii cevherlerin ayristirllmasinda  kullanilir.
Flotasyon yontemi ile ozellikle bakir, kursun ve ¢inko cevherleri
zenginlestirilmektedir. Madencilik sektoriinde Onemli bir zenginlestirme

yontemidir.
1.1.4. Birlikte Coktiirme

Bu yontemde biiyiik yiizey alanma sahip olan organik ve inorganik karakterli
cokelek olusturularak, eser elementlerin bu ¢okeleklerin iizerinde adsorplanmalari
saglanir. Coktiirme yonteminde, eser bilesenler tek basina ayrilabildigi gibi ana

bilesenler de ayrilabilir. Ortamin pH’s1 denetlenerek se¢imlilik saglanir.

Eser elementlerin birlikte ¢oktiirme ile nitel olarak ayrilmasinda, kolektor adi
verilen tastyicilar kullanilir. Ornek ¢dzeltisine, yeterli miktarda ¢okelek olusmasini
saglayacak kadar tasiyici ilave edilir. Bu ¢okelegin olusumu sirasinda eser
elementler ¢okelek iizerinde adsorplanirlar.



Tastyicinin adsorplayici 6zelliginden yararlanilarak eser metal iyonlarinin hem
ortam bilesenlerinden ayrilmasi, hem de zenginlestirilmesi saglanir. Coktiirme

isleminden sonra siizme iglemi ile ¢okelek ¢ozeltiden ayrilir (Kartal, 2004).
1.1.5. Elektrokimyasal Biriktirme

Elektrolitik biriktirme olarak da adlandirilan bu yontem, ¢esitli ¢ozeltilerden eser
miktardaki agir metallerin ayrilmasi i¢in uygun bir yontemdir. Bu ydntem, eser
miktardaki agir metallerin kat1 bir ¢alisma elektrodu iizerinde elektrolizle birikip
sonra kiiciik bir hacim igerisine siyrilmasi esasina dayanir. Elementin elektrolitik

biriktirilmesine etki eden faktorler:

o Ornegin bilesimi,

. Elektrot tiirii ve sekli,

. Elektroliz hiicresi ve elektroliz hiicresinin seklidir.

Kat1 elektrotlarla veya elektrot olarak Hg kullanilarak ¢ozeltideki pek ¢cok element
uygun kosullar altinda elektrotlar {izerinde toplanabilir. Ornegin;

Ag, Au, Bi, Cd, Co, Fe, Ni, Pd, Pb, Sb, Sn, Te ve Zn platin katotta metaller
halinde,

Co, Mn, Ni, Pb ve Tl platin anotta oksitleri halinde,

Cl, Br, I ve S ise giimiis anotta halojentir veya siilfiirleri halinde elektrolitik olarak

toplanir.

Elektrot iizerinde toplanan metaller, zit yonde bir potansiyel taramasi ile elektrot
yilizeyinden siyrilarak tayin edilebilir. Elektrot iizerinde toplanan metallerin

mineral asitlerle ¢6ziilerek tayini de miimkiindiir (Mizuike, 1983).
1.1.6. Kat1 Faz Ekstraksiyonu

Atomik absorpsiyon spektrometri, ICP-OES gibi analitik tekniklerin segicilik ve
hassasiyetine ragmen c¢ok sayida oOrnekte (6zellikle su orneklerinde) diisiik
derisimlerde olmalari nedeniyle analiz 6ncesi eser elementlerin zenginlestirilmesi

sik¢a kullanilmaktadir. Kat1 faz ekstraksiyonu ¢ok sayida onemli avantajlar sunan



bir yontemdir. Kat1 faz ekstraksiyonu, ¢dzgen kullanimini, atik maliyetlerini ve
ornek hazirlama i¢in gerekli ekstraksiyon zamanimi azaltir. Son yillarda kati faz
ekstraksiyonu 0Ozellikle su Orneklerinde metal iyonlarmin ayirma ve hassas

tayinleri i¢in bagarili bir sekilde kullanilmaktadir.

Kati1 faz ekstraksiyonunun prensibi, ¢oziinenin iki faz arasinda dagilmasina
dayanan sivi-sivi  ekstraksiyonuna benzer. Bununla birlikte  sivi-sivi
ekstraksiyonundaki gibi ¢oziinenin birbirine karismayan iki sivi yerine, bir sivi
(6rnek matriksi) ve bir kat1 faz (sorbent) arasinda dagilmasina dayanir. Bu teknik,
kat1 sorbent lizerine sogurum ile ¢ozeltiden analitlerin zenginlestirilmesini ve
saflastirilmasini saglar. Temel yaklasim, analitleri tutan bir adsorbani igeren kolon,
kartus, tiip veya disk i¢inden sivi 6rnegin gegirilmesine dayanir. Numunenin tiimi
sorbent iginden gegcirildikten sonra tutulan analitler uygun bir ¢ozgen ile geri
kazanilir. Kati faz ekstraksiyonunun ilk deneysel uygulamalar1 yaklagik 50 yil
once baglamistir. Bununla birlikte sivi-sivi ekstraksiyonu yontemine alternatif bir
yontem olmaya 1970’lerin ortalarinda baglamistir.

Bir kat1 faz ekstraksiyonu metodu Sekil 1.1°de de gosterildigi gibi birbirini takip
eden dort basamaktan olusur. ilki, kat1 sorbentin uygun ¢dzgen ile 1slatilmas1 yani
kosullandirilmasidir. Dolgu materyalinin 1slatilmasini sagladigi i¢in bu adim g¢ok
onemlidir. Ek olarak bu islem dolgu veya sorbentte baslangicta bulunabilecek
muhtemel kirliliklerinin uzaklastirilmasin1  saglar. Kosullandirma ve 6rnek
saflastirma basamaklar1 arasinda kat1 sorbentin kurumasina izin verilmemelidir.
Aksi halde analitler etkin bir sekilde tutulmayacak ve diisiik geri kazanimlar elde

edilecektir.
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Sekil 1.1. Kat1 faz ekstraksiyonu i¢in dort temel adim (Mitra, 2003)

Sorbent birkag dakikadan fazla bir siire i¢in  kurutulursa tekrar
kosullandirilmalidir. ikinci adim kat1 sorbent iginden 6rnegin siiziilmesidir. Ornek
hacimleri 1 mL’den 1 L’ye kadar degisebilir. Ornegin kolondan gegirilmesi kendi
dogal haliyle (yercekimi ile) olabilecegi gibi, bir pompa veya vakum sistemi
yardimiyla da olabilir. Ornek akis hizi analitlerin etkin bir sekilde tutulmasini
saglayacak kadar diisiikk olmali, ancak, asir1 beklemeyi dnleyecek kadar da yiiksek
olmalidir. Bu adim esnasinda analitler sorbent iizerinde tutulur. Matriks
bilesinlerinden bazilar1 kati sorbent tarafindan tutulurken bazilar1 sorbentte
tutulmadan gecer. Uciincii basamakta kat1 sorbent diisiik eliisyon siddetine sahip

uygun c¢ozgen ile yikanabilir (tercihe baglidir). Bu islem kati sorbent ile



tutulabilecek matriks bilesenlerinden bazilarini uzaklastirmak icin, eger analitler
etkilenmiyor ise kullanilabilir. Son basamak, ilgilenilen analitlerin uygun ¢dzgen
ile elue edilmesidir. C6zgen hacminin, genellikle kantitatif geri kazanimlar elde

edecek yeterlilikte olmasi istenir.

Pek ¢ok fonksiyonel grup atomlari eser elemetler ile selat olusturabilir. En sik
kullanilan atomlar, azot (aminler, azot gruplari, amidler, nitriller), oksijen
(karboksil, hidroksil, fenol, eter, karbonil, fosforil gruplari) ve siilfiir (tiyol,
tiyokarbamatlar, tiyoeterler)’diir. Fonksiyonel grubun tiirii eser elementlere karsi
ligandin segiciligi konusunda bir fikir verebilir.

Iz elementlerin klasik s1vi-siv1 ekstraksiyonlari genellikle zaman alicidir ve yogun
is giicli gerektirir. Ek olarak sicaklik, pH ve iyonik siddet gibi ekstraksiyon
kosullarinin dikkatli bir sekilde kontrol edilmesi gerekir. Kati faz ekstraksiyonu
teknigi, ¢cozgenlere maruz kalmay1 ve ¢ozgenlerin tiikketimini, atik maliyetlerini ve
ekstraksiyon zamanini azalttigi icin ilgi g¢ekicidir. Zenginlestirme faktorlerini
yiikseltme ihtimali yaninda yiiksek geri kazanimlara ulasilmasina olanak saglar.
Farkli 6rneklerden eser metallerin zenginlestirmesi i¢in uygulama, ¢ozeltidekinden
daha kararli bir kimyasal formda kati ylizeyinde hedef tiirlerin sogurumu
nedeniyle olduk¢a yaygindir. Sonug olarak, kati sorbentlerin ¢ok genis segeneginin
olmasi nedeniyle kati faz ekstraksiyonu, sivi-sivi ekstraksiyonuna gore daha genis
bir uygulama aralig1 saglar. Bu sebeplerden dolayi kati faz ekstraksiyonu metotlari

cesitli yontemlerin yerini alma egilimindedir.

Sivi-sivi ekstraksiyonu, yliksek safliktaki yiiksek hacimli ¢6zgenlerin kullanimini
gerektirir. Boylelikle diisiik zenginlestirme faktorlerine ulagilir. Kati faz
ekstraksiyonunun kullanimi  ise es =zamanli olarak eser elementlerin
zenginlestirilmesini ve girisimlerin uzaklastirilmasini da saglar. Kirlenmeye neden
olabilen ve oldukca toksik olan organik ¢dzgenlerin kullanimini azaltir. Ornek
hacminden daha kiigiik hacimlerde tutulan bilesiklerin eliisyonu ile ekstraktin
zenginlestirilmesi kolaylikla saglanabilir (Camel, 2003).

1.1.6.1. Geri kazanim

Bilinen miktarda analit eklenen 6rneklerin geri kazanimi, kat1 fazdan elue edilen
analit miktarinin Ol¢lilmesi ile hesaplanir. Alikonma ve eliisyon, kati faz

ekstraksiyonu metodunun iki asamasidir. Bununla beraber 6lgiilen deger, sogurum
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ve eliisyon basamaklarinda elde edilen geri kazanimlarin her ikisini de
kapsamaktadir.

Geri kazanim = sogurum verimi x desorpsiyon verimi

Eger sogurum % 50 verimle fakat desorpsiyon %100 verimle gerceklesti ise
olgiilen geri kazanim % 50°dir. Elde edilen geri kazanim sogurum ve desorpsiyon
veriminin bir bilesimidir. Bu ylizden metot gelistirme, hem desorpsiyon kontrol
edilirken sogurumun optimize edilmesini, hem de sogurum kontrol edilirken
desorpsiyonun kontrol edilmesini gerektirir. Alternatif olarak, istatiksel faktoriyel
tasarim kati1 faz ekstraksiyonu i¢in 6nemli degiskenlerin kisa siirede optimize
edilmesi ve tayin edilmesi i¢in kullamlabilir. ki yaklasimdan biri kullanilarak
ormek pH’1i, 6rnek hacmi ve kati faz kiitlesi gibi alikonmay1 etkileyen onemli
faktorlerin ele alinmasi dnemlidir (Mitra, 2003).

Geri kazanim veya geri kazanmim faktorii (R) terimleri, analitik metottaki
ekstraksiyon adiminda veya zenginlestirmede, analitin ortamdan ayrilma verimini

gostermek i¢in kullanilmaktadir.

~Q, (verim)
A Q, (orijinal)

Burada Qa (orijinal), orijinal &rnekteki analit miktaridir ve Qa (verim) ise A

analitinin geri kazanilan miktaridir.

Eger geri kazanim R,, bir standart katma veya spike islemi kullanilarak 6lgiiliiyor
ise

— QA(O+S)_QA(O)
* Q. (S)

seklinde ifade edilir. Burada Q4(S), eklenen A analitinin miktaridir ve QA(O + S),
spike orneginden zenginlestirilen A analitinin miktaridir. QA(O), orijinal 6rnekten
gelen A analitinin miktaridir. Spike testindeki analit derisimi, yeterince yani
seyrelme ile bozulmayi azaltacak kadar yiiksek olmali (Burns vd., 2002).
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1.2. Zenginlestirilen Metallerin Genel Ozellikleri
1.2.1. Bakir

Bakir, periyodik tabloda IB grubunda bulunmaktadir. Yogunlugu 20 °C’de 8.96
g/em’ ve erime noktas1 1083 °C’dir. Bakir dogada daha ¢ok bilesikleri halinde ve
az da olsa metalik halde bulunur. En ¢ok bulunan mineralleri oksit, karbonat ve

stulfiir mineralleridir.

En iyi metalik iletkenlige sahip oldugu icin, sanayide elektrik kablolarmnin ve
tellerinin, elektrik cihazlarinin yapiminda kullanilir. Cok 1iyi 1s1 iletkenliginden

dolay1 da kazan gibi malzemelerin yapiminda yararlanilir.

Insan viicudunda yaklasik olarak 100—150 mg kadar bakir bulunur. Bunun %10’u
karaciger ve beyinde, geri kalani ise kandadir. Bakir bir¢ok enzimin fonksiyonunu
ve kalp caligmasini diizenler. Viicudun giinliik bakir ihtiyact 1.5-3 mg arasinda
degisir. Bakir eksikliginde demir eksikliginde goriilen benzer durumlar olusur.
Halsizlik, solukluk ve 6dem olusur. Bakir fazlaligi, bakir eksikligine gore daha
fazla gozlenen bir durumdur. Bakirin viicutta fazla birikmesi ruhsal sorunlar,
hafiza eksikligi, istahsizlik, sizofreni, eklem ve adale agrilar1 gibi sorunlara neden
olabilmektedir. Cok yiiksek diizeyde alinan bakir ise kronik ve akut zehirlenmeye
neden olabilir. Bakir fazlaligi, depolanmis sularin kullanilmasi ve bakir kaplarda
yemek pisirilmesi sonucunda kolayca olusmaktadir (Botes, 2003; Tezcan ve
Tezcan, 2007).

1.2.2. Cinko

Cinko periyodik tabloda I1IB grubunda bulunmaktadir. Yogunlugu 20 °C’de 7.14
g/em’ ve erime noktas1 419 °C’dir. Cinko mineralleri dogada genellikle kursun
mineralleri ile birlikte bulunur. Yer kabugunun % 0.013’{iniin ¢inko oldugu
tahmin edilmektedir.

Cinko temel olarak, demir ve ¢elik malzemelerin korozyona karsi koruyucu
kaplamalarinda (galvanizleme), boya ve ilag sanayisinde, pillerde, ¢inko alagim

dokiimlerinde, anahtar, kap1 kolu gibi malzemelerin yapiminda kullanilmaktadir.

Cinko insan sagligi i¢cin ¢ok Onemli bir elementtir. Kirmizi kan hiicrelerinde

bulunur. Pankreasta bulunan ¢inko insiilin depolanmasina yardim eder. Cinkoya
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olan giinliikk ihtiyacimiz yaklasik 15 mg kadardir. Cinko giinliik ihtiyacin altinda
alindig1 zaman, ¢ocuklarda 6grenme yeteneginin sinirli olmasi, sa¢ dokiilmesi, tat
almama gibi bazi rahatsizliklara neden olmaktadir (Botes, 2003; Tezcan ve
Tezcan, 2007).

1.2.3. Kadmiyum

Kadmiyum, yumusak ve elektropozitif bir metaldir. Periyodik tablonun IIB Grubu
iiyesidir. Metalin yogunlugu 20 °C’de 8.6 g/cm’ ve erime noktas1 320.9 °C’dir.
Kadmiyum gevrede bol bulunmaz. Genellikle ¢inko igeren cevherler ile birlikte
bulunur. Cinko mineralleri ile birlikte kadmiyum karbonat ve kadmiyum siilfiir

seklinde bulunur.

Kadmiyum, Ni-Cd pillerinin tiretiminde kullanilmaktadir. Ayrica fotografcilikta,
galvanoplastide, pamuk boyamaciliginda, cam ve porselen sanayisinde, floresans
ekranlarda, tibbi antiseptiklerde, boyalarda, renkli sabunlarda, tekstilde,
seramiklerde ve matbaa miirekkebi yapiminda kullanilmaktadir.

Kadmiyum oldukga zehirli bir maddedir. Kadmiyum partikiilleri yere veya suya
diismeden havada ¢ok uzun mesafeler alabilirler. Ozellikle insan saglig: i¢in ¢ok
tehlikelidir. Diisiik diizeyde alinsa bile viicutta birikebilir. Kadmiyum, havadan
solunarak, sigara dumanindan ve kadmiyumla kirlenmis sularin igilmesiyle viicuda
almir. Hayvanlar ile yapilan deneylerde kadmiyum, tansiyon yiikselmesine,
kandaki demir diizeyinin diigmesine, karaciger hastaliklarina, sinir sistemi ve
beyin hastaliklarina neden olmaktadir. Hayvan deneylerinde kadmiyumun kansere
neden oldugu tespit edilmistir (Botes, 2003; Tezcan ve Tezcan, 2007).

1.2.4. Kobalt

Kobalt, periyodik tablonun VIIIB grubunda yer alir. Yogunlugu 20 °C’de 8.9
g/em’ ve erime noktasi 1495 °C’dir. Ferromanyetik bir metal olan kobalt, 5zellikle
1stya dayanikli manyetik alanlarda kullanilir. Kobalt bilesikleri yiizyillardan beri,
sirlara ve seramiklere mavi renk kazandirmakta kullanilmistir. Kobalt dogada
yaygin bulunmakla birlikte, yer kabugunun yalnizca % 0.001’ini olusturmaktadir.
Kobalt, genellikle bilesiklerinde +2 ya da +3 degerliklidir, fakat +4, +1, 0 ve -1
degerlikli oldugu bilesikleri de vardir.
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Kobalt, korozyona dayanikli ¢eliklerde, discilikte protez yapilmasinda, elektrik
direng tellerinde, boyalarin ve emayelerin yapilmasinda, elektrolitik kaplamada
kullanilmaktadir.

Kobalt, antianemik karaciger faktorii olan B12 vitamininin bilesimine katilir. Cok
diisiik derisimlerde alinan kobaltin, insan ve hayvan saglig1 {izerine olumsuz etkisi
yoktur. Bununla beraber yiiksek derisimlerde sindirim sistemindeki bolgesel
tahribat1 nedeniyle kusma ve mide bulantisina neden olabilir. Diger bilinen
olumsuz etkileri, pankreasa, bobrege ve kalbedir. Kobalt ayrica mutajen ve
kanserojen etkiye sahiptir (Botes, 2003; Tezcan ve Tezcan, 2007).

1.2.5. Kursun

Kursun periyodik tablonun IVA grubunda yer almaktadir. Yogunlugu 20 °C’de
11.34 g/cm® ve erime noktasi 327.4 °C’dir. Kursun, yumusak, mavimsi beyaz bir

metaldir. En 6nemli kursun minerali galendir.

Kursun, boru yapiminda, akii yapiminda, mermi yapiminda, telefon, telgraf ve
elektrik kablolarinin kaplanmasinda, radyasyona karsi koruyucu olarak, kristal

cam imalatinda, lens iiretiminde kullanilmaktadir.

Kursun buharlart ve biitiin kursun bilesikleri zehirlidir. Viicuda alinan kursun
disariya atilmaz, viicutta birikir. Kursun ve kursun bilesikleri ile calisanlarda
zehirlenmeler sikga goriiliir. Bu nedenle, gidalarin hazirlanmasinda ve
ambalajlanmasinda kursun kaplarin kullanilmasi yasaktir (Botes, 2003; Tezcan ve
Tezcan, 2007).

1.2.6. Nikel

Nikel periyodik tabloda VIIIB grubunda bulunmaktadir. Yogunlugu 20 °C’de 8.9
g/em’ ve erime noktasi 1453 °C’dir. Nikel, dogada bilesikleri halinde bulunur.

Nikelin +2 degerlikli hali en fazla gézlenen formudur. Nikel, asitlere, bazlara ve
diger oksitleyici maddelere karst direnglidir. Metal parlakligint atmosfer
korozyonu altinda bile gostermesi nedeniyle genis bir kullanim alanina sahiptir.
Celik, bakir ve aliiminyumdan yapilmis alagimlarin elektrolitik kaplanmasinda

kullanilir. Kadmiyum pillerinde ve elektronik sanayisinde, paslanmaz celikte,
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asinmaya direncli alagimlarin yapiminda, cama yesil renk vermekte, otomobil

aksamlarinin yapiminda ¢okga kullanilan bir metaldir.

Nikel, insanlar, hayvanlar ve bitkiler i¢in toksik etkiye sahiptir. Ayrica nikelin
kanserojen 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (Botes, 2003; Tezcan ve Tezcan,
2007).

1.3. Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri ve Agir Metal
Biyosogurumunda Mikroorganizmalar

1.3.1. Mikroorganizmalarin Genel Ozellikleri

Biyosogurum mekanizmasini anlamak i¢in mikroorganizmalarin temel yapisini
bilmek gerekir. Mikrobiyal hiicreler temelde prokaryotik ve 6karyotik olmak iizere
iki farkli hiicre yapisina sahiptir. Prokaryotik hiicreler, karyotik hiicrelere gore
daha basit ve daha kiiciik yapidadirlar. Genel olarak, bir plazma membram
olmasina ragmen, genis, karmasik, i¢ membran sistemlerine sahip degildir.
Tersine, Okaryotik hiicre bir membran ile g¢evrelenmis ¢ekirdege ve pek cok
membran organellerine sahiptir. Okaryotik hiicreler, prokaryotlara gére morfolojik
acidan daha karmasik ve genellikle daha biiyiiktiir. Algler, mantarlar, tek
hiicreliler, yiliksek bitkiler ve hayvanlar, Okaryotiktir. Bakteriler ve arkeler,
prokaryotlar olarak bilinmektedir (Wang ve Chen, 2009).

1.3.2. Bakterilerin Hiicre Duvar Bilesenleri

Tiim bakterilerin hiicre duvar1 ayni degildir. Aslinda hiicre duvari bilesimi bakteri
tirlerinin ayirt edilmesinde ve analizinde en Onemli faktdrlerden biridir.
Bakteriler, Gram-negatif ve Gram-pozitif olmak iizere iki temel gruba ayrlir. Bu
iki grup arasindaki temel fark Gram-boyamaya dayandirilmigtir. Gram-boyama
tepkimesinin temeli hiicre duvan yapisindaki farkliliga dayanir. Gram-negatif
hiicre duvari ¢ok tabakali ve karmasik iken, Gram-pozitif hiicre duvari esas olarak

tek tip bir molekiilden olugsur ve genellikle ¢ok daha kalindir (Sekil 1.2).

Bakterideki hiicre duvart sert bir tabaka icerir. Bu tabaka duvarn giglii
olmasindan birinci derecede sorumludur. Gram-negatif bakteride bu sert tabakanin
disinda bazi ek tabakalar daha vardir. Peptidoglikan adi verilen bu polisakkarit N-
asetil-glukozamin ve N-asetilmuramik asit olmak iizere iki tip seker tiirevi ve az

sayida Ozgiil amino asit igerir. Bu amino asitler L-alanin, D-alanin, D-glutamik
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asit veya lizin ya da diaminopimelik asittir. Bu bilesenler tekrarlanan bir yap1 olan
glikan tetrapeptidi olusturacak sekilde birlesirler. Gram-pozitif bakteride hiicre
duvarmin % 90’1 peptidoglikandan olusur. Gram-pozitif bakteriler amino asit
kopriileri ile baglanmig kalin bir peptidoglikan tabakasindan olusur. Gram-pozitif
bakteride peptidoglikan iist iiste yigilmis yaklasik 25 tabaka icerir. Capraz bagl
peptidoglikan molekiilleri bir ag seklindedir ve bir kafes gibi hiicreyi kaplarlar.
Teikoik asit monomerlerinin arasinda fosfodiester baglarinin bulunmasi nedeniyle,
teikoik asitler Gram-pozitif hiicre duvarinin tamamina negatif yiik saglar. Gram
negatif bakteride duvarin yaklasik % 10’u peptidoglikan, geri kalan biiyiik kismi
ise dis zar yapisindadir. Buna ek olarak hiicre duvari, fosfolipidler ve
lipopolisakkaritlerden olusan ek bir dis membran igerir. Gram-negatif hiicre
duvarn tizerindeki negatif ylikiin tamamu lipopolisakkaritlerden kaynaklanir (Sekil
1.3). Gram-pozitif bakterilerin birgogu, hiicre duvarina gomiilii halde asidik
bilesikler igerir ve bunlar teikoik asitler olarak adlandirilir. Teikoik asitler ve
Gram-pozitif hiicre duvarinin genel yapisi Sekil 1.4’de verilmektedir. Teikoik asit
terimi, gliserofosfat ya da ribitol fosfat kokleri igeren, duvar, zar ve kapsiil
polimerlerinin tiimiinii kapsar. Teikoik asitler negatif yiikli olduklari i¢in, hiicre
yilizeyinin negatif elektrik yilikiinden sorumludurlar. Teikoik asitler, kovalent
olarak zar lipidlerine baglandiklarinda lipoteikoik asitler adin1 almaktadirlar.
Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvari, peptidoglikanlari, teikoik asitleri ve
teikuronik asitleri icerirken, Gram-negatif bakterilerin hiicre  duvari,
peptidoglikanlari, fosfolipidleri ve lipopolisakkaritleri igerir. Bu anyonik
fonksiyonel gruplar hiicre duvarinin anyonik karakterinin ve metal baglama
yeteneginin birincil derecede sorumlusudur (Vijayaraghavan ve Yun, 2008;
Madigan ve Martinko, 2010).
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Sekil 1.2. Gram-pozitif ve gram-negatif hiicre duvarlarinin gematik ¢izimleri
(http://www biltek.tubitak.gov.tr/bilgipaket/canlilar/monera/poznegfark.htm)
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Sekil 1.3. Gram-negatif hiicre duvarinin genel yapis1 (Madigan ve Martinko, 2010)
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Sekil 1.4. Teikoik asitler ve Gram-pozitif hiicre duvarinin genel yapisi
(Madigan ve Martinko, 2010)

1.3.3.Termofilik Prokaryotlar

Termofilik yasam, suyun kaynama sicakligina kadar olan ve hatta kaynama
sicakligin1 da icine alan yiiksek sicakliktaki ortamlarda varligini stirdiiriir.
Yaklagik 65 °C’nin iizerindeki sicakliklarda sadece prokaryotik yasam tiirleri
bulunur. Optimum gelisme, sicakligt 45 °C’nin {izerinde olan organizmalar
termofiller, 80 °C’nin iizerinde olanlar ise hipertermofiller olarak adlandirilir. Bu
kadar yiiksek sicakliklar dogada sadece belirli alanlarda bulunur. Dogadaki en
genis asir1 sicak ortamlar volkanik olaylarla iliskilidir. Sicak su kaynagindan ¢ikan
su, kaynaktan uzaga dogru aktik¢a derece derece sogur ve bir sicaklik gradiyenti
olusur. Bu gradiyent boyunca farkli sicaklik araliklarinda gelisen farkli
mikroorganizma tiirleri yer alir. Termofilik prokaryotlar yapay sicak ortamlarda da
bulunurlar. Elektrik santralleri, endiistriyel sicak su desarjlart ve diger yapay
sicaklik kaynaklari termofillerin gelisebildigi ortamlari olustururlar (Madigan ve
Martinko, 2010).



18

1.3.4. Agir Metal Biyosogurumunda Mikroorganizmalar

Biyolojik materyaller 6zellikle bakteriler, algler, mayalar ve mantarlar, iyi birer
performansa sahip olmalari, diisiik maliyetli ve biiyiik miktarlarda kullanima hazir
olmalar1 nedeniyle agir metal uzaklastirmasi ve geri kazanimi i¢in artan bir ilgi
gormektedir. Biyokiitle, tek fonksiyonel grup igeren iyon degistirici reginelerin
tersine karboksil, imidazol, siilfidril, amino, fosfat, siilfat, tiyoeter, fenol, karbonil,
amid ve hidroksil gruplarini kapsayan cesitli bolgeler igerir. Fonksiyonel gruplarin
¢oklugu, metalik elementlerin ozellikle agir metallerin  sulu ¢dzeltiden
uzaklagtirilmasi ve zenginlestirilmesinde avantaj saglamaktadir (Madrid vd., 1996;
Pérez-Corona vd., 1997; Madrid ve Camara, 1997; Bag vd., 1998; Vecchio vd.,
1998; Zhu ve Li, 2001; Cabanero vd., 2002; Cabuk vd., 2006; Tuzen vd., 2008;
Wang ve Chen, 2009).

Biyoakiimiilasyon ve biyosogurum metallerin uzaklastirilmasi igin yaygin
metotlarmn yerini almak igin iyi bir potansiyele sahiptir. Biyokiitle terimine
dayanan biyoakiimiilasyon ve biyosogurum kullanimlar1 bazi durumlarda
karigtirllmaktadir. Bu noktada, biyosogurum mekanizmalari, 6lii biyokiitlelerin
kullanimina dayanirken, biyoakiimiilasyon yasayan hiicreler ilgili bir terim olarak
tamimlanir. Tam olarak biyoakiimiilasyon canli hiicreler tarafindan toksik
maddelerin hiicre igerisine alinmasi olarak tanimlanabilir. Toksik madde hiicre
icine tasinabilir, hiicre i¢inde biriktirilebilir, hiicre membranina gegebilir ve hiicre
metabolik ¢evriminden gecebilir. Biyosogurum, yaygin olarak olii/aktif olmayan
biyolojik materyaller ile veya biyolojik kaynaklardan {iretilmis materyaller ile
toksik maddelerin pasif olarak alinmasi seklinde tanimlanabilir. Biyoakiimiilasyon
ve biyosogurum terimleri sirastyla metabolizmaya bagh islem ve metabolizmadan
bagimsiz islem olarak da adlandirilmaktadir. Biyosogurum, biyoakiimiilasyon
islemlerine gore dogasinda var olan bazi avantajlara sahiptir. Bu avantajlar Cizelge
1.1’de listelenmektedir. Biyosogurum, metabolizmadan bagimsiz olarak hiicre
duvarinda gerceklesir. Tutma i¢in séz konusu olabilecek mekanizmalar biyokiitle
tiiriine gore degisiklik gostermektedir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008; Maqulelra
vd., 2004).
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Cizelge 1.1. Mikroorganizmalarin  biyoakiimiilasyon ve biyosogurum
ozelliklerinin karsilastirilmasi (Vijayaraghavan ve Yun, 2008)
Ozellik Biyosogurum Biyoakiimiilasyon
Maliyet Genellikle ucuzdur. Genellikle yiiksektir.
pH Cozelti pH’1 biyokiitle Tutmaya ek olarak, canlt
kapasitesini oldukga etkiler. Buna hiicreler asir1 pH kosullarindan
ragmen islem genis araliktaki pH  oldukgea etkilenir.
kosullar altinda
gerceklestirilebilir.
Sicaklik Biyokiitle aktif degildir. Sicaklik  Sicaklik, islemi ciddi sekilde
islemi etkilemez. Baz1 etkiler.
aragtirmacilar sicaklik artigi ile
tutmanin arttigini bildirmistir.
Koruma/saklama Saklamak ve kullanmak kolaydir.  Dis metabolik enerji kiiltiiriin
korunmasi i¢in gereklidir.
Secicilik Zayiftir. Buna ragmen segicilik Biyosogurumdan daha iyidir.
biyokiitlenin islenmesi ve
degistirilmesi ile gelistirilebilir.
Cok yonliiliik Oldukga iyidir. Baglanma Cok esnek degildir. Yiiksek

Tutma derecesi

Tutma hiz1

Toksik madde
afinitesi

Rejenerasyon ve
tekrar kullanim

Toksik madde
geri kazanimi

bolgelerine ¢cok sayida iyon
baglanabilir.

Cok yiiksektir. Bazi
biyokiitlelerin neredeyse kuru
agirligi kadar kirletici maddeyi
tutabildigi bildirilmektedir.

Oldukga hizlhidir. Cogu
biyosogurum mekanizmasi
hizhdur.

Uygun kosullar altinda yiiksektir.

Biyosorbentin rejenerasyonu
miimkiindiir ve ¢ok sayida
dongtide yeniden kullanilmasi
miimkiindiir.

Uygun eluentin segilmesi ile
toksik maddenin geri kazanimi
miimkiindiir.

metal ve tuz kosullarindan
etkilenme egilimindedir.

Canli hiicrelerin yiiksek
kirletici derisimlerine karst
hassas olmasi nedeniyle tutma
genellikle diisiiktiir.

Genellikle biyosogurumdan
yavastir.

Kirleticinin toksisitesine
baglidir.

Toksik kirleticilerin ¢ogu
hiicre iginde biriktirildigi i¢in
doniisimler oldukga sinirlanir.

Miimkiin olsa bile biyokiitle,
bir sonraki dongii i¢in
kullanilamaz.
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Biyosorbentler, metaller ile kompleks yapict 6zellige sahiptir ve ppm’den ppb
diizeylerine kadar ¢ozeltideki metal iyonlarini tutmak igin kullanilabilirler. Bu
biyosorbentler, seyreltik kompleks ¢ozeltilerden ¢oziinmiis metal iyonlarini
yiiksek verimle ve hizli bir sekilde ayirabilir. Boylelikle yiiksek hacimdeki ve
diisiik derisimdeki karma atik sularin aritilmasi ve zenginlestirilmesi igin ideal bir
adaydir. Baz1 canli mikroorganizmalarin metal elementlerini biriktirme yetenegi
ilk olarak toksikolojik ac¢idan gézlenmistir. Bununla beraber, sonraki arastirmalar
ile aktif olmayan/6lii mikrobiyal biyokiitlenin ¢esitli fizikokimyasal mekanizmalar
yoluyla metal iyonlarm1 pasif olarak baglayabildigi ortaya cikmistir.
Biyosogurumdan sorumlu mekanizmalar sinirh bir sekilde anlasilmasina ragmen
mekanizma, iyon degisimi, kompleks olusumu, koordinasyon, adsorpsiyon,
elektrostatik etkilesim, selat olusumu ve mikro ¢dkelmenin bir kombinasyonudur
(Wang ve Chen, 2009).

Organik maddelerin ve metallerin uzaklastirilmast igin ¢ok sayida madde
biyosorbent olarak arastirilmistir. Biyosorbentler temel olarak asagidaki
kategorilerde siniflandirilabilirler: bakteriler (6rnegin Bacillus subtillis), mantarlar
(6rnegin Rhizopus arrhizus), mayalar (6rnegin Saccharomyces cerevisiae), algler,
endiistriyel atiklar (6rnegin fermentasyon ve gida endiistrisinden gelen S.
cerevisiae atik biyokiitlesi), zirai atiklar ve polisakkarit materyalleri vb. (Wang ve
Chen, 2009).

Bakteriler, kii¢iik boyutta olmalari, birgok yerde bulunabilmeleri, kontrol edilebilir
kosullar altinda cogalma yetenekleri ve cok cesitli cevresel kosullara karsi
direngliligi nedeniyle biyosorbent olarak tercih edilmektedir. Bacillus (Nakajima
ve Tsuruta, 2004; Tunali vd., 2006), Pseudomonas (Chang vd., 1997; Uslu ve
Tanyol, 2006), Streptomyces (Mameri vd., 1999; Selatnia vd., 2004), Escherichia
(Pazirandeh vd., 1995; Chen ve Wilson, 1997), Micrococcus (Nakajima vd., 2001;
Nakajima ve Tsuruta, 2004) gibi bakteri tiirleri ve Aspergillus (Kapoor ve
Viraraghavan, 1997; Jianlong vd., 2001; Binupriya vd., 2006), Rhizopus (Bai ve
Abraham, 2002; Park vd., 2005) ve Penicillium (Niu vd., 1993; Tan ve Cheng,
2003) gibi mantar tiirleri metallerin ve organik maddelerin tutulmasi i¢in birgok
calismada kullanildi. Bazi mikroorganizmalarin metalik elementleri tutma
yetenegi ilk kez 1980’lerde kanitlandi. Toksikolojik ag¢idan ¢ok sayida arastirma
yayinlandi. Bu c¢aligsmalarin ¢ogu canli hiicrelerin aktif metabolizmasi sayesinde
gerceklesen tutma, mikrobiyal hiicrenin metabolik aktiviteleri iizerine metalin

etkileri ve besin zincirine tutmanin etkileri ile ilgilidir. Buna ragmen sonraki
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aragtirmalarda, aktif olmayan/6lii mikrobiyal biyokiitlenin gesitli fizikokimyasal
mekanizmalar sayesinde metal iyonlarina pasif olarak baglanabildigi ortaya
konmustur (Vijayaraghavan ve Yun, 2008; Wang ve Chen, 2009).

Metal tutma kapasitesinin uygulamada ille de maksimum degerlere ulasarak
bulunmasi gerekmez. Bazi tutma kapasiteleri deneysel tutma iken bazilari
Langmuir modeli ile 6ngoriiliir. Bakteriler ya pek ¢ok elementin biyosogurumu
icin belirli bir kapasiteye sahiptir veya tiire bagl olarak elemente 6zgii olabilir.
Hiicre i¢i genetik modifikasyonlara dayanan recombinant DNA teknolojisinin
kullanilmas1 ile gelecekte mikroorganizmalarin elemente 6zgii veya bir grup

elemente 6zgii olmas1 miimkiin olabilecektir (Wang ve Chen, 2009).

Biyosogurumun hem biyokiitlenin kimyasal bilesimine veya tipine hem de dis
fizikokimyasal faktorlere ve c¢ozelti kimyasina bagli oldugu arastirmacilar
tarafindan anlagilmis ve agiklanmistir. Bir¢ok arastirmaci biyosogurum i¢in uygun
mekanizmalar1 aragtirmiglardir. Bu mekanizmalar, iyon degisimi, kompleks
olusumu, koordinasyon, adsorpsiyon, elektrostatik etkilesim, selat olusumu ve
mikro ¢oktiirmenin biri veya kombinasyonu seklinde olabilir (Vijayaraghavan ve
Yun, 2008).

Pek ¢ok metal iyonu i¢in maksimum biyosogurum zayif asidik pH’larda
gozlenmektedir. Bu durum, cesitli mekanizmalar yoluyla baglanan metal
katyonlar1 i¢in uygun olan karboksil gruplarma ve diger asidik fonksiyonel
gruplara baglanma nedeniyledir. Ek olarak metal hidroksit ve diger metal-ligand
komplekslerinin olusumu yiliksek pH’da sogurulan metal iyonlarinin miktarini

onemli sekilde azaltir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Biyosogurum miktar1i hem metal iyonunun tiirine hem de hiicresel
bilesimlerindeki degisiklikler nedeniyle bakteri tiirline baghdir. Biyokiitle, toz
seklinde veya 1slak hiicreler seklinde kullanildiginda, metal iyonu ile bakteriyel
biyokiitle arasindaki dengeye cok kisa siirede ulasilir.

Genellikle pH artis1 ile fonksiyonel gruplarin tiimii protonlarini kaybeder ve hiicre
yiizeyinin tamaminda negatif yiik artar. Bu durum katyonlarin adsorpsiyonunu ve
elektrostatik etkilesimini destekler. Daha diisiik pH degerlerinde fonksiyonel

gruplarin protonlanmasi nedeniyle, pozitif yiiklerin derisimi artar. Boylelikle
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anyonlarin hiicrelere daha kuvvetle baglanmasi beklenir (Vijayaraghavan ve Yun,
2008).

1.3.5. Biyosogurum ile ilgili Fonksiyonel Gruplar

Biyolojik sistemlerde mevcut ligandlar ve bu ligandlarin affinite gosterdigi
metaller Cizelge 1.2°de verilmektedir. R sembolii CH,-, CH;CH,- gibi bir alkil
radikalini gostermektedir. A sinift metal iyonlar1 oksijen araciligi ile I. tip
liganlara baglanmay1 tercih eder. B siifi metal iyonlar III. tip ligandlara yiiksek
affinite gosterirken, II. tip ligandlar ile kuvvetli bag olustururlar. Sinirdaki metal
iyonlar1 farkli durumlarda bu ¢ tip ligand ile bag yapabilirler (Wang ve Chen,
2009).

Cizelge 1.2. Biyolojik sistemlerde mevcut ligandlar ve metallerin ii¢ sinifi
(Pearson, 1963; Nieboer ve Richardson, 1980)

Ligand sinifi Ligandlar Metal siniflar1
F, 0, OH , H,0, CO;", Sinif A: Li, Be, Na, Mg, K,
Smif A’y1 ” _ _
) SO, , ROSO;5 , NO; , Ca, Sc, Rb, Sr, Y, Cs, Ba,
I tercih eden 5 5 -
. HPO, , PO, , ROH, RCOO, La,Fr, Ra, Ac, Al,
ligandlar i .
C=0, ROR lantanitler, aktinitler
Diger CI, Br,N; ,NO, , SO;™, , ,
. . Sinir iyonlart: Ni, Cu, Zn,
II Onemli NH}, Nz, RNHz, RQNH, R}N,

Ga, Cd, In, Sn, Sb, A
ligandlar =N—, -CO-N-R, O0,, 0, ,0,> a n, Sn s

Siif B’yi L P
. H,I,R,CN,CO,S",RS, SmfB:Rh,Pd, Ag, Lr, Pt,
III tercih eden )
. R,S, R3As Au, Hg, Tl, Pb, Bi
ligandlar

Sert ve yumusak asit baz prensibine gore, sert iyonlar F iyonlarina kuvvetli bir
sekilde baglanabilen iyonlardir. Na’, Ca", Mg2+ gibi iyonlar, OH , HPO.*, CO5*,
R-COO ve —C=0 gibi oksijen iceren ligandlar ile kararli baglar olusturabilirler.
Sert iyonlarin aksine yumusak iyonlar, Hg*" ve Pb*" gibi agir metal iyonlar1, azot
ve kiikiirt iceren CN . R-S, =SH, NH, ve imidazol gruplan ile kuvvetli bag
olustururlar. Zn*" ve Co*" gibi sinir veya aradaki metal iyonlar1 daha az toksiktir.
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Yumusak iyonlar daha kovalent bir baglanma gosterirken, sert iyonlar baglanmada
cogunlukla iyonik davramig gosterirler. Biyokiitle ile metal biyosogurumu,
ozellikle hiicre ylizeyi ve hiicre duvarinin ii¢ boyutlu yapist sayesinde hiicre
iizerindeki bilesenlere baglanmasi ile gergeklesir. Peptidoglikan, teikoik asitler ve
lipoteikoik asitler bakteriyel yiizey yapilarinin en 6nemli kimyasal bilesenleridir.
Biyokiitlelerin belirli tiirleri i¢in gesitli proteinlerin metal baglanmas: ile ilgisinin
oldugu kanitlanmistir. Baz1 fonksiyonel gruplarin 6zellikle karboksil grubunun
metal iyonlarin1  bagladigt  bulunmustur. Belirli metallerin  dogrudan
baglanmasinda O-, N-, S- veya P- igeren gruplarin katildigim1 dogrulayan bazi
kanitlar vardir. Baglanma bolgelerinin dogast ve biyosogurum esnasindaki ilgileri
Fourier Transform Infrared Spektrofotometresi (FT-IR) kullanilarak yaklagik
olarak degerlendirilebilir. Metal tutulmasi ile ilgili baz1 aktif bolgeler, titrasyon,
infrared ve Raman spektroskopisi, X-isinlar1 fotoelektron spektroskopisi (XPS),
elektron mikroskopi (taramali ve/veya aktarimli), niikleer manyetik rezonans
(NMR), X-1smm1 kirmim analizi (XRD) vb. teknikler kullanilarak tayin edilir.
Karbonil (keton), karboksil, siilfidril (tiyol), siilfonat, tiyoeter, amin, ikincil amin,
imin, imidazol, fosfonat, fosfodiesteri i¢ceren bu gruplarin en énemlileri Volesky
(2007) tarafindan belirlenmistir.

Vannela ve Verma (2006) saf ve Cu®" ile muamele edilmis Spirulina platensis’i
inceledi. Cu*" biyosogurumunda amid, amino ve karboksil gruplarinmn ilgili
oldugunu o6ngérmislerdir. Won vd. (2005), C. glutamicum biyokiitlesinde
karboksil, amin ve fosfonat gruplarinin varhigini dogrulamak i¢in FT-IR
spektrumlarini kullandi. Enerji dagiliimli X-1g1mm1 (EDX), biyokiitlenin kimyasal ve
elementel 6zelliklerine iligkin bilgi saglayabilir. Tunali vd. (2006), Pb(Il) ve Cu(Il)
yiiklii Bacillus sp.’i EDX kullanarak analizledi ve biyosogurumun iyon degisim
mekanizmasi ile iligkili oldugunu agikladi. Bakteriyel hiicreye bagli lantanin
kimyasal dogasini aciklamak i¢in Kazy vd. (2006) XRD analizini kullandi1 ve
Pseudomonas biyokiitlesi ile lantanin baglanmasinda hiicresel karboksil ve fosfat
gruplarinin ilgili oldugunu agikladi.
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Cizelge 1.3. Biyokiitledeki organik bilesiklerin siniflar1 ve temel fonksiyonel

gruplar (Wang ve Chen, 2009)

Fonksiyonel grubun formiilii Ismi Bilesik sinifi
R ——C'H Hidroksil  Alkoller, karbonhidratlar
R— //O : Karboksil Yz-lgl asitleri, proteinler, organik
! oH ! asitler
H
Amin Proteinler, niikleik asitler
H
: Ester Yaglar
R “T’ﬁ\‘o —FR
. H
R SH Sialfidril  Sistein (amino asit), proteinler
. H ,
LR
Rﬁ:—\g : Karbonil  Aldehitler, polisakkaritler
Lo
o
f ,JL Karbonil ~ Ketonlar, polisakkaritler
R TCH,
o
' Fosfat  DNA, RNA, ATP
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Biyosogurum oncesi ve sonrasi hiicre ylizeyinin morfolojisini analizlemek igin,
taramali elektron mikroskobu (SEM) fotograflar1 sik¢a kullanilmaktadir. SEM
fotograflart yardimi ile Lu vd. (2006) metal yiiklii Enterobacter sp.’nin yiizeyi
gorsellestirilmistir. Vijayaraghavan vd. (2007) polisulfon matriksi i¢inde C.
glutamicum immobilizasyonunu géstermek i¢in SEM fotograflarini kullanmustir.

Cizelge 1.3, biyokiitledeki organik bilesiklerin siniflarin1 ve biyokiitlede temsil

edilen fonksiyonel gruplar1 gdstermektedir.

1.3.6. Kat1 Destek Uzerine Biyosorbentlerin immobilizasyonu

Mikrobiyal biyosorbentler, diisikk yogunluklu, zayif mekanik dayanikliligi ve
sertligi az olan kiiciik pargaciklardir. Mikrobiyal biyosorbentler, yliksek sogurum
kapasitesi, hizli dengeye ulagma, diisiik islem maliyeti gibi avantajlara ragmen,
bazi dezavantajlara da sahiptir. Bunlardan bazilari, kati-sivi ayirma problemleri,
biyokiitlenin sisme olasiligi, rejenerasyon/tekrar kullanim i¢in yetersiz olmasi ve
kolon modunda yiliksek basing gerektirmesidir. Biyosorbentleri deneysel
uygulamalara uygun hale getirmek i¢in tasarlanmis birkac teknik vardir. Bunlar
arasinda, hapsetme ve c¢apraz baglama gibi immobilizasyon tekniklerinin,
biyosogurumu pratik hale getirdigi bulunmustur. Bir kati destek {izerine
mikroorganizmalarin ~ immobilizasyonu, tanecik  biiylikliigiiniin  kontrold,
biyokiitleden ¢ozeltinin kolay ayrilmasi, daha fazla biyokiitle yiiklenebilmesi ve
akis kosullar1 altinda minimum tikaniklik gibi avantajlar saglar. Sodyum aljinat,
polisulfon, poliakrilamit ve poliiiretan biyosorbent immobilizasyonunda kullanilan

onemli immobilizasyon kat1 destekleridir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Biyosogurum islemi farkli sekillerde gergeklestirilebilir. Bunlardan, kesikli ve akig
modlar1 laboratuvar Olgekli biyosogurum islemlerini yapmak igin sikg¢a
kullanilmaktadir. Buna ragmen pek ¢ok endiistriyel uygulamalarda akis modu
islemi tercih edilir. Hem kesikli hem de akis modlari i¢in, biyosorbent etkinligi,
optimum deneysel kosullar, biyosogurum hizi ve biyokiitle rejenerasyonu imkani
gibi gerekli temel bilgiler degerlendirilmek zorundadir (Vijayaraghavan ve Yun,
2008).
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1.3.7. Desorpsiyon ve Rejenerasyon

Basarili bir desorpsiyon iglemi igin eluentin, biyosorbent tiirii ve biyosogurum
mekanizmasina bagli olarak secilmesi oldukca Onemlidir. Eluentte aranmasi
gereken baslica 6zellikler: (i) biyokiitleye zarar vermemeli, (ii) az masrafli olmali,
(i) cevre dostu olmali, (iv) etkin olmali, seklinde siralanabilir. Pek c¢ok
aragtirmaci bu islem ic¢in uygun eluentleri belirlemek i¢in ayrintili deneyler
yapmislardir. Bunlardan, Kuyucak ve Volesky (1989)’in calismasi, kobalt yiiklii
Ascophyllum nodosum’dan Co*"1 desorbe etmek igin gesitli kimyasal maddeleri
arastirmiglar ve HCI varligindaki CaCl,’li uygun eluent olarak tespit etmislerdir.
Pek c¢ok caligmada seyreltik HCl ve HNOj; (genellikle 1 M derigsimi) uygun eluent
olarak bulunmustur (Pérez-Corona, 1998; Blanco vd., 1999; Carrilho vd., 2003;
Menegario vd., 2005; Koh vd., 2005; Krishna vd., 2005; Soylak vd., 2006; Tajes-
Martinez, 2006; Tuzen vd., 2007a; Tuzen vd., 2007b; Baytak vd., 2008).

Bazi kimyasal maddeler desorpsiyon islemi i¢in uygun olmasina ragmen,
biyosorbentin yapisim1 bozabilir. Bakteriyel biyokiitleler, desorpsiyon islemleri
esnasinda sik¢a kullanilan hem asidik hem de alkali ¢ozeltilerin varligr ile
etkilenebilir. Genellikle, miimkiin olan en kii¢lik hacimdeki eluent ile yiiksek geri
kazanimlar elde edilmeye ¢alisilir (Vijayaraghavan ve Yun, 2008).

Desorpsiyonun amaci biyosorbentte tutulan bilesenin serbest birakilmasidir.
Boylelikle serbest birakilan bilesen analiz amaciyla kullanilirken geri kazanilan
biyosorbent de tekrar ayn1 amagla kullanilabilir. Desorpsiyon sonrasi biyosorbent
hem morfolojik hem de etkinlik agisindan orijinal sekline yakin olmalidir.

(Vijayaraghavan ve Yun, 2008).
1.3.8. immobilizasyon Yéntemleri

Hiicre immobilizasyonu, hiicrelerin belirli bir bolgeye fiziksel olarak hapsedilmesi
veya yerinin belirlenmesi olarak tanimlanmaktadir. Immobilizasyon, hiicreler
cesitli yiizeyler iizerinde veya dogal yapilar i¢inde biiylidiigli zaman dogal olarak
ortaya c¢ikan durumlardir. Pek c¢ok mikroorganizma dogada farkli tiirdeki

yiizeylere kendi bagina baglanma yetenegine sahiptir.

Bircok biyoteknolojik islemde immobilizasyon tekniklerinden faydalanilir. Bu
teknikler kullanilan fiziksel mekanizmaya gore dort ana kategoriye ayrilabilir
(Sekil 1.5):
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o Kat1 tastyici yilizeylere adsorsiyon veya baglama,
. Gozenekli matriks i¢inde hapsetme,

. Hiicre kiimelenmesi

o Bir bariyer arkasinda mekanik sinirlama.

1.3.8.1. Kati tasiyic1 yiizeylere immobilizasyon

Kati1 tastyic1 iizerine hiicre immobilizasyonu, hiicre membran1 ve tasiyici
arasindaki kovalent baglar veya elektrostatik kuvvetler nedeniyle olusan fiziksel
adsorpsiyon ile gergeklestirilir. Hiicre filminin kalinligi genellikle bir tabakali
hiicrelerden, 1 mm veya daha fazla kalinliga kadar degismektedir. Yiizey {izerine
immobilize hiicrelerin  kullanildigi  sistemler, bu tip immobilizasyonu
gerceklestirmenin nispeten kolay olmasi nedeniyle yaygindir. Biyofilmin kalinlig
kadar, tasiyictya bagh hiicrelerin kuvveti de degismektedir ve tespit etmek kolay
degildir. Hiicreler ve ¢ozelti arasinda herhangi bir engel yoktur. Hiicre kopmasi ve
yer degistirme, adsorplanan ve askida kalan hiicreler arasinda denge kurulana
kadar miimkiindiir.

1.3.8.2. Gozenekli matriks icinde hapsetme

Immobilzasyonun bu tiiriinde ya hiicrelerin, hareketleri diger hiicrelerin varhig: ile
engellenene kadar gbzenekli matriks i¢ine alinmasina izin verilir ya da gozenekli
materyal, hiicrelerin kiiltiirii iginde olusturulur. iki hapsetme ydntemi de,
cevreleyen ortam igine hiicrelerin difiizyonunu engelleyen agsi yapi iginde
hiicrelerin tutulmasia dayanir. Her iki yontemde de besinlerin ve metabolitlerin

kiitle transferi devam etmektedir.
1.3.8.3. Hiicre kiimelenmesi

Hiicre kiimelenmesi genellikle daha biiyiik birimler olustumak igin hiicrelerin
toplanmas1 veya siispansiyondaki hiicrelerin, sediment ve yignlara hizli bir
sekilde baglanmasi olarak tanimlanmaktadir. Kiimelenme bir immobilizasyon
teknigi olarak bilinir. Kiimeleri kendiliginden olusturma yetenegi, kiif, mantar ve

bitki hiicrelerinde gozlenir. Dogal olarak yi1gin olusturamayan hiicre kiiltiirlerinde
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kiimelenmeyi artirmak icin genellikle yapay ajanlar veya capraz baglayicilar

kullanilir,
1.3.8.4. Bir bariyer arkasinda mekanik sinirlama

Bir bariyer arkasinda hiicrelerin siirlanmasi ya mikro goézenekli membran
filtrelerin kullanimi ile veya bir mikro kapsiil i¢ine hiicrelerin hapsedilmesi ile
veya iki karismayan sivimin karsilikli ylizey etkilesimine dayanan hiicre
immobilizasyonu ile saglanir. Membran biyoreaktor teknolojisi, hiicrelerin
yeniden kullanilmasinda ve siirekli islemlerde yaygin sekilde kullanilir. Mikro
gozenekli membranlar arasindaki hiicre immobilizasyonunun en dnemli
dezavantaji kiitle transfer smirlamalari ve hiicre biiylimesinin neden oldugu

membranin biyolojik olarak kirlenmesi ihtimalidir.
Hiicre immobilizasyonu i¢in 6n kosullar:

o Tastyic1 biiyiik bir ylizey alanina ve hiicreleri baglayabilecek fonksiyonel

gruplara sahip olmali

J Tastyicinin kullanimi kolay olmal1 ve rejenere edilebilmeli

o Immobilize biyomateryalin uygulama kararliligi olmali ve uzun siire icin
kullanilabilmeli

. Destek materyalinin gézenekliligi diizenli ve kontrol edilebilir olmali

o Tastyici, mekanik, kimyasal, termal ve biyolojik kararliligin1 korumali ve

basing degisimleri, ¢oziiciiler ve enzimler ile kolay bozulmamali

J Tasiyict ve immobilizasyon teknigi, kolay, uygun maliyetli ve Olgek

biiylitmeye uygun olmali

seklinde siralanabilir (Kourkoutas vd., 2004).



(Al
(BYBRYEYE

(AZ)

'_“\.I.f'_“'\.f_"\l -
AN @%ﬁ%

Yiizey iizerine
adsozpsivon

(B)

Yiizey fizerine
elelirostatic haglanma

PN Coziinmez tagiyic a

Snn faz

Milao gizenekli
memhbran

Capraz haglayica
Elekirostatik lnnveiler g,

Sekil 1.5. Hiicre immobilizasyonunun temel metotlar1 (Kourkoutas vd., 2004)

Gozeneklhi matrils h.

D3

Ry

IEEEEEEEEEN
Miloo gozenelkli
memhbranlar
arasimda simirlama

KATI TASIYICI YUZEYT (/ZERINE
IMMOBILIZASYON

GOZFENEELI MATRIES iCINDE
HAPSETME
HUCRE KiMELENMEST

BiR BARIVER ARKASINDA
MEKANIK SINIRLAMA

29



30

1.4. Atomik Emisyon Spektroskopisi

Oda sicakligindaki bir maddenin atomlarinin ¢ogu temel haldedir. Temel haldeki
atomlar bir kaynak ile uyarilarak, uyarilmis enerji diizeyine ¢ikarlar. Uyarilmis hal
kararsiz haldir ve uyarilmis atomun Omrii kisadir. Uyarillmis enerji diizeyine
¢ikarllan atomlarin ve tek atomlu iyonlarin daha disiik enerjili diizeylere
geciglerinde yaydiklar1 ultraviyole ve goriiniir bolge 1simasinin  siddetinin
Olciilmesi, yaygin olarak kullanilan bir atomik spektroskopi yonteminin temelini
olusturur (Sekil 1.6). Dogada bulunan elementlerin enerji seviyeleri ve dolayisiyla
yaydiklart 1sinlarin dalga boylar1 farklhidir. Atomik emisyon spektroskopisi,
uyarmay1 saglayan enerji kaynaginin tiiriine gore siniflandirilir. Analiz 6rnegini
atomlagtirmak ve uyarmak i¢in alevin kullanildigi yontem, alev emisyon
spektroskopisi adini alir. Atomlagmanin ve uyarmanin elektriksel bosalim veya
plazma gibi bir enerji kaynagi ile gergeklestirildigi yontem ise sadece atomik

emisyon spektroskopisi veya optik emisyon spektroskopisi olarak adlandirilir.

‘[ Yaylan I
Isin
seasssss sesesses s3sssses
Tetnel Hal Uyarilma Durulma

Sekil 1.6. Atomik emisyon yonteminin temeli

Atomik emisyon spektroskopisinde elektrik bosalimina dayanan atomlastirma,
uyarma kaynaklari, son yillarda yerini plazmalara birakmistir. En ¢ok kullanilan
plazma tiirii, Indiiktif Eslesmis Plazma (ICP - Inductively Coupled Plasma)’dir.
Plazma, gaz halindeki iyon akimi olarak tanimlanabilir. Kolay iyonlastirilabilmesi
ve inert olmasi nedeniyle, ICP teknigindeki plazma, argon gazi ile olusturulur.
Plazmanin sicakligi 6000-10000 K arasinda degismektedir. Plazmanin igine
gonderilen Ornek c¢ozeltisi, burada atomlasir ve uyarilir. ICP yodnteminin
ustiinliikleri yiiksek sicakliklara ulasilabilmesi, 6rnek ¢ozeltisinin plazma iginde
olduke¢a uzun alikonma siiresine sahip olmasi ve atomlagtirma-uyarma islemlerinin
inert bir kimyasal ¢evrede gerceklestirilmesidir.
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1.4.1. indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektroskopisi (ICP-OES)

Atomik absorpsiyon spektrometri (AAS) yontemi ¢ok giivenilirdir. Fakat tek bir
elementin tayini ile sinirli olmasi nedeniyle ¢ok zaman alicidir. Son gelismelerle
birlikte ayni lamba kullanilarak bir elementten daha fazlasimi analizleyebilme
yetenegine sahip ¢oklu element oyuk katot lambalari tiretilmistir. Buna ragmen bu
teknik ICP-OES teknigi ile karsilastirildiginda hala hassasiyet ve iiretilen is soz

konusu oldugunda ayni performansa sahip degildir.

ICP-OES iizerine olan ilginin nedeni sadece ICP-OES kaynaklarmin yiiksek
hassasiyete sahip olmalarindan degil ayn1 zamanda gesitli 6rnekler igin ¢ozeltideki

cok sayida elementin tayinini etkin bir sekilde gerceklestirmesidir.

Radyo frekans plazma kaynaklari1 ile elde edilen ¢ok yiiksek sicakliklar eser
elementler i¢in milkemmel hassasiyetteki emisyon spektrumlarinin iiretilmesi igin
yeterlidir. Bu teknigin en onemli avantaji yiliksek bir dinamik araliga sahip
olmasidir. Boylelikle major elementlerin ve eser elementlerin derigimleri ayni

ornekte bir arada tayin edilebilir. Bu derisimler mg/L ve nug/L araligindadir.

Eser element analizlerinde girisimler s6z konusu olabilir. Bu girisimler spektral
ve/veya fiziksel girisimler altinda siiflandirilabilir. Spektral girigimler, girigim
yapan elementlerin spektral ¢izgilerinin oOrtlismesinden kaynaklanir. Bu problem
eger miimkiinse analit i¢in bir diger spektral ¢izginin segilmesi ile giderilebilir.
Ornegin yeterince sislestirilememesi veya matriks etkileri nedeniyle plazma
kosullarindaki degisimler gibi fiziksel girisimler analizin etkinliginde dnemli bir
rol oynayabilir. Bu fiziksel girisimler i¢ standart ekleme yontemi veya bir kontrol

standardi kullanilarak kontrol edilebilir.

ICP-OES igin piyasada simultane ve sequential olmak iizere iki temel sistem
vardir. Simultane sistemlerin avantaji analitik ¢izgilerin cihazda hali hazirda
kurulu olmasidir ve bunun anlami daha kisa analiz zaman1 ve daha yiiksek drnek
verimliligidir. Bu sistemin dezavantaji, kullanicinin bu belirlenmis emisyon
cizgileri ile siirlandirilmis olmasidir. Belirli bir analitik ¢izgi {izerine girisim
yapan elementler varsa, element i¢in analiz kolay olmayabilir. Sequential sistemler
monokromator kullanarak dalga boyu taramasi yapar. Bu sistem cesitli analitik
cizgiler kullanarak analizlenecek elementler icin segenek sunar. Cizgiler

monokromatdr kullanilarak taranir. Fakat bu iglem zaman alicidir. Analiz, belirli
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bir zamanda bir element ile sinirlidir. Bu sistemin avantaji dalga boyu se¢cimindeki
esnekliktir. Ornekte bir girisim mevcut ise simultane sistemde oldugu gibi

kullanict belirli bir emisyon ¢izgisi ile sinirlanmaz.

ICP-OES sisteminin kalbi spektrometredir. Bu bilesen metot igin yeterince
performans gosterecek bazi Ozelliklere sahip olmak zorundadir. ilk olarak,
spektrometre yiliksek ayirma giicline sahip olmalidir. Yani spektral ¢izgileri iyi bir
sekilde ayirma yetenegine sahip olmalidir. Spektrometre yiiksek hassasiyet
gostermeli ve yeterli 1g1n toplama yetenegine sahip olmalidir. Spektrometre termal
ve mekanik olarak kararli olmalidir. Mekanik kararlilik analit derisiminin tayin

edilmesi i¢in dogru dalga boyunun kullanilmasini saglar.

ICP-OES plazma, prensipte argon ve helyumdan baska elementlerin timiinii tayin
etmek icin kullanilabilen atomik ve iyonik emisyonlarn etkin bir kaynagidir.
Metodun teorik kapsamina ragmen, cihaza ek spesifik modifikasyonlar yapilmasi
ile tiim elementler analizlenebilir. Metodun prensibi, atomlar1 yiiksek enerji
seviyelerine uyarmak i¢in optimal kosullarin kullanilmasidir. Atomlarin dogal
egiliminin temel duruma donmek olmasi nedeniyle bu durum gegicidir. Atom
temel seviye durumuna geri déonmek igin ek bir enerji vermek zorundadir. Bu
enerji, element emisyonu igin karakteristik olan emisyon radyasyonu olarak
gozlenir. Tek bir element, analitik tayin i¢in kullanilabilen ¢ok sayida emisyon
cizgisine sahiptir. Buna ragmen, bir element i¢in yaygin sekilde kullanilan ¢izgiler,
¢izginin hassasiyetine baglidir.

1.4.2. ICP-OES Bilesenleri
Tipik bir ICP-OES sistemi agagidaki bilesenlerden olusur (Sekil 1.7).

e Ornek giris sistemi; peristaltik pompa, nebulizor, sprey odacigi ve atik

diizeneginden olusur.
e Plazma, ICP hamlaci ve gaz saglayici.
e Kararl bir radyo frekansi liretmek i¢in bir kaynak.
e Optik spektrometre.

e Dedektor ve diger elektronikler.
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e Bilgisayarl cihaz kontrolii ve veri saklama birimi.

e Oto 6rnekleyici ve hidriir iretim sistemi igin kullanilan diger aksesuarlar.

i)
Spektrometre
Eontrol
Odacst | , Peristaltik
' potipa I:I
Atk
Bilgisawar
Argon Omek
)] Hairda_g . Citike
Bprey J: Hebulizér Speldrometre
Odanigy (2 |
\  Pesistaltik
Atk pompa Kontrol
Ornek D
S Bilzizayar

Sekil 1.7. Indiiktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresinin sematik

diyagrami a) dikey goriis plazma b) yatay goriis plazma (Ebdon vd.,

1998)
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Ornek giris sistemi; 6rnegi ¢ekmek igin peristaltik pompa, 6rnegi aspire etmek
icin nebulizér ve daha kiicliik ve daha biiyiik damlaciklart ayirmak igin sprey
odacigindan olusur.

Peristaltik pompa; O6rnegi, 6rnek kabindan nebulizériin 6rnek i¢ baglantisina
tagimak i¢in kullanilir. Peristaltik pompa kullanilmasi, gaz akis hizindan bagimsiz

olarak drnek akisinin kontrol edilebilmesini saglar.

Nebulizér; ICP-OES’de ornek girisinin ¢ok kritik bir bolgesidir. ICP-OES’de
yapilan analizlerin biiyiik bir kisminda sislestirilen 6rnek, ¢ozelti seklindedir.
Sislestirilen 6rnegin daha hafif kism1 enjektor gazi ile plazmaya taginir ve daha
biiylik damlaciklar sprey odacigindan uzaklagtirilir. Sislestirilen 6rnegin damlacik

boyutu, birka¢g mikron ¢apindadir.

Nebulizorler iki ana gruba ayrilir: pnomatik ve pnomatik olmayan veya
ultrasonik. Pnomatik nebulizorlerde, 6rnegi sislestirmek icin yiiksek gaz akisina
ihtiyag vardir. Daha kii¢iik veya daha biiyiik damlaciklar {iretmek i¢in gaz akisinin
degistirilmesi ile damlaciklarin boyutu kontrol edilebilir. Bu gruba ait nebulizorler
es merkezli ve ¢apraz akigh olmak iizere iki sekildedir (Sekil 1.8):

Es merkezli nebulizorlerin 6rnegi sislestirmesi, Venturi Etkisi ile gergeklesir. Hizlt
hareket eden gaz jetinden kaynaklanan diigiik basing, ¢dzeltinin gaz jetinin igine
cekilmesine neden olur ve aspire edilir. Bu c¢ozeltinin ¢esitli boyutlarda
damlaciklara parcalanmasina neden olur. Bu nebulizdriin avantaji ¢ok yiiksek
hassasiyete sahip olmasidir. Bu nedenle en yaygim kullanilan nebulizérdiir. Bu
nebulizoriin dezavantaji, yiiksek derisimlerde tuz igeren Ornekler analizlendigi
zaman merkez kapilerinin tikanmasidir. Bu merkez kapiler i¢ ¢apinin tipik olarak
0.3 mm olmasi nedeniyledir. Bu dezavantaj ¢apraz akish nebulizoriin kullanilmasi

ile azaltilir.
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Sekil 1.8. ICP-OES’de kullanilan nebulizérler a) es merkezli b) ¢apraz akish
nebulizér (Ebdon vd., 1998)

Capraz akisli nebulizorlerin dizayni, yliksek tuz igerikli ¢ozeltileri es merkezli
nebulizore goére daha fazla tolere edebilir. Bu iki tip nebulizor, Ornegin
sislestirilmesi ve sprey odacigma tasmmmasinda ayni prensibi kullanir. Bu
nebulizoriin en 6nemli mekanik 6zelligi gaz deliginin ve 6rnegin alindigi kapilerin
ayni hizada olmasidir. Burada yapilacak en kiigiik degisiklikte bile nebulizoriin
performansi diiser. Gaz baglantisi tipik olarak yatay diizlemdedir ve 6rnek giris
kapileri dikey diizlemdedir. Buna ragmen capraz akigh nebulizér i¢in 6rnegin
alindig1 kapilerin i¢ ¢api, 0.3 mm olan es merkezli nebulizor ile karsilastirildiginda
0.5 mm’dir. Bu nedenle ¢apraz akisli nebulizér, daha kaba bir nebulizér olarak
goriilmektedir ve yiiksek tuz igerikli 6rnekler i¢in es merkezli nebulizore gore
daha ¢ok tercih edilebilir. Bu nebulizoriin dezavantaji, hassasiyetten bir dereceye
kadar vazgegcilmesidir.

Pnomatik olmayan veya ultrasonik nebulizorler pratikte daha az yaygindir. Buna
ragmen bu nebulizorlerin hassasiyeti pnomatik tipe gore 4 kata kadar daha iyi
olabilir. Ornek ¢ozeltisinin sislestirilmesi igin, oOrnek c¢dzeltisi titrestirici
donistiiriictiye (1-10 MHz) pompalanir. Bu tip nebulizorlerdeki en o6nemli
dezavantaj desolvasyon basamaginda sislestirilmis 6rnekte bulunan fazla suyun
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azaltilmasinin gerekli olmasidir. Bu basamak kullanilmazsa, plazmanin atesleme
durumunda kalmamasi olasi bir durumdur. Bu desolvasyon basamagi analiz
stiresini ve hafiza etkisini artirir. Ultrasonik nebulizorlerde uzun siireli kararlilik
zayiftir ve performansi, kiigliik uygulama parametre degisimlerinden bile kolayca
etkilenir. Bu nebulizoriin maliyeti, pnématik nebulizorlerden daha fazladir.
Ultrasonik nebulizorliin en biiyiik avantaji, ulastigt gozlenebilme siirlarmin
pnomatik nebulizorlere gore daha diisiik olmasidir. Bu daha diisiik gézlenebilme
smirlari  nebulizasyon isleminde iiretilen daha kiiciik taneciklerden
kaynaklanmaktadir.

Sprey odaciklarimin 6rnek giris sistemindeki temel fonksiyonu nebulizorden
gelen daha bilyik damlaciklarin uzaklastirmasidir. Bu damlaciklar sprey
odaciginda yogunlagir ve atik kabina gonderilir. Bu durum, gaz akis yoniindeki
keskin degisimler ile veya i¢ yiizey iizerinde damlaciklarin dogrudan carpigmast
ile saglanir. Ideal bir sprey odacigi iyi aymrma ozelliklerine ve analizlenecek

ornekler i¢in kisa hafiza etkisine sahip olmalidir.

Plazma oldukca yiiksek derisimde katyon ve buna esdeger derisimde elektron
iceren elektriksel olarak iletken bir gaz ortamidir. Plazma goriintiisii alev gibi
olmakla beraber bir yanma olay1 yoktur. Argon gazi, yiiksek sicakliga dayanikli
plazma hamlacinda bulunur. Bu amagla kullanilan en yaygin malzeme kuvarzdir.
Manyetik alan, hamlacin {ist kisminda yer alan, 2-3 tur donen giimiis kapl bakir
bobin ile tiretilir. Argon gazi akiminda ilk elektronlarin olusturulmasi, bir elektron
kaynag1 ile saglanir ve elektronlar, indiiksiyon sariminin olusturdugu manyetik
alanda hizlanarak, argon atomlariyla carpisirlar ve argon iyonlar ile daha fazla
elektronun olusmas1 saglanir. Bu siirecin siirekli olarak tekrarlanmasiyla,
ortamdaki argon iyonu ve elektron sayisinin artmasi sonucu olusan plazma,
manyetik alandan enerji absorplayarak 6000-10000 K arasinda degisen bir
sicakliga ulasir. Elektron diretilme hizi ve yeniden birlesme ve difiizyondan
kaynaklanan kayiplar dengeye ulastigi zaman plazma kararli olur ve bundan sonra

analitik 6lgtimler i¢in kullanilabilir.

Uretilen plazmadaki farkli bolgeler onemlidir. ICP’de hamlag (torch), plazma
geometrisi ve plazmadaki farkli sicaklik bolgeleri Sekil 1.9 ve Sekil 1.10°da
verilmektedir. Bunlar: On 1sitma bélgesi, ilk 151ma bélgesi, indiiksiyon (giris) ve
daha sicak analitik bolge (6000-8000 K).
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Sekil 1.9. ICP’de hamlag ve plazma geometrisi (Ebdon vd., 1998)
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Bu bolgelerin konumlar1 sabit degildir ve islem kosullarindan etkilenir.
Plazmadaki farkli bolgelerin konumlarinda rol oynayan parametreler asagida

verilmektedir.
e Uygulanan gii¢ ve drnek tasiyic gaz akisi
e Acrosoliin pargacik boyut dagilimi ve miktari
e  Ornegin matriks bilesimi

Hamlag, uygun gaz akis geometrisini saglamak i¢in diizenlenmis ii¢ es merkezli
kuvarz tiipten olusur. Plazma yakinindaki enjektor tiipii veya i¢ tlip zarar gordiigii
zaman tim hamlacin degigsmek zorunda olmasi bu tasarimin dezavantajidir.
Hamlac1 degistirmek oldukca maliyetlidir. I[CP-OES’de plazma olusumu ve cihaz
kullanimi igin ii¢ gaz akisi gereklidir. ilki sogutucu gaz akisidir, hamlacin
erimesini Onlemek i¢in kullanilir. Bu gaz akisi en fazla olanidir ve hamlacin dis
tiipiindedir. Sogutucu gaz genellikle plazma gazi olarak adlandirilir. ikincisi
yardime1 veya orta gaz plazmayi yiikseltir. Uciincii ve merkez gaz akisi enjektor
veya sislestirici gazdir. Bu gaz akisi, sislestirme ve Ornegin plazmaya taginmasi

icin kullanilir.

Spektrometrenin fonksiyonu emisyon spektrumunda verilen ¢izgiyi segebilmeli ve
diger cizgilerden ayirabilmelidir. Spektrometrenin saglamasi gereken en dnemli
ozellikler yiiksek ayirma giicii, 151n yayilmasi ve kararlhilik. Yiiksek 151 yayilmasi
ve yiiksek ayirma giicli her zaman miimkiin degildir. En azindan ikisi arasinda bir

uyum olmalidir.

Spektrometrelerde dalga boyu araligi genellikle 200-800 nm araligindadir. 200
nm’nin altindaki spektral ¢izgi araliginin zayif hassasiyeti UV bolgesindeki
cizgilerin emisyonunun absorpsiyonu nedeniyledir. Bu durumda spektrometrenin
performansi1 azalir. Bu problemi ¢6zmek igin sistemler 200 nm’nin altindaki
analizleri gergeklestirmek i¢in spektrometrede ya bir vakum veya iginden argon
gaz1 gecirilen inert gaz ortami olacak sekilde tasarlanmistir. Spektrometrenin

ayirma giicii iyi olmalidir

ICP-OES aletlerinde iki tiir spektrometre kullanilmaktadir; Sequential ve
Simultane Spektrometreler. Her ikisinde de i1sinlar bir giris yarigindan gecerek

grating monokromatore diisiiriiliir ve burada isinlar kirilarak dalga boylarina
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ayrilir. Bir¢ok alette monokromator cevrilerek dalga boylar sira ile ¢ikis
yarigindan gegirilip fotokatlandiric1 dedektdre diisiiriiliir. Bu dalga boyu taramasi
yapan aletler sequential tiirdiir. Bu tiir aletlerde hizl1 6l¢tim yapilmak istendiginde
ilgilenilen elementlerin segilen dalga boylar bilgisayardan isaretlenir ve spektrum
taranirken istenmeyen dalga boyu bolgesi hizli gegilir. Sequential aletler her
element i¢in optimize edilebildiginden daha duyar Olciimler yapilabilir. Ancak
belirli bir zamanda bir elementi 6l¢tligli i¢in daha yavastir ve bu nedenle argon gaz
tiketimi daha fazladir. Polikromatik simultane aletlerin kurulus maliyeti daha
fazla olmakla beraber ¢cok sayida elementi ayn1 anda okudugu i¢in argon tiikketimi
ve dolayisiyla isletme maliyeti daha disiiktiir. ICP’de yiiksek sicaklik
saglandigindan elementlerin ¢ok sayida ¢izgisi uyarilabilir. Bu nedenle ICP
spektrumlarinda ¢izgiler birbirine ¢ok yakindir. Bu ¢izgilerin ¢akisikligim
onlemek i¢in monokromatoriin spektral band genisligi 0.04 nm veya daha az

olmalidir.
1.4.3. ICP-OES’de Girisimler

Analit ¢ozeltisinin tayininde miimkiin olabilecek hatalarin pek ¢cok kaynagi vardir.
Bu hata kaynaklari, matriks ve spektral girisimler altinda toplanir. Matriks etkileri,
fiziksel, kimyasal ve iyonlagsma girisimleri olmak iizere 3’e ayrilir. Spektral

girisimler kullanilan spektrometrenin 6zellikleri ile ilgilidir.
1.4.3.1. Matriks etkileri

Fiziksel girisim: Asit derisimi veya ¢Ozlinmiis katilarin igerigi ve Ornek
cozeltisindeki degisimler, sislesme oraninda degisimlere neden olabilir. Bu oranin
degismesi, ¢oOzeltinin yogunlugunun, viskozitesinin ve yilizey geriliminin
degismesi nedeniyledir. Bu etkiler, 6l¢limiin hassasiyeti iizerine etkisi olabilen
damlacik boyutunu degistirebilir. Asir1 miktardaki siilfiirik asit veya fosforik asit

analit sinyalini dnleyebilir.

Kimyasal girisim: Kimyasal girisim, elementin kantitatif atomlagmasin1 dnleyen
bir bilesik olustugunda meydana gelir. ICP-OES’de bu durum, plazmadaki yiiksek
sicaklik kosullar1 nedeniyle girisim olarak dnemli bir rol oynamaz.

Iyonlagma girisimi: Bu girisim plazma sicaklig1, elementin iyonlasma potansiyeli

ve elementin derisimine baglh olarak hassasiyetin azalmasina neden olur.
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1.4.3.2. Spektral girisim

Matrikste bulunan elementlerin spektral girigsimleri olabilir. Uygun diizeltmelerin
yapilabilmesi igin bu girisimlerin belirlenmesi gerekir. Ozellikle gdzlenebilme
sinirina yakin derigimlerin 6l¢lilmesinde girisimler daha ciddi sorunlar ortaya
cikarir. Spektral girigimler analit disindaki maddelerin emisyonlarinin dedektore
ulagarak analit sinyali dalga boyundaki 151n siddetini artirdig1 durumdur. Spektral
girisimler dogrudan emisyon c¢izgilerinin ¢akigmasiyla (6rnegin Ti 228.618
cizgisinin, Co 228.616 cizgisine), kuvveti bir ¢izginin genisleyen kanatlarinin
cakigmasiyla (6rnegin Ca 393.366 cizgisinin, Al 396.152 ¢izgisine cakismasiyla
olusur. Dogrudan emisyon ¢izgisi ¢akigmasi analitin bir baska cizgisi secilerek
onlenebilir (Yildiz ve Geng, 1993; Ebdon vd., 1998; Skoog vd., 1997; Henden vd,
2001; Botes, 2003).

1.5. Analitik Performans ile flgili Terimler

Dogruluk, analitik igslemin sapmasiin ve kesinliginin bir kombinasyonudur ve
deneysel olarak bulunan degerin gercek degere yakinligimi ifade eder. Yalnizca
sayilabilen nesneler i¢in tam bir dogruluk s6z konusudur. Diger tiim 6l¢limlerde
ise bulunan degerin ancak gercek degere yakinligindan séz edilebilir ve her 6l¢iim

bir miktar yanilgi igerir.

Dogruluk ve kesinlik birbirinden farkli kavramlar olup, bir analizin
tekrarlanabilirliginin iyi olmasi dogrulugun da iyi oldugu anlamina gelmez.
Dogruluk, genellikle kabul edilen degere veya kabul edilmis standart referans
degere yakinligi ile ifade edilir.

Kesinlik, bir 6rnek i¢indeki ayni parametrelerin ayni yontemle bir seri tekrarlanan
Olciimleri ile 1ilgili rastgele hatalarin bir Olgiisiidiir. Kesinlik bazen
tekrarlanabilirlik olarak da tanimlanir. Kesinlik, standart sapma, bagil standart
sapma, varyans, varyasyon Kkatsayisi ile belirlenir. Standart sapma (s) ayni
kosullarda alinan smirli sayida (N) lglimiin ortalamasindan asagidaki esitlik ile

hesaplanir.
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Standart sapmanin karesi varyans olup, toplanabilir &zelliktedir. Sapma,
sistematik bir 6l¢lim veya analitik metotta tespit edilen hatalardir. Sapma, hedef
analitin eklendigi 6rneklerin geri kazanim oranlarinin degerlendirilmesi ile tespit
edilir. Bunun yani sira bagil standart sapma (RSD) ol¢iimlerin kesinligi hakkinda
standart sapmaya gore daha ¢ok fikir verir.

RSD = (s/X,,, )x100

ort
Gozlenebilme simir1 (LOD), belirli bir gliven seviyesinde bir tanik ¢ozeltiden
istatiksel olarak farkli tayin edilebilen analitin en disiikk derisim diizeyidir.
Gozlenebilme sinir1 analitik sinyal biiyiikliigiiniin tanik sinyalindeki istatiksel
sapma oranina baglidir. Diger bir ifadeyle, analitik sinyal rastgele hatalardan
kaynaklanan giiriiltii sinyalindeki sapmanin “k” kat1 kadar biiyiik olmadig: siirece,
analitik sinyali belirli bir kesinlikle gérmek imkansizdir. Boylece gozlenebilme
smirma yaklagildik¢a analitik sinyal ve standart sapmasi tanik sinyaline (S;) ve
standart sapmasima (S;) yaklasir. Belirlenebilen en kiigiik analitik sinyal (S,,),
ortalama tanik sinyali (S_b,) ile tanmi@in standart sapmasinin 3 katinin toplamina

esit olarak alinir.

S, =S, +ks,

Bu esitlikten gidilerek asagidaki esitlik elde edilebilir.

CLOD = 3St/m

Tayin siniri, matematiksel olarak kabul edilebilir gozlenebilme sinirini tespit
etmek ic¢in kullanilan bir seri tekrarlarin sonuglarinin standart sapmalarinin 10
katina es degerdir (Henden, 2001; Skoog vd., 1997;
http://www.dnr.state.wi.us/org/es/science/lc/OUTREACH/-
Publications/LOD%20Guidance%20Document.pdf).

1.6. Silika Jelin Genel Ozellikleri

Gozenekli silika bir inorganik polimerdir. Silika, siloksan baglar (Si-O-Si) ve
silanol (Si-OH) gruplarindan olusur. Silika jel, ¢ok basarili bir adsorblayici olarak
kullanilabilir. Sismedigi veya deformasyona ugramadigi igin iyi bir mekanik
dayanikliliga sahiptir ve 1s1 islemlerine kars1 dayamikhidir. Ek olarak selatlayici
ajanlar silika jel iizerine kolayca yiiklenebilir. Silika jelin yiizeyi silanol
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gruplarinin  varligi ile karakterize edilir. Silanol gruplari, iyonik tiirlerin
baglanmas1 ve ekstraksiyonu i¢in diisilk etkilesime sebep olan zayif iyon
degistirici olarak bilinir. Silika jel 6zellikle Cu, Ni, Co, Zn veya Fe gibi metal
iyonlar1 i¢in yliksek sogurum kapasitesi gosterir. Tutma, yiiksek oranda 6rnek
pH’na baghidir. Kantitatif geri kazanim i¢in gerekli pH degerleri 8’in lizerindedir.
Asidik kosullar altinda silanol gruplar protonlanir ve silika jelin iyon degisim
kapasitesi olduk¢a azalir veya diisiik pH’larda sifira kadar azalir. Ek olarak bu
sorbent oldukca diisiikk secicilige sahiptir ve bazik pH’ta hidrolize olmaya
meyillidir. Sonug¢ olarak, silika jel ylizeyinin modifikasyonu, daha yiiksek
secicilikli kat1 sorbentler elde etmek icin kullanilmaktadir. Organik bilesikleri
yiizeye ylklemek i¢in kimyasal immobilizasyon ve fiziksel adsorpsiyon olmak
lizere iki yaklasim kullamlir. ilk durumda, silika jelin yiizey gruplar1 ve organik
bilesik arasinda bir kimyasal bag olusur (islevsellestirilmis sorbent). Ikinci
yaklasimda organik bilesik, silika jel yiizeyinin silanol gruplar iizerine dogrudan
adsorplanir (emdirilmis veya yiiklenmis sorbent). Emdirme reaktifleri, iyon
degistiriciler veya selat yapici bilesiklerdir. Cok sayida reaktif eser metallere karsi
sorbentin seciciligini ve tutma kapasitelerini artirmak igin arastirilmistir. Bu
kullanimlara ek olarak silika jel, mikroorganizmalarin kullanildig1 biyosogurum
caligmalarinda destek materyali olarak da kullanilmistir (Camel, 2003; Mitra,
2003).



1.7. Calismanin Kapsami ve Amaci

Bu ¢alismada bazi termofilik bakteri tiirleri kullanilarak Cu*", Zn*", Cd*, Co™,
Pb*" ve Ni*" iyonlarimin ayirma ve zenginlestirme sartlarnin ICP-OES ile
arastirllmasi amaclanmustir. Geobacillus stearothermophilus DSMZ 22 (DSMZ
22), Geobacillus toebii HBB 218 (HBB 218), Anoxybacillus puschionensis
HBB 246 (HBB 246) ve Geobacillus thermoglucosidasius HBB 269 (HBB
269) termofilik bakterilerinin kullanilmasi ve silika jel iizerine immobilize
edilmesi planlanmistir. Ayirma ve zenginlestirme calismalarinin kati faz
ekstraksiyonu yontemi kullanilarak, bakteriyel biyokiitle immobilize edilmis

silika jel dolgulu kolonlarda gerceklestirilmesi diistiniilm{istiir.

Termofilik bakterilerin, silika jel iizerine immobilizasyonu oncesi ve sonrasi
SEM  fotograflarinin  alinmasi  ile  immobilizasyon  sonuglarinin
degerlendirilmesi ve termofilik bakterilerin FT-IR spektrumlarinin alinmasi ile
baglanmadan sorumlu olabilecek fonksiyonel gruplarin degerlendirilmesi

amaglanmustir,

Ayirma ve zenginlestirme sartlarini etkileyen parametrelerden olan, 6rnek pH’1,
bakteriyel biyokiitle miktari, eluent ¢ozeltisi tiirdi, eluent ¢ozeltisi hacmi, 6rnek
¢ozeltisi hacmi, 6rnek ¢ozeltilerinin akis hizi, eluent ¢ozeltilerinin akis hiz1 ve

ortamda bulunabilecek diger iyonlarin etkisinin aragtirilmasi amaglanmustir.

Optimize edilmis kosullar altinda zenginlestirme yonteminin tekrarlanabilirligi,
caligilan metal iyonlar1 i¢in gozlenebilme sinirlart ve biyosorbentlerin ¢alisilan

metal iyonlari i¢in tutma kapasitelerinin belirlenmesi amaglanmustir.

Caligmada kullanilan yontemin dogrulugu, kaynak suyu, Aydin sehir suyu ve
Biiyilk Menderes Nehri’nden alinan ¢esitli su orneklerine standart ekleme
yapilarak arastirilmasi planlanmigtir. Yontemin dogrulugu ayrica standart
referans madde (BCR 146R - endiistriyel kaynakli atik su ¢gamuru) kullanilarak

da kontrol edilmesi amaglanmaisgtir.

43
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2. KAYNAK OZETLERI

Gozenekli cama immobilize edilmis siyano bakteri (Spirulina platensis) ve on-line
akis enjeksiyon atomik absorpsiyon spektrometre sistemi kullanilarak Cu(Il),
Zn(Il), Cd(I), Pb(ll) ve Fe(Ill) iyonlart sulu c¢ozeltilerden yiiksek verimle
zenginlestirilmigtir. Metal baglama derecesi ¢ozelti pH’ina baglidir. Kursun ve
demirin tutulmasi pH’a bagh iken, bakir, ¢inko ve kadmiyumun kantitatif
tutulmasi genis bir pH araliginda gerceklesmistir. Biyosorbentin tutma kapasitesi,

doniim noktasi egrisi kullanilarak elde edilmistir (Maqulelra vd., 1994).

Sepiolit iizerine immobilize edilmis Escherichia coli igeren kolonda
zenginlestirme sonrasi Cu, Zn, Fe, Ni ve Cd’un alev atomik absorpsiyon
spektrometresi ile tayini i¢in yeni bir metot gelistirilmistir. Optimum pH degerleri,
adsorban miktari, ellisyon ¢ozeltisi ve akis hizi galisilan elementler igin elde
edilmistir. Analitlerin geri kazanimi iizerine girisim yapan iyonlarin etkisi
arastirilmistir. Sepiolit tizerine immobilize edilmis Escherichia coli’nin Cu, Zn,
Fe, Ni ve Cd iyonlari igin adsorpsiyon kapasiteleri belirlenmistir (Bag vd., 2000b).

Penicillium italicum yiiklenmis Sepabeads SP 70 ile pgL™' diizeylerindeki
bakir(Il), kadmiyum(II), kursun(Il), mangan(Il), demir(IIl), nikel(II) ve kobalt(II)
tayini i¢in alev atomik absorpsiyon spektrometresi ile birlestirilmis kat1 faz
ekstraksiyonu zenginlestirme sistemi gelistirilmistir. Analitler, pH 8.5 — 9.5
araliginda biyosorbent iizerine adsorbe olmusglardir. Adsorplanan metaller 1 M
HCI ile elue edilmistir. Ornek hacmi, akis hizlar1 ve sulu ¢ozeltilerin pH’larimi
kapsayan cesitli analitik parametrelerin etkileri analit iyonlarinin alikonmalari
acisindan arastirilmigtir.  Geri kazanim degerleri % 95 — 102 araliginda
bulunmustur (Mendil vd., 2008).

Alevli atomik absorpsiyon spektrometre analizi oncesi Fe(Ill), Co(Il), Mn(II) ve
Cr(IIT) zenginlestirilmesi i¢in, kat1 destek tizerine Agrobacterium tumefacients’in
immobilize edildigi biyosorbenti kullanmuglardir. Kolon zenginlestirmesi igin
destek materyali olarak Amberlit XAD-4’ii kullanmislardir. Metal iyonlarinin
tutulmasi lzerine, pH, adsorban miktari, eluent tiirii ve hacmi, 6rnek ¢ozelti akig
hizi, 6rnek ¢6zelti hacmi ve matriks girigim etkisi ¢aligilmistir. Metal iyonlarinin
tutuldugu optimum pH’1, 6 - 8 araliginda bulmuslardir. Calisilan metal iyonlar1
icin zenginlestirme faktoriinii 25 olarak bulmuslardir. Zenginlestirme ydntemini,

su orneklerinde, alasim Orneklerinde, bebek mamasinda ve sertifikali 6rneklerde
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metal tayini i¢in uygulamislardir (Baytak ve Tiirker, 2005b).

Aspergillus fumigatus immobilize edilmis Diaion HP-2MG iizerine bakir(IT),
kursun(Il), ¢inko(II), demir(III), nikel(Il) ve kobalt(Il) iyonlarinin biyosogrumuna
dayanan bir kat1 faz ekstraksiyonu islemi caligilmistir. Aspergillus fumigatus
miktari, eluent tipi, érnek ve eluent g¢ozeltileri akis hizlarin1 kapsayan analitik
kosullar arasgtirilmigtir. Analitlerin tutulmasi {lizerine diger iyonlarin etkileri de
arastinlmigtir. Yontem validasyonu ii¢ standart referans maddenin analizi ile
gergeklestirilmistir.  Yontem, sokak tozu, domates salgasi, siyah c¢ay gibi
mikrodalga ile ¢oziliniirlestirilen drneklerdeki ve dogal sulardaki analit iyonlarmin
tayini i¢in basarili bir sekilde uygulanmistir (Soylak vd., 2006).

Bacillus sphaericus yiiklenmis Diaion SP-850 reginesi {iizerine bakir(Il),
kursun(ll), demir(Ill) ve kobalt(Il)’nin biyosogurumu ile ayirma ve
zenginlestirilme c¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Biyosorbent {izerine sogurulan
analitter 1 M HCI kullanilarak elue edilmis ve alev atomik absorpsiyon
spektrometre ile tayin edilmistir. Analitlerin kantitatif geri kazanim iizerine, pH,
B. sphaericus miktari, 6rnek hacmi gibi analitik parametrelerin etkileri
aragtirllmistir. Biyosorbent ile analitlerin tutulmasi iizerine alkali, toprak alkali ve
bazi metal iyonlarinin etkileri de arastirllmigtir. Gergek 6rneklerden Cu, Pb, Fe ve
Co iyonlarinin ayirma ve zenginlestirilmesi kantitatif olarak gerceklestirilmistir.
Yontem validasyonu, sertifikali standart referans maddelerin tayini ile yapilmistir.
Onerilen metot, yesil ¢ay, siyah cay, kiiltiir mantari, pisirilmis bugday, piring ve

toprak orneklerinde analit iyonlarinin tayini i¢in uygulanmistir (Tuzen vd., 2007a).

Pseudomonas aeruginosa immobilize edilmis ¢ok duvarl karbon nanotiipler ¢evre
orneklerindeki bazi kobalt(Il), kadmiyum(II), kursun(Il), mangan(II), krom(III) ve
nikel(Il) iyonlarimin kat1 faz ekstraksiyonu i¢in biyosorbent olarak kullanilmustir.
Analitlerin kantitatif biyosogurum kosullarini arastirmak icin pH, eluent tiiri,
eluent hacmi, 6rnek hacmi gibi etkiler ¢calisilmigtir. P. aeruginosa immobilize
edilmis karbon nanotiipler ile analit iyonlarmin biyosogurumu {izerine alkali,
toprak alkali ve bazi1 gecis metallerin etkileri arastirilmistir. Onerilen biyosogurum
yontemi, domates yapraklari, sigir karacigeri, pismis bugday, balik konservesi,
siyah cay, liken ve dogal su orneklerindeki analitlerin tayini i¢in uygulanmistir
(Tuzen vd., 2007b).

Ponza tas1 flizerine immobilize edilmis Penicillium digitatum ile kolon
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biyosogurum islemi kullanilarak Cu(II), Zn(II) ve Pb(Il) iyonlarinin kolon kat1 faz
ekstraksiyonu iglemi gerceklestirilmistir. Analitler alev atomik absorpsiyon
spektrometresi ile tayin edilmistir. pH degerleri, kat1 faz miktar, eliisyon ¢ozeltisi
ve Ornek ¢ozeltisinin akis hizi gibi optimum kosullar analitlerin kantitatif geri
kazanimi igin degerlendirilmistir. Analitlerin geri kazanimi {izerine girisim yapan
iyonlarin etkisi arastirtlmistir. Optimum kosullar altinda bakir, ¢inko ve kursunun
geri kazanimlart % 95’in lizerinde bulunmustur. Analitler i¢in zenginlestirme
faktorii 50 olarak bulunmustur. Onerilen ydntem, baraj suyu, atik su, kaynak suyu,
maydanoz ve havu¢ Orneklerinde bakir, ¢inko ve kursun i¢in uygulanmistir
(Baytak vd., 2008).

Cevre Orneklerindeki aliiminyumun ayirma ve zenginlestirmesi igin bir
biyosogurum iglemi Onerilmistir. Gram-negatif bir bakteri olan Pseudomonas
aeruginosa yiiklii Chromosorb 106 biosorbent olarak kullanilmigtir. Aliiminyumun
zenginlestirilmesi lizerine, ¢ozelti pH’1, eluent tiirli, eluent hacmi, 6rnek hacmi vb.
etkiler arastirilmistir. Onerilen yontem, standart referans maddelere, su ve gida
orneklerini kapsayan ¢evre Orneklerindeki aliiminyum tayini i¢in uygulanmistir
(Tuzen ve Soylak, 2008).

Iz metal tayininde biyosorbent olarak Amberlit XAD-4 iizerine immobilize
edilmis Bacillus subtilis’in kullanim1 &nerilmistir. Islem, kuru ve 6lii bakteriyel
bilesenlerin yiiklendigi Amberlit XAD—4 ile hazirlanan kolonda alev AAS ile
tayinleri 6ncesi Cu ve Cd iyonlarinin biyosogurumuna dayandirilmistir. pH,
adsorban miktari, eluent tiirii ve hacmi, ¢ozelti akis hiz1 ve matriks girisimi gibi
gesitli parametrelerin metal iyonlarinin tutulmasina olan etkileri ¢aligilmistir. Cu
ve Cd i¢in kantitatif sogurumun gerceklestigi pH degerleri sirasiyla 7.0 ve 7.5
olarak bulunmustur. Bu metal iyonlarinin kantitatif olarak 1 M HCI ile
desorplanabildigi bulunmustur. Biyosobentin Cu ve Cd igin adsorpsiyon
kapasiteleri belirlenmistir. Gelistirilen yontem, nehir ve kuyu suyu gibi ¢esitli su
orneklerine uygulanmis ve yontemin dogrulugu standart referans maddeler ile

degerlendirilmistir (Dogru vd., 2007).

Saccharomyces cerevisiae olarak nitelendirilen ekmek mayasi hiicreleri su
orneklerinden Cd*", Cr’*, Cr*, Cu*, Pb*" and Zn** metal iyonlarinin iz
zenginlestirmesi i¢in degerlendirilmistir. Metal derigimi alev atomik absorpsiyon
spektrometresi ile tayin edilmistir. Cozelti pH’1, inkiibasyon zamani, maya

biyokiitlesinin miktar1 ve glukoz derisiminin etkisi gibi metal alimini1 etkileyen
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parametreler optimize edilmistir (Mapolelo ve Torto, 2004).

Akis enjeksiyon sisteminde on-line metal zenginlestirmesi islemi i¢in kahverengi
alg Pilayella littoralis, yeni bir biyosorbent olarak kullanilmistir. Silika-
immobilize alg kolonunda zenginlestirme sonrasi gol suyu orneklerinde Al, Co,
Cu ve Fe, ICP-OES ile tayin edilmistir. Pilayella littoralis de diger algler gibi bu
metal iyonlari i¢in gii¢lii bir affinite sergilemistir. Metaller pH 5.5’de baglanmis ve
pH < 2 seyreltik HCI ile alinmigtir. Metal sogurum etkinligi % 86 — 90 araliginda
bulunmustur (Carrilho vd., 2003).

Serbest veya silika jel iizerine immobilize ekmek mayas1 Saccharomyces
cerevisiae ve yesil alg Chlorella vulgaris’in asidik ortamda su 6rneklerinden platin
ve palladyumu segici olarak biriktirdigi gosterilmistir. Metallerin biyosogurum
kosullarmin (6rmmek pH’1, alg ve maya kiitleleri, adsorpsiyon siiresi, sicaklik)
optimizasyonu kesikli modda gergeklestirilmistir. Silika jele kovalent olarak
immobilize edilmis C.vulgaris algi tizerine platin ve palladyumun
biyosogurumuna dayanan matriks ayirma iglemi akis modunda gerceklestirilmistir.
Algin akis islemindeki kullanimmin, be¢ modundaki kullanimi ile
kargilagtirildiginda, akis isleminin gesitli avantajlari oldugu belirtilmistir. Akis
isleminin daha iyi tekrarlanabilirlik gosterdigi, daha az zahmetli ve daha az zaman
alict oldugu belirtilmistir. Kolonda biyosogurulan metaller icin en yiiksek geri
kazanim 1 M HCI igerinde hazirlanmig 0.3 M tiyoiire ile elde edilmistir. GFAAS
tayininde arastirilan metallerin analitik sinyaline tiyotirenin etkisi tartigilmistir.
Yontem, platin ve palladyum eklenmis ¢cesme suyu ve atik su drneklerinde soy
metallerin ayirma islemi icin uygulanmstir (Godlewska- Zytkiewicz, 2003).

Polisiilfon ve epoksi recine kiireleri igerisine hapsedilmis siyano bakteri
Phormidium laminosum cansiz biyokiitlesinin Cu(Il), Fe(II), Ni(Il) ve Zn(II)
iyonlari i¢in biyosogurum kapasitesi arastirilmigtir. Biyosogurum islemi biyokiitle
kiirelerinin 1slatilmasina dayanmaktadir. Kuru biyokiitle kiirelerinin kullanildigi
durumda metal biyosogurum hizinin azaldigi bulunmustur. Biyokiitle tanecik
boyutunun azaltilmast ile metal biyosogurum hizinin arttigi belirtilmigtir.
Biyokiitle kiirelerinin 0.1 M HCI ile yikanmasiyla, biyosogurulan metallerin
tamamen desorplandig1 bildirilmistir. Polisiilfon biyokiitle kiireleri, 0.1 M NaOH
ile tekrar kosullandirildiktan sonra etkinlik kaybi olmaksizin en az on ardisik
biyosogurum-desorpsiyon dongiisii i¢in kullanilabildigi bulunmustur (Blanco vd.,
1999).
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Bira fermentasyon endiistrisinden gelen atik Saccharomyces cerevisiae biyokiitlesi
sulu  ¢ozeltilerden bakirin  uzaklagtirlmast  igin  kullanilmistir.  Bakirin
biyosogurumunda Saccharomyces cerevisiae hiicre duvarinda ¢esitli fonksiyonel
gruplarin oynadigi rolii belirlemek i¢cin metanol, formaldehit ve gluteraldehiti
kapsayan ¢esitli kimyasal ajanlar ile biyokiitlenin hiicre duvari bilegimi
degistirilmigtir. Hiicre duvarinda mevcut amino gruplarinin metillenmesi ve
karboksilin esterlestirilmesi bakirin biyosogurum kapasitesini 6nemli bir sekilde
azalttigi bulunmustur. Bakirin biyosogurumunda karboksil ve amin gruplarinin

onemli bir rol oynadigi ileri siiriilmistiir (Jianlong, 2002).

Silika jel iizerine immobilize edilmis Chlorella vulgaris ile doldurulmus kolon
kullanilarak suda civa tiirlemesi i¢in yeni bir metot gelistirilmistir. Metot
polipropilen tiipte immobilize algin doldurulmasi ile hazirlanmig mikro
kolonlarlarda CH;Hg" ve Hg*nin tutulmasini kapsamaktadir. CH;Hg" ve Hg*"
icin sirasiyla 0.03 M ve 1.5 M HCI ile segici ve birbirini takip eden eliisyonlari
gerceklestirilmistir. CH;Hg" and Hg®" igin C. vulgaris’in adsorpsiyon kapasitesi
serbest ve immobilize C. vulgaris kullanilarak degerlendirilmistir. Her iki tiir i¢in
de tutma ve eliisyon kosullariin etkinligi lizerine ¢aligmalar gerceklestirilmistir.
Geligtirilen metot standart eklenmis cesme, deniz ve atik su Orneklerine
uygulanmistir (Tajes-Martinez vd., 2006).

Cesitli su drneklerindeki Cr(III) ve Cr(VI) tiirlemesi i¢in substrat olarak polisilikat
matriksi igerisine immobilize edilmis yosun (Funaria hygrometrica)
kullanilmistir. Cr(Ill) ve Cr(VI)’y1 kantitatif olarak ayirmak i¢in pH, sorbent
miktar1 ve akis hiz1 gibi kosullar optimize edilmistir. Cr(Ill), pH 4 — 8 araliginda
immobilize yosunu igeren kolonda segici olarak tutulurken Cr(VI)’nin ¢ozeltide
kaldigi bulunmustur. Tutulan Cr(II), 10 mL 2 M HNO; ile elue edilmistir.
Zenginlestirme faktorii 20 olarak bulunmustur. Ayirma sonrasi Cr tiirleri ICP-MS
ve FAAS ile tayin edilmistir. Immobilize yosunun sogurum kapasitesi Cr(IIl) i¢in
11.5 mg/g olarak bulunmustur. Onerilen metot standart eklenmis ve gergcek su
orneklerine basarili bir sekilde uygulanmistir ve geri kazanimlar % 95’in {izerinde
bulunmustur (Krishna vd., 2005).

Hg(Il) ve metil civanin on-line zenginlestirme ve tiirlemesinde, silika jel iizerine
immobilize edilmis Saccharomyces cerevisiae ekmek mayasinin analitik
performans: degerlendirilmistir. immobilize hiicreler PTFE (Politetrafloretilen)

mikro kolona doldurulmus ve kolon i¢inden organik ve inorganik civa c¢ozeltileri
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gecirilmistir. Inorganik ve organik civa ¢dzeltilerinin tutulmasi es zamanl olarak
gerceklesmistir. Tutma verimi genis bir pH araliginda % 95°den yiiksek
bulunmustur. Tiirleme, metil civa i¢in 0.02 M HCI ve Hg(Il) igin 0.8 M CN°
kullanilarak segici ve birbirini takip eden eliisyonlar ile gergeklestirilmistir.
Zenginlestirme faktorleri metil civa igin 15 ve civa(Il) igin 100 olarak
bulunmustur. Yontem standart eklenmis deniz suyu Orneklerine uygulanmistir
(Pérez-Corona vd., 1998).

Staphylococcus xylosus ve Pseudomonas sp. kullanilarak tekli ¢ozeltilerden Cd(1T)
ve Cr(VI) iyonlarmin biyosogurumu ve biyosorbentlerin ikili karigimlardaki
seciciligi arastirtlmistir. Metal biyosogurumunu tanimlamak i¢in Langmuir ve
Freundlich modelleri uygulanmistir ve pH, biyokiitle derisimi ve temas zamani
gibi etkiler belirlenmistir. Kadmiyumun maksimum tutma kapasitesi S. xylosus ve
Pseudomonas sp. igin sirastyla, 250 ve 278 mg g ', krom igin ise 143 ve 95 mg g
olarak hesaplanmistir. Cd(II) iyonlarinin daha fazla miktarda bulundugu ikili
karisimlarda (10 mg L™ Cd(Il) ve 5 mg L' Cr(VI)), Pseudomonas sp. ve S.
xylosus i¢in sirasiyla % 96 ve % 89’a ulagilmigtir (Ziagova vd., 2007).

Sn(Il) ve Sn(IV)’iin segici olarak tutulmasinda substrat olarak Saccharomyces
cerevisiae arastirllmistir. pH, biyokiitle miktari, sicaklik ve temas siiresi gibi maya
ile analitlerin tutulmasin1 etkileyen cesitli faktorler degerlendirilmistir.
Saccharomyces cerevisiae kullanilarak kati faz ekstraksiyonu ve ICP-OES’in
birlestirilmesi ile Sn(II) ve Sn(IV)’iin tayini i¢in bir metot Onerilmistir. Islem
sirasinda Sn(II) ¢ozeltide kalirken, Sn(IV) pH 2’de maya tarafindan segici olarak
tutulmustur. Onerilen yaklasim, standart eklenen nehir suyuna ve endiistriyel atik
sularda Sn(Il) ve Sn(IV)’in tayini i¢in degerlendirilmistir. Tim ornekler i¢in
Sn(II) ve Sn(IV)’iin geri kazanimlar1 % 85 — 112 araliginda bulunmustur (Caldorin
ve Menegario, 2007).

Inorganik arsenik tiirleri maya immobilize edilmis kolon kullanilarak ayrilmustir.
Saccharomyces cerevisiae gozenekli cama kovalent olarak baglanmistir ve
As’”den ¢ok As’"i secici olarak zenginlestirdigi goriilmiistiir. Kolonda arsenigin
tutulmasi i¢in optimum pH’m, 7 oldugu belirtilmistir. As’* ve As®" iyonlarmin, 1.5
mL min "' akis hiz1 ile birkac dakika icinde ayrildigi bulunmustur. 3 M HNOj5’in,
hem As’"in eliisyonu i¢in hem de hidriir iiretimi i¢in yeterli oldugu bildirilmistir.
Pestisit ve sigara 6rneklerinde arsenik tiirlerinin kantitatif analizi gerceklestirilmis

ve sonuglarin varsayilan degerler ile uyumlu oldugu belirtilmistir (Koh vd., 2005).
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Cevre orneklerinde krom(Ill) ve krom(VI) i¢in biyosoguruma dayanan bir tiirleme
islemi Onerilmistir. islem, Diaion SP-850 yiiklii Bacillus sphaericus ile pH 5’de
krom(Ill)’iin kantitatif biyosogurumuna dayanmaktadir. pH 5’de biyosorbent
iizerinde Cr(VI)’nin geri kazanimi % 5’in altinda bulunmustur. Cr(VI) derisik
H,S0O, ve etanol ile ingirgendikten sonra sistem toplam krom igin uygulanmustir.
Cr(VI), toplam krom igerigi ve Cr(Ill) igerigi arasindaki farktan hesaplanmistir.
pH, adsorban miktar1 gibi optimum analitik kosullar, Cr(IIl) geri kazanimlar1 igin
aragtirllmistir. Cr(I1I) igin biyosorbentin kapasitesi, 6.95 mg/g olarak bulunmustur.
Islem dogal su dérneklerinde, krom(I1I) ve krom(VI)’nin tiirlemesi i¢in basarili bir
sekilde uygulanmistir (Tuzen vd., 2007c).

Sulu ¢ozeltilerdeki Cr(Ill) ve Cr(VI)’'min segici tayini ve biyosogurumu igin
substrat olarak Saccharomyces cerevisiae degerlendirilmistir. Maya hiicreleri
gozenekli cam iizerine kovalent olarak immobilze edilmis, mini kolona
doldurulmug ve on-line akig enjeksiyon sistemi ile birlestirilmistir. Biyosogurum
islemini etkileyen kimyasal ve fiziksel degiskenlerin etkisi S. cerevisiae ile
kromun tutulmasi i¢in gerekli optimal kosullarin se¢ilmesi i¢in test edilmistir.
Cr(IlI), immobilize hiicreler tarafindan tutulurken, Cr(VI)’nin gdézenekli cam
tarafindan tutuldugu belirtilmistir. Tiirleme, Cr(III) igin 0.05 M HCl ile Cr(V]) igin
2.0 M HNO; ile segici ve ardigik elusyonlari ile miimkiin oldugu bildirilmistir.
Derigsimi 20 mg L "¢ kadar olan diger iyonlarm etkileri degerlendirilmistir.
Kromun kantitatif tayinleri, ICP-OES ile gerceklestirilmistir. Farkli tiirlerdeki
dogal sularda inorganik kromun tiirlemesi, onerilen metot ile gerceklestirilmistir.
Standart eklenmis su 6rnekleri analizlenmis ve geri kazanimlar tiim durumlarda

81-103 araliginda bulunmustur (Menegario vd., 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Deneylerde Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan kimyasal maddelerin tiimii analitik safliktadir ve kullanilan

kimyasal maddeler ve saglandigi firma detayli olarak Cizelge 3.1°de verilmektedir.

Cizelge 3.1. Deneylerde kullanilan kimyasal maddeler

Kimyasal maddenin adi Firma
CaCl, Riedel-de Haén
CH;COOH Merck
CH;COONa Merck
Co(NOs), Merck
Cu(NO;), Merck
H;PO, Merck
HCl Merck
HNO; Merck

Cd metali Merck
KCl1 Merck
KH,PO, Merck
MgCl, Sigma
Na,CO; J.T. Baker
Na,HPO, Merck
NaCl Merck
NaHCO; J.T. Baker
NH; Merck
Ni(NO3), Merck
Pb(NO;), Merck

Zn(NOs), Merck
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3.2. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Bu c¢aligmada c¢aligilan tiim metal iyonlarmin analizleri, Adnan Menderes
Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvarinda bulunan Teledyne Leeman Labs
Prism Model Indiiktif Eslesmis Plazma Optik Emisyon Spektrometresi (ICP-OES)
ile gergeklestirildi. ICP-OES’de gergeklestirilen metal iyonu analizleri igin cihaz
parametreleri Cizelge 3.2°de verilmektedir.

Cizelge 3.2. ICP-OES calisma kosullar1

ICP-OES Teledyne Leeman labs Prism Model aksiyal gortis ICP-
OES

Monokromator Esel spektrometre (200 nm’de 0.008 nm ¢oziiniirlik)

Dedektor C-PAD dedektor

Sislestirici Es merkezli

RF jeneratorii 40 MHz

RF giicii 1.0 kW

Plazma gaz akis1 19 L/min

Yardimci gaz akisi 0.3 L/min
Nebulizor akis basinct 50 psi
Pompa hizi 1.4 mL/min

Cu: 324.754 nm, Zn: 206.200 nm, Cd: 214.441 nm,

Dalga boyu Co: 228.615 nm, Pb:220.353 nm, Ni: 231.604 nm

pH olgiimleri igin WTW pH 315i dijital pH metre kullanildi.

Kolonda gergeklestirilen calismalarda cozeltilerin akig hizlarmi ayarlamak igin
Longer Precision Pump Co. Ltd. BT 100-1L model 8 kanalli peristaltik pompa
kullanildu.

Besi yeri sterilizasyon islemleri igin ADU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimiinde bulunan Hirayama HA-40MIV marka otoklav kullanildi.
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Bakterilerin steril petri kaplarina ekim sonrasi lireme kosullarii saglamak iizere
ve diger kurutma islemlerinde Niive FN 400 marka etiiv kullanildi.

Bakterilerin sivi besi yerinde lireme kosullarini saglamak {izere Adnan Menderes
Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde bulunan Innova 143

calkalamali inkiibat6r kullanildi.

Bakteriyel biyokiitlenin besi yerinden ayrilmasi igin Adnan Menderes Universitesi
Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimiinde bulunan Sigma-3K30 model santrifiij
cihazi kullanildi.

Bakteriyel biyokiitlelerin spektroskopik karakterizasyonlarmin yapilabilmesi i¢in
Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma Laboratuvarinda bulunan Varian
FTS 800 marka FT-IR kullanildi.

Termofilik bakterilerin silika jel {izerine immobilizasyonu Izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitlisti’'nde bulunan Philips XL-30S marka SEM kullanilarak gosterildi.

Standart referans maddenin (BCR-146R, endiistriyel kaynakli atik su g¢amuru)
¢oziiniirlestirilmesi isleminde Adnan Menderes Universitesi Merkez Arastirma
Laboratuarinda bulunan Questron QLAB 8000 mikrodalga ¢oziiniirlestirme
sistemi kullanildu.

3.3. Deneylerde Kullanilan Cozeltiler ve Hazirlanmalan

Tiim ¢ozeltilerin hazirlanmasinda ve seyreltme islemlerinde Millipore marka saf
su sistemiyle elde edilen ultra saf su kullanild1 (18.2 MQ/cm).

3.3.1. Stok Cozeltiler
Stok Bakar (ITI) Cozeltisi, 100 pg/mL

0.3802 g Cu(NO:s), saf suda ¢oziildii ve 10 mL derisik HNOj; eklendikten sonra saf
su ile 1000 mL’ye tamamlanda.

Stok Cinko (II) Cozeltisi, 100 pg/mL

0.4548 g Zn(NO3), saf suda ¢oziildii ve 10 mL derigsik HNOj; eklendikten sonra saf
su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
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Stok Kadmiyum (II) Cozeltisi, 100 pg/mL

0.1000 g kadmiyum metali 4 mL derisik HNOs’de ¢6ziildii, 8 mL derisik HNO;
eklendi ve saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Stok Kobalt (IT) Cozeltisi, 100 pg/mL

0.4938 g Co(NOs), saf suda ¢oziildii ve 10 mL derisik HNOj; eklendikten sonra saf
su ile 1000 mL’ye tamamlanda.

Stok Kursun (IT) Cozeltisi, 100 pg/mL

0.1599 g Pb(NOj3), minimum miktardaki 1+1 HNOs’te ¢ozildi. 10 mL derisik
HNO:; eklendikten sonra saf su ile 1000 mL’ye seyreltildi.

Stok Nikel (IT) Cozeltisi, 100 pg/mL

0.4953 g Ni(NO3), saf suda ¢oziildii ve 10 mL derisik HNO; eklendikten sonra saf
su ile 1000 mL’ye tamamlanda.

Stok Na (I) Cozeltisi, 10000 pg/mL

25.4196 g NaCl, saf suda ¢oziildii ve saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Stok K (I) Cozeltisi, 10000 pg/mL

19.2628 g KCl, saf suda ¢oziildii ve saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Stok Ca (II) Cozeltisi, 1000 pg/mL

3.6755 g CaCl, saf suda ¢oziildii ve saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Stok Mg (II) Cozeltisi, 1000 pg/mL

8.3645 g MgCl, saf suda ¢6ziildii ve saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
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3.3.2. Eluent Cozeltileri
Hidroklorik Asit Cozeltisi, 0.1 M

Derisik hidroklorik asit (% 37, d=1.19 g/mL) ¢ozeltisinden 8.3 mL alinarak saf su
ile 1000 mL’ye tamamlandi.

Hidroklorik Asit Cozeltisi, 0.5 M

Derisik hidroklorik asit (% 37, d=1.19 g/mL) ¢6zeltisinden 41.4 mL alinarak saf

su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Hidroklorik Asit Cozeltisi, 1 M

Derisik hidroklorik asit (% 37, d=1.19 g/mL) ¢6zeltisinden 82.8 mL alinarak saf

su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Hidroklorik Asit Cozeltisi, 1.5 M

Derisik hidroklorik asit (% 37, d=1.19 g/mL) ¢ozeltisinden 124.2 mL alinarak saf

su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Hidroklorik Asit Cozeltisi, 2 M

Derisik hidroklorik asit (% 37, d=1.19 g/mL) ¢ozeltisinden 165.6 mL alinarak saf

su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
Nitrik Asit Cozeltisi, 0.5 M

Derisik nitrik asit (% 65, d=1.41 g/mL) ¢ozeltisinden 34.4 mL alinarak saf su ile
1000 mL’ye tamamlandi.

Nitrik Asit Cozeltisi, 1 M

Derisik nitrik asit (% 65, d=1.41 g/mL) ¢ozeltisinden 68.8 mL alinarak saf su ile
1000 mL’ye tamamlandi.
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Nitrik Asit Cozeltisi, 1.5 M

Derisik nitrik asit (% 65, d=1.41 g/mL) ¢dzeltisinden 103.2 mL alinarak saf su ile
1000 mL’ye tamamlandi.

Nitrik Asit Cozeltisi, 2 M

Derisik nitrik asit (% 65, d=1.41 g/mL) ¢ozeltisinden 137.5 mL alinarak saf su ile
1000 mL’ye tamamlandi.

3.3.3. Tampon Cozeltiler
0.1 M pH 2 Tampon Cézeltisi, H;PO,-KH,PO,

6.8 g KH,PO, bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra iizerine 4.5 mL derisik H;PO4
eklendi. 1000 mL’ye yakin yaklagik bir hacime kadar saf su ile seyreltildikten
sonra pH metre kullanilarak pH’1 2’ye ayarlandi ve hacmi saf su ile 1000 mL’ye

tamamlandi.
0.1 M pH 4 Tampon Cozeltisi, CH; COOH-CH;COONa

0.74 g CH3;COONa bir miktar saf suda ¢oziildiikten sonra tizerine 2.4 mL derisik
CH;COOH eklendi. 1000 mL’ye yakin yaklasik bir hacime kadar saf su ile
seyreltildikten sonra pH metre kullanilarak pH’1 4’e ayarlandi ve hacmi saf su ile

1000 mL’ye tamamlandi.
0.1 M pH 6 Tampon Céozeltisi, NaH,PO,-K,HPO,

11.93 g KH,PO, ve 4.41 g Na,HPO,4.12H,0O bir miktar saf suda ¢oziildii. 1000
mL’ye yakin yaklagik bir hacime kadar saf su ile seyreltildikten sonra pH metre
kullanilarak pH’1 6’ya ayarlandi ve hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.

0.1 M pH 8 Tampon Céozeltisi, NaH,PO,-K,HPO,

0.72 g KH,PO4 ve 33.95 g Na,HPO,.12H,0 bir miktar saf suda ¢oziildi. 1000
mL’ye yakin yaklasik bir hacime kadar saf su ile seyreltildikten sonra pH metre

kullanilarak pH’1 8’e ayarlandi ve hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
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0.1 M pH 10 Tampon Cozeltisi, NaHCO;-Na,CO;

2.89 g Na,CO; ve 1.89 g NaHCO; bir miktar saf suda ¢oziildii. 1000 mL’ye yakin
yaklagik bir hacime kadar saf su ile seyreltildikten sonra pH metre kullanilarak

pH’1 10’a ayarlandi ve hacmi saf su ile 1000 mL’ye tamamlandi.
3.4. Zenginlestirme Calismasi Oncesinde Yapilan Islemler
3.4.1. Termofilik Bakterilerin Uretilmesi

ADU Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Anabilim Dali
Kiiltiir Stoklari’nda kayitli bulunan dogal sicak su kaynaklarindan izole edilmis 4
adet termofilik bakteri zenginlestirme ¢aligmalarinda kullanildi. Kiiltiir stoklarinda
kayith bulunan Geobacillus stearothermophilus DSMZ 22, Geobacillus toebii
HBB 218, Anoxybacillus  puschionensis HBB 246, Geobacillus
thermoglucosidasius HBB 269 bakterileri zenginlestirme ¢aligmalarinda kullanilan
termofilik bakterilerdir. Calismaya baslamadan 6nce -20 °C’de muhafaza edilen
bakteri stok kiiltiirlerinden, Tryptic Soy Agar (121 °C’de 15 dakika sterilizasyon)
igeren steril petri kaplarina ekiivyon ile ekim yapildi. Ureme igin 65 °C’deki etiive
24 saat siireyle birakildi. Petride gelisen kiiltiirlerden Tryptic Soy Broth (121 °C’de
15 dakika sterilizasyon) steril sivi besi yeri ortamina ekiivyon ile ekim yapildi.
Ureme icin 24 saat siireyle 65 °C’deki ve 150 rpm hizindaki calkalamali
inkiibatore birakildi. Stvi besi yerinde iireme sonrasi bakteri biyokiitlesi santrifiij
ile besi ortamindan ayrildi (15000 rpm, 10 dakika, 20 °C). Ayrilan bakteri
biyokiitlesi, 6ldiirme islemi i¢in 10 dakika 0.1 M HCI ¢ozeltisinde bekletildi ve
sonra saf su ile birka¢ kez yikandi. Elde edilen biyokiitleler 80 °C’deki etiivde
kurutuldu. Kurutulan biyokiitleler porselen havanda toz haline getirildi ve
deneylere kadar desikator icerisinde muhafaza edildi.

3.4.2. Bakteriyel Biyokiitlelerin Spektroskopik Karakterizasyonu

Bakteriyel biyokiitlelerin spektroskopik karakterizasyonlarin yapilabilmesi i¢in
bakteriyel biyokiitlelerin KBr kullanilarak hazirlanmig tabletlerinin FT-IR

spektrumlari alind.
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3.4.3. Termofilik Bakteri Biyokiitlelerinin Silika Jel Uzerine immobilizasyonu

Zenginlestirme ¢aligmalart i¢in 0.063-0.200 mm boyutlarina sahip silika jel
kullanildi. Caligma oncesi silika jel 120 °C’deki etiivde 2 saat siireyle bekletildi ve
deneylere kadar desikator igerisinde muhafaza edildi. Termofilik bakterilerin silika
jel lizerine immobilizasyonu Mahan ve Holcombe (1992) tarafindan Onerilen
isleme gore yapildi. Silika jel {izerine immobilize edilecek bakteri biyokiitlesinin
miktarina ve immobilizasyon sonrasi kolona konulacak biyosorbent miktarina
literatiir taramasina gore karar verildi. Bu amagla 125 mg bakteriyel biyokiitle ile
1.0 g silika jel bir porselen kroze igerisine alindi. Karigim minimum miktardaki su
ile 1slatild1 ve bulamag haline getirildi. 105 °C’deki etiivde kuruma tamamlanana
kadar bekletildi. Islatma ve kurutma islemi, silika jel ve bakteri biyokiitlesi
arasindaki etkilesimi artirmak icin 5 kez tekrarlandi. Immobilizasyon sonrasi
biyosorbent deneylere kadar desikator icerisinde saklandi. 125 mg bakteriyel
biyokiitlenin 1.0 g silika jel {izerine immobilize edilmesi ile elde edilen biyokiitle,
pH optimizasyonu i¢in kullanildi. Takip eden ¢aligmalarda bakteri biyokiitlesinin
optimizasyonu ile elde edilen deney sonuclarina gore, bakteri biyokiitlesinin silika

jel kiitlesine olan orani1 daha sonraki ¢alismalarda degisiklik gostermistir.

Termofilik bakterilerin silika jel {izerine immobilizasyonu SEM kullanilarak
gosterildi.

3.4.4. Kolonun Hazirlanmasi ve Zenginlestirme islemi

Zenginlestirme isleminde i¢ ¢ap1 1 cm ve yiiksekligi 10 cm olan, {ist kismina 250
mL hacminde silifli ayirma hunisi eklenebilen ve taban1 G4 filtre malzemesi ile
kapali cam kolon kullanildi. Iimmobilizasyon sonrasi elde edilen biyosorbentin 250
mg’1 kolona dolduruldu. Uzeri ~0.1 g cam pamugu ile kapatildi. Zenginlestirme
calismasi oncesi kolondan birka¢ kez 10 mL 1 M HCI ¢ozeltisi ve birkag kez 10
mL saf su gegirilerek kolonun temizlenmesi saglandi. Zenginlestirme
caligmalarinda kolonun ¢alisma pH’smma kosullandirilmast olduk¢a 6nemli
oldugundan 6rnek ¢ozeltisi kolondan gecirilmeden 6nce, ¢alisilan pH’a uygun 10
mL tampon ¢ozelti kolondan gegirildi. Optimum deneysel sartlarin belirlenmesi
icin 10 mL tampon ¢ozelti ve 0.2 pg/mL metal iyonu igeren 50 mL sentetik
cozeltiler hazirland1. Sentetik ¢ozeltiler kolondan gecirildikten sonra biyosorbent
tizerinde tutulan metal iyonlar1 10 mL 1 M HCI ¢ozeltisi ile elue edildi. Balon joje
icerisinde 1 M HCI ¢ozeltisi ile 10 mL’ye tamamlandi. Elde edilen eluent
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cozeltisindeki metal iyonlar1 ICP-OES cihazinda tayin edildi ve % geri kazanimlar

asagida verilen esitlik ile hesaplandi.

_ Q, (verim)

= — X100
Q, (orijinal)

%R,

Burada Q4 (orijinal), islem 6ncesi orijinal drnekte bulunan analit miktaridir ve Qa

(verim) ise A analitinin islem sonrasi geri kazanilan miktaridir.
3.5. Zenginlestirme Yonteminin Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

Bu calismada silika jel {izerine termofilik bakterilerin immobilize edilmesi ile elde
edilen biyosorbent kullanilarak Cu**, Zn**, Cd*", Co*", Pb*" ve Ni*" iyonlar i¢in
yeni bir ayirma ve zenginlestirme yontemi gelistirilmeye c¢alisildi. Zenginlestirme

yontemi i¢in optimize edilmesi gereken parametreler agagida siralanmaktadir.
e pH
e Bakteriyel biyokiitle miktari
e Fluent tiirii ve hacmi
e Ornek hacmi
e Ornek ve eluent akis hiz1

Zenginlestirme c¢alismalarinda ilk olarak belirlenmesi gereken parametre, pH
oldugundan en yiiksek geri kazanimin elde edildigi pH veya pH araligi tespit
edildi. Daha sonra kolona doldurulan biyosorbent igerisindeki bakteriyel biyokiitle
orani tespit edildi. pH ve bakteriyel biyokiitle orani arastirilirken diger
parametrelerin degerlerine literatiir bilgisine gore karar verildi. Ornegin, pH etkisi
arastirilirken 0.2 ppm metal iyonu igeren 50 mL ¢ozeltiler 4 mL/min akis hizinda
kolondan gegcirildi. 1 M HCI ¢ozeltisinin 10 mL’si ile 4 mL/min akis hizinda
kolondan elue edildi.

Zenginlestirme islemi igin, pH ve bakteriyel biyokiitle oran1 optimize edildikten
sonra diger parametrelerin etkisi calisildi. Calismada parametrelerden biri
arastirilirken diger parametreler belirli degerlerde tutuldu. Cizelge 3.3’de bir
siitunda sabit tutulan degerler, diger siitunda ¢alisma aralig1 verilmektedir. Ornegin
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eluent tiirii arastirilirken, eluent hacmi 10 mL, 6rnek ve eluent ¢ozeltisi akis hizlar
1 mL/min, 6rnek hacmi 50 mL, biyosorbent miktar1 290 mg, 6rnek ¢6zelti igindeki
metal derisimi 0.2 pg/mL ve calisilan pH 6 veya 8 olarak daha Once belirlenen
degerler kullanildi. Daha sonra eluent tiirii ve hacmi, 6rnek ve eluent ¢ozeltisi akis

hizlari, 6rnek ¢ozeltisi hacmi gibi diger analitik parametreler optimize edildi.

Cizelge 3.3. Zenginlestirme islemi i¢in parametreler ve ¢aligma araliklar

Bir parametre ¢aligilirken sabit

Parametre Calisma araligi tutulan diger parametrelerin
degerleri*
Eluent tiirii 0.5-1.0-1.5-2.0 M HCl 1M HCI
ve HNO;

Eluent hacmi 4-6-8-10 mL incelendi 10 mL

Ornek ¢ozelti akis 1-6 mL/min araliginda 1 mL/min
hizt incelendi

Eluent akis hiz1 1-6 mL/min araligimda 1 mL/min
incelendi

Ornek hacmi 50-1000 mL araliginda 50 mL
incelendi

*Eluent tiiri ¢aligtlirken 1 M HCI disindaki degerler, eluent hacmi c¢aligilirken 10 mL
disindaki degerler, 6rnek ¢ozeltisi akis hizi ¢alisilirken 1 mL/min digindaki degerler, eluent
akig hiz1 ¢aligilirken 1 mL/min disindaki degerler, 6rnek hacmi g¢alisilirken ise 50 mL
disindaki degerler sabit tutularak ¢alisma aralig siitununda yer alan degerler denendi.

Belirlenen optimum sartlarda tekrarlanabilirlik, yontemin metal iyonlart igin

gozlenebilme sinir1 ve biyosorbentin metal iyonlarimi tutma kapasitesi belirlendi.

Cesitli su ve gevre 6rneklerinde en fazla bulunan Na®, K*, Ca®" ve Mg*" gibi alkali
iyonlarinin ¢alisilan elementlerin geri kazanimi {izerine olan girisim etkileri ve

caligilan elementlerin birbirleri {izerine olan girisim etkileri arastirildi.

Yontemin dogrulugunu belirlemek amaciyla yontem standart eklenmis gesitli su
orneklerine ve standart referans maddeye (BCR 146R- endiistriyel kaynakli atik su

camuru) uyguland.
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Tiim deney sonuglari ayni kolonda ii¢ kez tekrarlanan deneysel sonuglarin

ortalamasidir.
3.5.1. Geri Kazamima pH Etkisi

Termofilik bakteri immobilize edilmis silika jel ile en yiiksek geri kazanimin
saglandigi pH degerlerinin tespit edilmesi amaciyla pH’1 2—10 araliginda degisen
0.2 pg/mL metal iyonu iceren 50 mL sentetik ¢ozeltiler hazirlandi. pH degerleri
uygun tampon ¢ozeltiler kullanilarak ayarlandi. pH digindaki diger parametreler
belirli degerlerde tutuldu. Kolona yerlestirilen biyosorbent miktari 250 mg, metal
iyonu derigimi tim metaller i¢in 0.2 pg/mL ve ¢odzelti hacmi 50 mL olarak secildi.
Tiim metal iyonlar1 icin 10 mL 1 M HCI ¢dzeltisi eluent olarak kullanildi. Ornek
cozelti ve eluent ¢ozeltisi akig hizlari, peristaltik pompa ile 4 mL/min’a ayarlandi.

3.5.2. Biyosoguruma Bakteriyel Biyokiitle Miktarinin Etkisi

Bakteriyel biyokiitle miktarinin optimize edildigi deneylerde, 250 mg silika jel
lizerine 5—50 mg araliginda degisen bakteri biyokiitleleri immobilize edildi ve ayri
ayr1 kolonlara dolduruldu. Metal iyonu derigimi tiim metaller i¢in 0.2 pg/mL ve
¢ozelti hacmi 50 mL olarak alindi. Tiim metal iyonlar i¢in 10 mL 1 M HCI
¢ozeltisi eluent olarak kullanildi. Ornek ¢ozelti ve eluent ¢ozeltisi akis hizlari,
peristaltik pompa ile 4 mL/min’a ayarlandi. Hesaplanan biyosogurum yiizdeleri,
bakteri biyokiitlesinin silika jel kiitlesi oranina kars1 grafige gegirilerek

degerlendirildi.
3.5.3. Eluent Tiiriiniin Desorpsiyona Etkisi

Biyosorbent kullanilarak gerceklestirilen zenginlestirme caligsmalarinda literatiirde
cesitli ¢ozeltiler eluent olarak kullanilmaktadir. Bunlar arasinda en ¢ok
kullanilanlar farkli derisimlerdeki HCl ve HNOj; ¢ozeltileridir. HCl ve HNO;
¢oOzeltilerinin 0.5, 1.0, 1.5 ve 2 M olmak iizere 4 farkli derisimi eluent olarak
deneylerde kullanildi. Calisma kosullar1 olarak parametreler i¢in Cizelge 3.3°de
belirlenen degerler kullanilda.

3.5.4. Eluent Hacminin Desorpsiyona EtKkisi

Yiiksek geri kazanimin elde edildigi eluent ¢dzeltisi tiirii belirlendikten sonra,
eluent ¢ozeltisinin hacmi 4-10 mL araliinda incelendi. Cizelge 3.3’de verilen
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calisma kosullart kullanilarak eluent ¢ozeltisi hacminin zenginlestirme islemine

olan etkisi arastirildi.
3.5.5. Geri Kazamima Ornek Céozeltisi Hacminin Etkisi

Zenginlestirme islemi i¢in uygulanabilir en yiliksek Ornek c¢ozeltisi hacminin
belirlenmesi amaciyla Cizelge 3.3’deki ¢aligma kosullart altinda, 10 pg metal
iyonu iceren ve hacimleri 25-1000 mL araliginda degisen bir seri ¢ozelti
hazirland1 ve kolondan gegirildi. Cozeltilerin hacmi giderek artarken, icerdikleri
metal miktar1 ayn1 birakilmis oldu. Boylelikle ¢ozeltilerin hacmi artarken molar
derisimleri azalan bir seri ¢o0zelti hazirlanmig oldu. Cozeltiler kolondan
gegirildikten sonra 1 M HCl ile elue edildi.

3.5.6. Geri Kazamima Ornek ve Eluent Akis Hizinin Etkisi

Onerilen zenginlestirme yontemine Ornek c¢ozeltisi ve eluent cozeltisi akis
hizlarinin etkisi 1-6 mL/min araliginda incelendi. Kolondan gecen 6rnek ve eluent

cozeltilerinin akis hizlar1 peristaltik pompa ile kontrol edildi.
3.5.7. Geri Kazamima Girisim Yapabilecek Diger Iyonlarin Etkisi

Na“, K", Ca®" ve Mg*" gibi alkali ve toprak alkali iyonlar1 gesitli su ve gevre
orneklerinde en fazla bulunan elementlerdir. Caligilan elementlerin geri kazanimi
lizerine olan girigim etkileri ve ¢aligilan elementlerin birbirleri {izerine olan girisim

etkileri arastirildi.

3.6. Biyosorbentlerin Kapasitelerinin Belirlenmesi

Biyosorbentin metal iyonlarini tutma kapasitesi optimize edilmis kosullar altinda
kolonda ¢aligildi. Bunun i¢in 500 mg biyosorbent kolona dolduruldu.
Cozeltilerdeki metal iyonu derigsimlerinin yiiksek olmasi nedeniyle 6rnek ¢ozelti
pH’lar1 fosfat tamponu yerine seyreltik HCI ve NH; cozeltileri ile 6 ve 8’e
ayarlandi. Zn>" iyonlart i¢in 5-100 pg/mL, Cd*" iyonlari igin 25-500 pg/mL ve
Co™ iyonlar1 10-80 pg/mL arahgmnda 25 mL’lik cozeltiler hazirlandi. Bu
cozeltilerin pH’lar1 ayarlandiktan sonra daha once belirlenen deney kosullari
altinda kolondan gegirildi. Kolonda tutulan metal iyonlart uygun eluentin 25 mL’si
ile elue edildi. Geri alman ¢ozeltilerdeki metal iyonlarinin ICP-OES’deki

analizleri derisimin yiiksek olmasi nedeniyle 100 kat seyreltilerek yapildi. Cu®”,
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Pb** ve Ni*" iyonlarinm yiiksek derisimlerinde ¢ékme oldugu igin bu iyonlar igin
kapasite ¢alismasi yapilamadi. Zn>", Cd*" ve Co*" iyonlarmin her biri igin tutulan
metal miktar1 asagidaki esitlik ile hesaplandi. 1 g biyosorbent tarafindan tutulan
metal iyonunun pg ve pumol cinsinden miktari, metal iyonunun 6rnek ¢ozeltideki
baslangi¢ derisimine kars1 grafige gecirildi. Biyosorbentin metal iyonunu tutma
kapasitesi grafigin plato yaptig1 bolgedeki kapasite degerinden bulundu.

_ov
m

C

C, biyosorbentin kapasitesidir.

¢, elue edilen metalin derisimidir.

V, kullanilan metal ¢dzeltisinin hacmidir.

m ise kolona doldurulan biyosorbent kiitlesidir.
3.7. Yontemin Gozlenebilme Sinir1

Yontemin gozlenebilme sinirint tespit etmek amaciyla 290 mg biyosorbent kolona
dolduruldu. pH’1 ¢alisma kosullarina ayarlanmis 50 mL tanik ¢ozeltisi (analiz
elementlerini icermeyen veya sinyal okunacak seviyede iceren ¢dzelti) kolondan
gegirildi. 50 mL 1 M HCI ¢ozeltisi ile elue edildi. Bu islem 10 kez tekrarlandi.
Elde edilen g¢ozeltiler, ¢izilen kalibrasyona kars1 5 kez okundu. Okunan sinyallerin
standart sapmasinin ii¢ kati, kalibrasyondan elde edilen egim degerine boliinerek
gozlenebilme siir1 hesaplandi.

3.8. Optimum Kosullar Altinda Yontemin Tekrarlanabilirligi

Yontemin tekrarlanabilirligini tespit etmek amactyla optimum sartlar altinda ayni
kolon kullanilarak, zenginlestirme yontemi her bir metal iyonu ig¢in 5 kez
tekrarlandi.

3.9. Yontemin Cesitli Su Orneklerine ve Standart Referans Maddeye
Uygulanmasi

Gelistirilen zenginlestirme yonteminin dogrulugunu kontrol etmek amaciyla

yontem, calisilan metal iyonlarmin Aydin sehir suyunda, piyasada satilan
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siselenmis kaynak suyunda ve Biiyiik Menderes Nehrinden alinan su 6rneklerinde
tayini i¢in uygulandi. Sonuglar standart ekleme yapilarak kontrol edildi. Bunun
icin alman su 6rnekleri 0.45 um goézenek biiyilikliigiine sahip membran filtreden
siiziildii. Orneklerin hemen analizi yapilmayacaksa asitlendirilerek +4 °C’de
saklandi. Orneklerin 250 mL’si uygun pH’a ayarlandiktan sonra kolondan
gecirildi. Tutulan metal iyonlar1 uygun eluentin 10 mL’si ile geri alind1 ve ICP-
OES ile analizlendi.

Bir yontemin dogrulugunu goéstermenin en etkin yolu, yontemin standart referans
maddeye veya maddelere uygulanmasidir. Bu amagla yontem “Community Bureau
of Reference, Belgium” enstitlisiinden saglanan BCR 146R- endiistriyel kaynakli
atik su camuru drnegine uygulandi. Ornek, mikrodalga ¢oziiniirlestirme sistemi
kullanilarak ¢oziiniir hale getirildi. Standart referans madde, toplam metal iyonu
derisimleri icin sertifikalandirildigi gibi, kral suyunda (aqua regia) ¢Oziinen
derisimleri icin de sertifikalandirilmistir. Ornegin ¢dziiniirlestirme islemi, sicaklik
programi uygulanarak gerceklestirildi. Cu*’, Zn*", Cd*, Co*, Pb*" ve Ni*"
iyonlarinin analizi i¢in sirastyla 0.1, 0.1, 0.5, 1.0, 0.1 ve 0.1 gram Ornekler tam
olarak tartilarak PTFE (Politetrafloretilen) mikrodalga kaplarina konuldu. Uzerine
10 mL kral suyu eklendi ve tepkimenin tamamlanmasi i¢in bir siire bekletildi.
Mikrodalga ¢oziiniirlestirme islemi i¢in 400 W gii¢ kullanilarak oda sicakligindan
200 °C’ye ¢ikarildi ve 200 °C’de 15 dakika tutuldu. Ornekler oda sicakligina
geldikten sonra 0.45 pm membran filtreden siiziildii. Ornekler nétrallestirildikten
sonra uygun tampon c¢ozelti eklenerek 50 mL’ye seyreltildi. Ancak standart
referans maddedeki Cu®", Zn*" ve Pb>" derisimlerinin yiiksek olmasi nedeniyle 50
mL’ye seyreltilen drneklerden sirasiyla 5, 10 ve 2 mL’lik kisimlar alinarak uygun
tampon ¢ozelti eklendikten sonra 50 mL’ye seyreltildi. Elde edilen bu ¢ozeltiler

yontemin dogrulugunu belirlemek iizere zenginlestirme igleminde kullanildu.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. SEM Sonuclari

Taramali elektron mikroskopta incelenecek drnek altin gibi agir bir metal ile ince
bir tabaka halinde kaplanir. SEM’den gelen elektron demeti Ornek iizerine
yonlendirilir ve bu demet ornegi tarar. Bu mikroskobun alan derinligi ¢ok iyi
oldugu icin, biiyiik 6rneklerin incelenmesine olanak verir. SEM ile 15X’den
10°X’e kadar degisen oranlarda biiyiitme saglanabilir; ancak incelenen objenin
sadece yiizeyi gozlemlenebilir.

Immobilizasyonun tamamlanip tamamlanmadigini arastirmak igin silika jel
ylizeyine immobilize termofilik bakteriler, SEM fotograflar1 alinarak
degerlendirildi. Sekil 4.1, 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’de saf silika jel ile termofilik bakteri
immobilize edilmis silika jel partikiilleri arasindaki karsilagtirmalar goriilmektedir.

W
50 NTEMAM

1000x

Sekil 4.1. Safsilika jelin farkli bilylitme oranlarindaki SEM fotograflar
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Sekil 4.2. Silika jel tizerine immobilize Geobacillus stearothermophilus DSMZ

22’nin farkli biiyiitme oranlarindaki SEM fotograflari
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Sekil 4.3. Silika jel iizerine immobilize Geobacillus toebii HBB 218’in farkl
biiyiitme oranlarindaki SEM fotograflar
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Sekil 4.4. Silika jel lizerine immobilize Anoxybacillus puschionensis HBB

246’nin farkl biiyiitme oranlarindaki SEM fotograflar
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Sekil 4.5. Silika jel tizerine immobilize Geobacillus thermoglucosidasius HBB

269’un farkli biiyilitme oranlarindaki SEM fotograflart
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Sekil 4.6. Silika jel {iizerine immobilize Geobacillus toebii HBB 218’in
zenginlestirme isleminde kullanildiktan sonraki SEM fotograflari
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Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’de yer alan silika jel ylizeyine immobilize bakterilerin
SEM fotograflar1 farkli biiylitme oranlar1 kullanilarak elde edildi. Sekil 4.1°deki
silika jele ait goriintiilerde, silika jel yiizeyi bos iken, Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’deki
bakteri immobilize edilmis silika jele ait goriintiilerde, ylizeylerde goriilen piiriizli
yap1 bakterilerden kaynaklanmaktadir. Sekil 4.2, 4.3, 4.4 ve 4.5’deki goriintiilerde
silika jel parcaciklarmin yiizeyi iizerinde bakterilerin yayilmasi goriilmektedir.
Bazi bolgelerin yiiksek yogunlukla kaplandigi goriiliirken diger bolgelerde ortii
tamamlanmamis veya bos ylizeyler ortaya ¢ikmigtir. Sekillerde, bakterilerin bazi
bolgelerde bir araya toplanma egiliminde oldugu goriilmektedir. Ozellikle
Geobacillus thermoglucosidasius HBB 269’un 5000 kat biiyiitiilmiis goriintiisiinde
(Sekil 4.5) silika jel yiizeyindeki bakterilerin miktarin, diger 5000 kat
biiyiitiilmiis goriintiilere (Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4) gore daha az oldugu goriilmektedir.
Ancak bu durum, SEM goriintiilerinin alinmasi sirasinda materyal iizerinde
yaklasilan bolge ile oldukea ilgilidir. Goriintiiler alinirken, materyalin yiizeyinde
bakterilerin daha az bulundugu veya daha ¢ok bulundugu bolgelere yaklasilmasi

s0z konusu olabilir.

Biyosorbentin zenginlestirme igleminde kullanimi sonrasi yiizeyi, yeniden SEM ile
goriintiilendi. Zenginlestirme isleminden sonra biyosorbent yiizeyinde bozulma
olup olmadigim tespit etmek iizere, Geobacillus toebii HBB 218’in immobilize
edildigi silika jelin SEM fotograflar1 alindi (Sekil 4.6). Biyosorbent, SEM
fotograflar1 alinmadan 6nce kolonda 20 kere sogurum ve desorpsiyon iglemi igin
kullanildiktan sonra kolondan alinarak kurutuldu. 20 kere sogurum ve desorpsiyon
isleminde kullanildiktan sonra yiizeyde bir miktar daha immobilize bakterinin
bulundugu Sekil 4.6’da goriilmektedir. Silika jel ylizeyinde immobilize
bakterilerin bulunmas1 zenginlestirme islemi icin biyosorbentlerin tekrar

kullanilabilirligini gostermektedir.

Ayrica, zenginlestirme ¢aligmalarinda kolonun doldurulmasi igin hazirlanan
biyosorbentlerin {izerine saf su eklendiginde, su yiizeyinin berrak oldugu goriildii.
Silika jel ylizeyine termofilik bakteriler immobilize edildikten sonra elde edilen
biyosorbentlerin tek bir faz halinde oldugu, SEM goriintiileri yan1 sira yapilan

gozlemler ile belirlendi.
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4.2. FT-IR Sonuclari

Baglanmadan sorumlu fonksiyonel gruplarin tespit edilmesi amaci ile bakteri
biyokiitlelerinin FT-IR spektrumlar1 alindi. Metal iyonu igermeyen bakteri
biyokiitlesine ait FT-IR spektrumlar Sekil 4.7, 4.8, 4.9, 4.10’da ve metal iyonu
yiiklenen iki adet bakteriye ait IR spektrumlari Sekil 4.11, 4.12°de verilmektedir.

Biyokiitle tizerindeki metal iyonlarimin biyosogurumu, biyokiitlenin aktif bolgeleri
iizerindeki fonksiyonel gruplara baghdir. Biyokiitle iizerindeki -etkilesimler
¢oOzeltinin fizikokimyasal kosullarmma baglhdir. Calisgilan metal iyonlarinin
biyosogurum mekanizmasini anlamak amaciyla metal iyonu icermeyen tiim
bakteriyel biyokiitlelerin ve metal iyonu yiiklii bakteriyel biyokiitlenin sadece iki

tanesinin FT-IR spektrumlar1 degerlendirildi.

Metal yiiklii olmayan bakteri biyokiitlelerinin FT-IR spektrumlarinda 3395, 3422
ve 3323 cm™’de goriilen pikler O-H ve N-H gerilmeleri nedeniyledir. Yaklasik
2930 ve 2960 cm™deki ikili pikler, alifatik C-H gerilmelerdir. 1651 ve 1540—1520
cm ' araliginda goriilen pikler ise sirasiyla -C=0 ve —C=C- veya C-N titresimi
nedeniyledir. Bazi spektrumlarda yaklasik 2400 cm ’de gériilen pik CO, pikidir
ve cihazdan herhangi bir madde i¢in alinan baz1 spektrumlarda goriilmektedir.

Feo ve Aller (2001), tarafindan yapilan ¢alismada Escherichia coli kiiltiirlerinin
FT-IR spektrumlar1 degerlendirilmektedir. 1652.5 ve 1538 cm™’de gériilen pikler
sirastyla Amid 1 (C=0) ve Amid 2 (C-N) piki olarak belirtilmektedir.

Metal iyonu igeren ve icermeyen bakteriyel biyokiitlelerin FT-IR spektrum
bantlar1 degerlendirildiginde, bantlarda net bir kayma olmadig1 goriildii. Ancak
1651 cm™’de gozlenen pikler metal icermeyen bakteriyel biyokiitlenin
spektrumlarinda keskin bir pik iken, metal iyonu igeren bakteriyel biyokiitlenin
spektrumlarinda bu bant keskinligini kaybetmekte ve genis bir banda
doniismektedir (Sekil 4.11 ve 4.12). Banttaki bu yapisal degisimin nedeni,
karbonil grubuna metallerin baglanmasi nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir.

Calismada, Cu®", Pb*" ve Zn*" ile yiiklenmis DSMZ 22’nin FT-IR spektrumlari ve
Co**, Ni*" ve Cd* ile yiklenmis HBB 269un FT-IR spektrumlar
degerlendirilmistir. Her iki bakterinin de, farkli metal iyonlari ile hemen hemen

ayni1 sonuglart vermesi nedeniyle diger iki bakteri i¢in ¢aligma yapilmamustir.
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Sekil 4.11. Cu**, Pb*" ve Zn*" ile yiiklenmis DSMZ 22’nin FT-IR spektrumlari
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Sekil 4.12. Co*", Ni* ve Cd*" ile yiiklenmis HBB 269’un FT-IR spektrumlari
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4.3. Zenginlestirme Yonteminin Optimum Kosullarinin Belirlenmesi

Ayirma ve zenginlestirme sartlarimi etkileyen O6rnek pH’1i, bakteriyel biyokiitle
miktari, eluent ¢ozeltisi tiirii, eluent ¢ozeltisi hacmi, 6rnek ¢ozeltisi hacmi, 6rnek
¢oOzeltilerinin akis hizi, eluent ¢ozeltilerinin akis hizi ve ortamda bulunabilecek
diger iyonlarin etkisi gibi analitik parametreler Boliim 3.5.1-3.5.7°de anlatildig1
sekilde detayli olarak arastirildi. Bu analitik parametrelere iligkin sonuglar ise
asagida Boliim 4.3.1-4.3.7°de verilmektedir.

4.3.1. Geri Kazanima pH Etkisi

Biyosorbent kullanilarak gerceklestirilen metal iyonlarinin zenginlestirilmesindeki
pH etkisi, Sekil 4.13, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17 ve 4.18’de goriilmektedir. Grafikler
incelendiginde, yiiksek geri kazanimlar 4 bakteride de Cu®*, Zn*" ve Pb*" i¢in pH
6’da, Cd*", Co®" ve Ni*" i¢in ise pH 8’de gozlendi. Calistlan metal iyonlarnmn
maksimum biyosogurumunun nétrale yakin pH’larda gerceklesmesi literatiirdeki
biyosogurum g¢alismalarinin sonuglari ile uyumludur (Bag vd., 1999; Rangsayatorn
vd., 2004; Ozdemir vd., 2009). Grafiklerde bakteri immobilize edilmemis saf
silika jele ait sonuglar da verilmektedir. Silika jel yiizeyinde bulunan silanol
gruplari, iyonik tiirlerin baglanmasi ve ekstraksiyonu i¢in diisiik etkilesime sebep
olan zayif iyon degistiricilerdir. Silika jel ile yiiksek geri kazamimlar pH 8’in
iizerindeki degerlerde goriilmeye baslandi. Asidik kosullar altinda silanol gruplari
protonlanmaktadir. Boylelikle silika jelin iyon degisim kapasitesi oldukga
azalmakta veya diigiikk pH’larda sifira kadar azalmaktadir.

Hiicresel bilesenlerin dogasi nedeniyle bakteriyel hiicre duvarinda mevcut,
karboksil, fosfonat, amin, amid ve hidroksil gruplar gibi pek ¢ok fonksiyonel
gruplar vardir. Genelde pH artis1 ile hiicrelerin yiizeyindeki fonksiyonel gruplar
protonlarim1 kaybederek negatif yiik artar. Pek ¢ok metal iyonu i¢in maksimum
biyosogurum, notr veya zayif asidik pH’larda gézlenmektedir. Bu durum, cesitli
mekanizmalar yoluyla baglanan metal iyonlann i¢in uygun olan karboksil
gruplarina ve diger asidik fonksiyonel gruplara baglanma nedeniyledir. Ek olarak
metal hidroksit ve diger metal-ligand komplekslerinin olusumu yiiksek pH’larda
sogurulan metal iyonlarmin miktarin1 6nemli sekilde azaltir. Daha diisiik pH
degerlerinde fonksiyonel gruplarin protonlanmasi nedeniyle, pozitif yiiklerin
derisimi artar. Bu durumda anyonlarin hiicrelere daha kuvvetle baglanmasi
beklenir.
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Geri kazanim, %

pH
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—e— HBB269 —x— Silikajel

Sekil 4.13. Cu®" 1 geri kazanimu iizerine pH’nin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cu?®*, 250 mg biyosorbent, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.14. Zn*"nun geri kazanimu iizerine pH’nn etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Zn*>", 250 mg biyosorbent, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.15. Pb*"un geri kazanimi iizerine pH’nin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Pb*", 250 mg biyosorbent, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.16. Cd*"un geri kazanimu {izerine pH’nin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cd**, 250 mg biyosorbent, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.17. Co*"1n geri kazanimu {izerine pH’nin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Co*", 250 mg biyosorbent, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.18. Ni*"in geri kazanimi iizerine pH’nin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Ni**, 250 mg biyosorbent, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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4.3.2. Biyosoguruma Bakteriyel Biyokiitle Miktarinin Etkisi

Biyosorbent miktari, biyosogurum miktarini gii¢lii bir sekilde etkiler. Biyokiitle
derisimindeki artig genellikle biyosorbent ylizey alanm artirdigindan dolay1
biyosogurulan maddenin miktar1 da artar. Biyosorbentin boyutu da biyosogurumda
o6nemli bir rol oynamaktadir. Daha kiiciik boyutlu tanecikler daha fazla yiizey

alanina sahiptir ve daha kisa denge siireleri s6z konusudur.

Silika jel kiitlesi sabit olmak iizere bakteriyel biyokiitlenin silika jele olan oram
artirilarak bakteriyel biyokiitlenin biyosogurum iizerine olan etkisi her bir metal
icin ayr1 ayr arastirildi. Sonuglara iligkin grafikler, Sekil 4.19, 4.20, 4.21, 4.22,
4.23 ve 4.24’de verilmektedir. Bakteriyel biyokiitlenin silika jel kiitlesine olan
orant artirildiginda her metal iyonu igin biyosogurumun arttigi ve belli bir
noktadan sonra sabit kaldig1 goriilmektedir. Bakteriyel biyokiitlenin silika jel
kiitlesine oraninin biyosogurum yiizdesine karsi ¢izildigi grafiklerde biyosogurum
yiizdesinin sabit kalmaya bagladigi oran her bir metal iyonu i¢in degismektedir.
Biyokiitle/silika jel oraninin, Cu igin 0.06, Zn i¢in 0.16, Cd i¢in 0.12, Co i¢in 0.16,
Pb i¢in 0.16 ve Ni icin 0.12’den itibaren sabit kalmaya basladig1 grafiklerden
goriilmektedir. Tiim metal iyonlari i¢in ortak bir oran olan 0.16 orani kullanilarak
biyosorbentler —hazirlandi ve bu biyosorbentler diger parametrelerin
optimizasyonunda kullanildi. Bu 0.16 orani, 250 mg silika jel kiitlesi iizerine 40
mg bakteriyel biyokiitlenin immobilizasyonu sonucu elde edildi. Toplam
biyosorbent kiitlesi 290 mg’a karsilik gelmektedir. Caligilan yontemde bakteriyel
biyokiitle miktarinin biyosogurum {izerine olan etkileri arastirildi ancak
biyosorbent (biyokiitle + silika jel) miktarinin etkisi aragtirllmamigtir. Biyosorbent
miktarinin artirilmasi ile kolondaki yatak yiiksekligi arttigindan, eluent ¢ozeltisinin
hacmi artmaktadir. Bunun sonucu olarak da daha diisiik zenginlestirme faktorleri
elde edilmektedir. Kolona doldurulan biyosorbent kiitlesi ile elde edilen geri
kazamimlarm  ylksek olmast nedeniyle biyosorbent kiitlesinin  etkisi

arastirilmamastir.
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ekil 4.19. Cu” ’1n biyosogurumuna bakteriyel biyokiitle miktarinin etkisi (N=
Sekil 4.19. Cu*”1n bi 5 bakteriyel biyokiitle mik kisi 3
(50 mL 0.2 ppm Cu*', pH: 6, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.20. Zn*"’nun biyosogurumuna bakteriyel biyokiitle miktarmimn etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Zn*", pH: 6, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.21. Cd*"’un biyosogurumuna bakteriyel biyokiitle miktarinin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cd*', pH: 8, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)

100,0
= 80,0
E" ’
2
5 600 -
e
2
@ 40,0 -
2
o 20,0

0,0 T T T T l
0 0,04 0,08 0,12 0,16 0,2

Bakteriyel biyokiitle / Silika jel kutlesi

——DSMZ 22 —=—HBB 218 —&— HBB 246 —e— HBB 269

Sekil 4.22. Co*"’1n biyosogurumuna bakteriyel biyokiitle miktarinin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Co*', pH: 8, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.23. Pb*"un biyosogurumuna bakteriyel biyokiitle miktarinin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Pb*", pH: 6, akis hiz1: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.24. Ni*"’in biyosogurumuna bakteriyel biyokiitle miktariin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Ni**, pH: 8, akis hizi: 4 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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4.3.3. Eluent Tiiriiniin Desorpsiyona Etkisi

Kolonda tutulan metallerin yiiksek geri kazanimlarinin elde edilmesini saglayan
eluent ve eluent derisimi tespit edilmeye calisildi. Literatiirde bu amagla en ¢ok
kullanilan HCI ve HNOj; ¢ozeltilerinin ¢esitli derisimleri calisildi. Elde edilen
sonuclar Cizelge 4.1, 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 ve 4.6’da verilmektedir. Burada kullanilan
eluent ¢ozeltisinin hacmi 10 mL kullanilarak sabit tutuldu.

Ni*" iyonu haricindeki metal iyonlar igin yiiksek geri kazanimlar 1.0 M HCI
¢ozeltisi ile elde edildi. Ancak Ni*" iyonu i¢in 1.0 M HNOj; ¢ozeltisi eluent olarak
tercih edildi. Ni** iyonu i¢in 1.0 M HCI ¢bzeltisi ile elde edilen geri kazammlarin
da disiik oldugu sdylenemez. Ancak HNO; cozeltilerinin diger derigimlerinin
sonuglarinin neredeyse timii % 95’in iizerindedir. Bu nedenle 1 M HNO;
¢ozeltisinin Ni* iyonu i¢in daha uygun bir eluent olduguna karar verildi ve takip
eden deneylerde bu ¢ozelti kullanildi.

Literatiirde biyosogurumun kullanildig1 zenginlestirme calismalarinda basta HCl
ve HNO; c¢ozeltileri olmak iizere pek ¢ok ¢ozelti eluent olarak kullanilmustir.
Oncelikli olarak en c¢ok kullanilan HCl ve HNO; ¢dzeltileri denendi ve bu
cozeltiler ile yeterli ylksek geri kazanimlarin elde edilmesi nedeni ile diger
cozeltiler ¢aligilmadi.

Cizelge 4.1. Cu®"1n desorpsiyonuna eluent tiiriiniin etkisi (N=3)

Bakteri tiiri

Eluent

DSMZ 22 HBB 218 HBB 246 HBB 269
0.5 M HC1 90 + 3* 92 +1 94 +4 93+4
1.0 M HCI 95+2 97 +3 98 £2 96 £ 3
1.5 M HCI 92 +5 94 +£2 98 £3 92 +4
2.0 M HCl 93 +3 94+ 4 97 +3 93+2
0.5 M HNO; 88 +4 89+3 87+3 90 +2
1.0 M HNO; 90 +3 91+2 90 +4 91 +1
1.5 M HNO; 90 +2 92 +5 92+2 90 +£3
2.0 M HNO; 90 £3 90 +£3 93 +3 92+4

* Ortalama £ S. Sapma
(50 mL 0.2 ppm Cu*", 290 mg biyosorbent, pH: 6, akis hiz1: 1 mL/min, eluent hacmi: 10 mL)
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Cizelge 4.2. Zn*"nun desorpsiyonuna eluent tiiriiniin etkisi (N=3)

Bakteri tiirt

Eluent
DSMZ 22 HBB 218 HBB 246 HBB 269
0.5 M HCI 97 + 4% 97+2 95+2 94 +£3
1.0 M HCI 99+ 1 98 £2 97+1 97+2
1.5 M HCI 98 +2 97+2 98 £3 96 +3
2.0 M HCI 99 +4 97 +3 96 +2 95+4
0.5 M HNO; 93+ 1 92 +2 93 +3 91+2
1.0 M HNO; 94 + 1 93 +3 93 +3 92+3
1.5 M HNO; 96 +3 96 + 4 97 +3 96 +2
2.0 M HNO; 95+2 96 +5 95+4 97 +3

* Ortalama £ S. Sapma
(50 mL 0.2 ppm Zn**, 290 mg biyosorbent, pH: 6, akis hizi: 1 mL/min, eluent hacmi: 10 mL)

Cizelge 4.3. Cd*"un desorpsiyonuna eluent tiiriiniin etkisi (N=3)

Bakteri tiirti

Eluent

DSMZ 22 HBB 218 HBB 246 HBB 269
0.5 M HCI 95+ 2% 93+3 91+2 93+ 1
1.0 M HCI 98 +2 99 +2 97 +1 96 +2
1.5 M HCI 96 +3 98 £2 97+3 91+4
2.0 M HCI 98 +3 96 £4 95+3 92+2
0.5 M HNO; 95+3 92+3 93 +2 96+ 5
1.0 M HNO; 92+4 95+2 92+4 92+4
1.5 M HNO; 93+£2 95+3 93+4 93+3
2.0 M HNO; 95+3 96 + 4 94+3 94+3

* Ortalama + S. Sapma
(50 mL 0.2 ppm Cd**, 290 mg biyosorbent, pH: 8, akis hizi: 1 mL/min, eluent hacmi: 10 mL)
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Cizelge 4.4. Co*" 1 desorpsiyonuna eluent tiiriiniin etkisi (N=3)

Bakteri tiirt

Eluent
DSMZ 22 HBB 218 HBB 246 HBB 269
0.5 M HCI 90 + 4* 92 +3 94 +4 93 +4
1.0 M HCI 93 +2 94 +£3 98 £3 95+2
1.5 M HCI 94 +2 94 +2 95+4 94 +£3
2.0 M HCI 92+2 94 +3 95+2 91+5
0.5 M HNO; 87 +4 85+3 90 +£3 88+3
1.0 M HNO; 89+3 87+2 91+4 89 +2
1.5 M HNO; 88+3 89+3 93 +4 92 +5
2.0 M HNO; 89 +4 89 +4 92 +3 87 +4

* Ortalama + S. Sapma
(50 mL 0.2 ppm Co*", 290 mg biyosorbent, pH: 8, akis hiz1: 1 mL/min, eluent hacmi: 10 mL)

Cizelge 4.5. Pb*"un desorpsiyonuna eluent tiiriiniin etkisi (N=3)

Bakteri tiirti

Eluent
DSMZ 22 HBB 218 HBB 246 HBB 269
0.5 M HCl 92 £ 4% 91+3 92+4 94 +3
1.0 M HCI 97+3 94+2 9+1 97+2
1.5 M HCl 95 +1 94 +1 95+2 95+3
2.0 M HCI 93+2 93+4 96 +4 95+4
0.5 M HNO; 91+1 91+3 91+2 89+2
1.0 M HNO; 96 +3 92+4 96 +2 92+3
1.5 M HNO; 94+3 89+2 94 +3 93+3
2.0 M HNO; 94+4 90+5 94 +5 92+4

* Ortalama + S. Sapma
(50 mL 0.2 ppm Pb*", 290 mg biyosorbent, pH: 6, akis hizi: 1 mL/min, eluent hacmi: 10 mL)



87

Cizelge 4.6. Ni*"in desorpsiyonuna eluent tiiriiniin etkisi (N=3)

Bakteri tiirii
Eluent

DSMZ 22 HBB 218 HBB 246 HBB 269
0.5 M HCI 92 + 3% 95+4 93 +2 92 +3
1.0 M HCI 97+3 95+3 94 +1 94 +2
1.5 M HCI 94 +3 93+2 92+2 90 +£3
2.0 M HC1 91+4 92+4 93 +3 91+4
0.5 M HNO; 96 +£3 94 +3 93 +4 98 £2
1.0 M HNO; 97 +1 97+2 96 +2 99 +3
1.5 M HNO; 95 +3 96 +3 94 +4 98 £2
2.0 M HNO; 95 +3 96 +4 95+3 99+ 1

* Ortalama £ S. Sapma
(50 mL 0.2 ppm Ni**, 290 mg biyosorbent, pH: 8, akis hizi: 1 mL/min, eluent hacmi: 10 mL)

4.3.4. Eluent Hacminin Desorpsiyona EtKkisi

1 M HCI’in Cu**, Zn*", Cd*", Co*" ve Pb*" iyonlar1 i¢in uygun eluent oldugu, 1 M
HNO>’in ise Ni*" iyonu i¢in uygun eluent oldugu daha dnceki ¢alismalarda tespit
edilmisti ve bu ¢ozeltilerin 10 mL’si kullanilmisti. Eluent hacmi, zenginlestirme
faktoriinii  etkilemektedir. FEluent hacmi azaldik¢a zenginlestirme faktori
artmaktadir. Bu nedenden dolay1 eluent hacminin etkisi, 4, 6, 8, 10 mL gibi daha
kii¢iik eluent hacimleri kullanilarak arastirildi. Sonuglar Sekil 4.25, 4.26, 4.27,
4.28, 4.29 ve 4.30°da verilmektedir. Grafiklerden eluent hacminin azalmasi ile geri
kazamimlarm da azaldigi goriilmektedir. Zn*" iyonu igin 8 ve 10 mL 1 M HCI
cozeltileri kullanilarak % 95’in {lizerinde geri kazanimlar elde edildi. Diger metal
iyonlar1 i¢in eluentin 10 mL’si ile % 95’in {izerinde geri kazanimlar, eluentin 8
mL’si ile yaklasik % 90-95 araligindaki geri kazanimlar elde edildi.
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Sekil 4.25. Cu*" 1 desorpsiyonuna eluent hacminin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cu®", 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 1 M HCI)
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Sekil 4.26. Zn*’nun desorpsiyonuna eluent hacminin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Zn*', 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 1 M HCI)
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Sekil 4.27. Cd*"un desorpsiyonuna eluent hacminin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cd*", 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 1 M HCI)
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Sekil 4.28. Co*"m desorpsiyonuna eluent hacminin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Co?*, 290 mg biyosorbent, akis hiz1: 1 mL/min, eluent: 1 M HCI)
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Sekil 4.29. Pb*"un desorpsiyonuna eluent hacminin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Pb*", 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 1 M HCI)
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Sekil 4.30. Ni*"in desorpsiyonuna eluent hacminin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Ni*', 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 1 M HNO;)
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4.3.5. Geri Kazamima Ornek Céozeltisi Hacminin Etkisi

Omek ¢ozeltisi hacminin etkisi arastirilirken, ¢dzeltinin igerdigi madde miktar:
sabit tutularak ¢ozeltinin hacmi artirild1 ve boylelikle giderek derisimi azalan bir
seri ¢oOzeltiler elde edildi. Bu ¢ozeltiler daha oOnce hazirlanan kolonlardan
gecirildikten sonra uygun eluent ile elue edildi. Kantitatif geri kazanimlarin elde
edildigi en yiiksek hacmin belirlenmesi, zenginlestirme faktoriiniin hesaplanmasi
acisindan onemlidir. Zenginlestirme faktorii, kantitatif sonuglarin elde edildigi
ornek c¢ozeltisi hacminin eluent hacmine bdoliinmesi ile hesaplanir. Kantitatif
sonuglarin elde edildigi 6rnek hacminin artmasi ile yliksek geri kazanimlar elde
edilir. Sonuglar, Sekil 4.31, 4.32, 4.33, 4.34, 4.35 ve 4.36’da verilmektedir. Zn**
i¢in 600 mL, Cu®" ve Ni*" igin 500 mL, Cd** ve Co*" i¢in 400 mL, Pb*" igin ise
100 mL % 90’min iizerinde geri kazamimlarim elde edildigi en yiiksek 6rnek
hacimleridir. Bu hacimlerden sonra oOrnek hacimleri arttirllmaya devam
edildiginde geri kazanimlar azalmaktadir. Geri kazanimlarin azalmasi,
cozeltilerdeki seyrelmenin artmasi veya kolonda tutulan metallerin bir siire sonra
kolondan sizmasi nedeniyle olabilir. Tiim iyonlar i¢in kullanilan eluent hacmi 10
mL’dir. Kolondan gegirilen ¢o6zelti hacminin eluent hacmine bdliinmesi ile
zenginlestirme faktorii hesaplandi. Boylelikle Cu*, Zn*", Cd*, Co*, Pb*" ve Ni*"
icin zenginlestirme faktorleri sirasiyla 50, 60, 40, 40, 10 ve 50 olarak hesaplandi.

100 -
S
901
5
N B0
-
g 70-
EI:I T T T T
0 7510 500 750 1000

Ornek haemi, mL

—4+—DSMZ 22 —8—HBB 218 —— HBB 246 —»— HEBB 269

Sekil 4.31. Cu®" 1 geri kazanimima 6rnek hacminin etkisi (N=3)
(10 pg Cu**, 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.32. Zn*"nun geri kazanimina 6rnek hacminin etkisi (N=3)
(10 pg Zn**, 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.33. Cd*"un geri kazanimia 6rnek hacminin etkisi (N=3)
(10 pg Cd**, 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.34. Co*"1n geri kazanimima 6rnek hacminin etkisi (N=3)
(10 pg Co*", 290 mg biyosorbent, akis hiz1: 1 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.35. Pb*"un geri kazanimma 6rnek hacminin etkisi (N=3)
(10 pg Pb*", 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.36. Ni*"in geri kazanimina 6rnek hacminin etkisi (N=3)
(10 pg Ni**, 290 mg biyosorbent, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 10 mL 1 M HNO3)

4.3.6. Geri Kazamima Ornek ve Eluent Cozeltisi Akis Hizinin Etkisi

Zenginlestirme isleminde 6rnek ve eluent akis hizinin etkisi tiim metal iyonlart
icin 1-6 mL/min araliginda incelendi. Sonuglar Sekil 4.37—4.48 araligindaki
sekillerde verilmektedir. Ornek akis hizi analitlerin etkin bir sekilde tutulmasini
saglayacak kadar diisiik olmali ve asir1 beklemeyi Onleyecek kadar da yiiksek
olmalidir. Pb*" iyonu haricindeki tiim iyonlarin geri kazanimlarinda 6rnek akis
hizinin bir dereceye kadar etkili oldugu goriilmektedir. Pb*" iyonunun geri
kazanmimi akis hizindan diger iyonlara gore daha ¢ok etkilenmektedir. Ornek akis
hizinin azalmasi ile tiim iyonlarin geri kazanimlar1 artmaktadir. Zn*" igin tiim akig
hizlarinda, Cu?®* icin 3-4 mL/min, Cd*" i¢in 5 mL/min, Co*" i¢in 5 mL/min, Pb*"
i¢in 2 mL/min ve Ni*" i¢in 5 mL/min akis hizlarina kadar geri kazanim degerleri %
90’nin iizerindedir. Bu belirtilen akis hizlarindan daha yiiksek akis hizlar
kullanildiginda, geri kazanim degerleri azalmaya baslamaktadir.

Eluent akis hizinin tiim iyonlarin geri kazanimlarindaki etkisi, drnek ¢ozeltisi akis
hizinin etkisine gére daha azdir. Tiim iyonlar i¢in geri kazanimlar 4-5 mL/min

akis hizlarina kadar % 90’nin {izerindedir.
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Sekil 4.37. Cu*"mn geri kazanimima 6rnek akis hizinin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cu?®*, 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.38. Zn*"’nun geri kazanimima &rnek akis hizinin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Zn*", 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.39. Cd*"un geri kazanimma 6rnek akis hizinim etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cd**, 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.40. Co*"mn geri kazanimima 6rnek akis hizinin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Co**, 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.41. Pb*"un geri kazanimina 6rnek akis hizinin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Pb*", 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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ekil 4.42. Ni”’in geri kazanimina 6rnek akis hizinin etkisi (N=
kil 4.42. Ni*"i geri k ornek akis h kisi (N=3
(50 mL 0.2 ppm Ni*', 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HNO3)
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Sekil 4.43. Cu®"1n geri kazanimina eluent akis hizmnin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cu?®*, 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.44. Zn*"nun geri kazanimina eluent akis hizinin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Zn"", 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.45. Cd*"un geri kazanimima eluent akis hizini etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Cd**, 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
L e

=

£

;

g =

&

Bl:l T T T T T T
I 1 2 a 4 4] B
Buent akighia, mLimin

——[EMZ22 -—8-HEB218 ——HEB246 -—o— HEB269

Sekil 4.46. Co*"1n geri kazanimina eluent akis hizmin etkisi (N=3)
(50 mL 0.2 ppm Co**, 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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ekil 4.47. Pb*"un geri kazanimia eluent akis hizinin etkisi (N=3
g
(50 mL 0.2 ppm Pb**, 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HCI)
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ekil 4.48. Ni*"in geri kazanimina eluent akis hizinin etkisi (N=3
g
(50 mL 0.2 ppm Ni*', 290 mg biyosorbent, eluent: 10 mL 1 M HNO3)
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4.3.7. Geri Kazamima Girisim Yapabilecek Diger Iyonlarin Etkisi

Na’, K', Ca’® ve Mg*" gibi alkali ve toprak alkalilerin girisim etkisi caligildi.
Ayrica yontemde calisilan metal iyonlarmin ayni ortamda bir arada olmasi
durumunu degerlendirmek iizere birbirleri iizerine olan girisim etkileri de
arastirildi. Na™ ve K iyonlarinm 10, 100, 1000 ppm derisimleri, Mg*" iyonlarmin
1, 5, 10 ppm derisimleri, Ca*" iyonlarmm 10, 50, 100 ppm derisimleri ve diger
metal iyonlarinin 1, 10 ppm derisimleri ¢alisildi. Sonuglar, Cizelge 4.7, 4.8, 4.9,
4.10, 4.11 ve 4.12°de verilmektedir. Bu girisim yapabilecek iyonlarin, baz1 metal
iyonlar iizerine pozitif veya negatif girisim etkisinin oldugu goriilmektedir. Elde
edilen yiizde geri kazanim degerlerinden yoOntemin girisim etkilerini yaklasik
olarak + % 10 araliginda tolere edebildigi sdylenebilir.
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Cizelge 4.7. Cu®"1n geri kazani iizerine diger iyonlarin etkisi (N=3)

. L Derisim DSMZ HBB  HBB  HBB
Iyon Bilesik
(ppm) 22 218 246 269
10 98+2% 99+3 96+3 97+4
Na® NaCl 100 96+3 98+4 98+3 971
1000 94+3 97+4 95+2 94+2
10 97+4 98+3 97+1 99+4
K" KCl 100 95+2 98+2 95+5 99+3
1000 93+1 95+5 95+4 95+2
1 95+3 96+1 981 97+2
Mg MgCl, 5 91+4 92+2 92+2 93+4
10 890+3 90+2 90+3 91+5
10 94+5 96+1 98+£3 9743
Ca** CaCl, 50 92+2 95+2 96+2 9543
100 87+2 90+3 92+4 91+2
1 91+2 96+2 93+£5 9343
Zn** Zn(NOs),
10 93+3 98+4 99+4 100+2
1 94+5 95+4 97+3 96+2
Pb** Pb(NO3),
10 105+4 107+3 110+3 108+3
1 97+3 96+3 96+2 98+4
cd* Cd(NOs),
10 98+3 99+4 96+3 97+2
1 93+1 95+2 97+2 96+4
Co** Co(NOs),
10 94+2 98+3 98+5 9245
1 93+4  92+1 91+4 9443
Ni** Ni(NOs),
10 1065 103+3 99+3 102+4

* Ortalama + S. Sapma
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Cizelge 4.8. Zn*"nun geri kazanimi iizerine diger iyonlarin etkisi (N=3)

. o Derisim DSMZ HBB HBB  HBB
Iyon Bilesik
(ppm) 22 218 246 269
10 104+4*% 105+5 103+3 1062
Na’ NaCl 100 102+3  103+4 101+6 103+5
1000 99+4  98+4 99+2 100+4
10 105£3 1076 106+4 105+4
K* KCl 100 104+4 103+5 104+3 102+3
1000 101£5 99+3 102+4 100+2
1 96+3  98+2 97+3 98+2
Mg MgCl, 5 102+3 103+4 100+3 104+3
10 103+£4  102+3 99+3 102+2
10 102+£1  100+£2 97+3  99+3
Ca** CaCl, 50 104+3  99+4 98+5 102+3
100 105£5 101+3 103+3 103+4
1 99+4  98+3 99+5 97+5
Pb** Pb(NO3),
10 102+2  104+4 101+5 103+3
1 103£3  104+2 102+3 102+2
cd** Cd(NO3),
10 1075 108+3 105+4 106=4
1 101+3  99+5 102+4 98+3
Co* Co(NO3),
10 1054 106+4 104+2 105+3
1 96+3  97+3 98+4 96+6
Ni** Ni(NOs),
10 1073 1036 106+3 105+5
1 109+3 108+4 106+5 105+4
Cu™ Cu(NOs),
10 93+2  91+3 93+4 91+3

* Ortalama + S. Sapma
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Cizelge 4.9. Cd*"un geri kazanimu iizerine diger iyonlarin etkisi (N=3)

Iyon Bilesik Derisim DSMZ HBB HBB HBB
(ppm) 22 218 246 269
10 101 +£3*% 102+2 99+3 98+4
Na" NaCl 100 98+ 5 96+2 98+4 97+3
1000 94 +3 93+3 95+6 95+5
10 99 +4 98+6 100+5 96+3
K" KC1 100 97 +3 95+2 96+3 95+4
1000 96 +3 96+5 96+4 93+6
1 95+ 1 96+3 98+4 94+3
Mg MgCl, 5 98+2  99+4 100+3 96+5
10 96 + 3 99+3 102+2 9744
10 93 +2 96+5 95+2 97+1
Ca*" CaCl, 50 98 +3 97+4 96+3 97+3
100 104+4 101+6 103+£5 99+4
1 98 +5 95+4 98+4 9742
Zn** Zn(NOs),
10 10545 107+4 106+3 101+4
1 97 +3 96+3 98+2 9741
Pb>* Pb(NO3),
10 1062 108+3 110+x4 102+6
1 10241 99+2 97+2 100+3
Co* Co(NO3),
10 108+4 111+6 1065 102+2
1 97 +2 97+3 96+3 98+3
Ni** Ni(NOs),
10 103+£3  104+1 103+5 101+2

* Ortalama + S. Sapma
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Cizelge 4.10. Co*"1n geri kazamimu iizerine diger iyonlarim etkisi (N=3)

. L Derisim DSMZ HBB  HBB  HBB
Iyon Bilesik
(ppm) 22 218 246 269
10 95+3* 96+3 98+2 955
Na" NaCl 100 96+2 94+4 96+3 99+4
1000 93+3  92+6 93+5 94+7
10 95+3 96+2 99+4 97+2
K* KCl 100 95+3 96+3 95+5 94+3
1000 94+4 92+2 91+4 9243
1 95+4 97+3 98+4 95%2
Mg MgCl, 5 97+2 99+2 100+5 9743
10 98+4 99+4 101+6 99+4
10 94+3 96+3 95+£4 9743
Ca** CaCl, 50 96+3 96+5 98+3 98+2
100 99+3 97+4 99+4 98+3
1 96+2 95+2 96+3 97+1
Zn** Zn(NOs),
10 99+3 98+3 96+4 100+3
1 99+3 101+3 102+2 98+2
Pb** Pb(NO3),
10 102+3 103+3 105+4 103+2
1 94+2 93+4 95+3 9545
cd* Cd(NOs),
10 99+4 104+3 101+5 100+3
1 98+3 97+2 96+2 94+1
NiZ* Ni(NO;),
10 101+4 102+6 99+3 95+2

* Ortalama + S. Sapma
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Cizelge 4.11. Pb*"un geri kazaninu iizerine diger iyonlarin etkisi (N=3)

Derisim DSMZ  HBB HBB HBB

Iyon Bilesik
(ppm) 22 218 246 269
10 99+3* 98+4 96+4 97+6
Na® NaCl 100 98+3 95+2 98+4 96+3
1000 96+4 97+3 94+2 98+4
10 99+5 98+4 97+4 9843
K" KCl 100 99+4 97+4 94+2 97+5
1000 97+2 94+6 96+3 9743
1 96+4 99+3 95+3 964
Mg MgCl, 5 95+2 97+5 94+2 9743
10 94+3 98+2 96+4 93+4
10 105+7 1035 102+4 106+4
Ca** CaCl, 50 88+6 90+4 89+3 9243
100 82+5 81+4 85+5 86+4
1 94+5 94+2 95+5 95%2
Zn** Zn(NOs),
10 96+2 98+3 9742 99+1
1 109+4 105+5 102+4 103+3
cd* Cd(NOs),
10 111+7 108+6 1085 1094
1 92+5 93+3  92+4 9543
Co* Co(NOs),
10 97+2 99+2 98+3 99+2
1 90+4 89+2 89+2 9143
NiZ* Ni(NO;),
10 92+4 93+3 94+4 96+2
1 93+3  92+4 94+2 9443
Cu* Cu(NOs),
10 108+5 107+5 105+3 10946

* Ortalama + S. Sapma
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Cizelge 4.12. Ni*"in geri kazanimu iizerine diger iyonlarin etkisi (N=3)

. L Derisim DSMZ HBB  HBB  HBB
Iyon Bilesik
(ppm) 22 218 246 269
10 99+4% 98+2 95+3 96+3
Na" NaCl 100 96+3 99+3 97+4 95+2
1000 98+3 96+4 99+6 9745
10 99+2 97+3 98+2 94+1
K* KCl 100 97+4 97+3 965 96+2
1000 94+2 95+4 93+3 93+2
1 98+2 99+4 97+£3 9243
Mg MgCl, 5 95+4 96+2 98+6 95+2
10 97+1 95+3 96+2 96+1
10 94+3 91+3 92+5 934
Ca** CaCl, 50 98+4 94+3 98+3 96+3
100 95+2 98+4 97+£2 9943
1 98+2 95+3 96+2 97+1
Zn** Zn(NOs),
10 103+3 105+5 102+3 103+6
1 96+4 97+2 96+£2 94+3
Pb** Pb(NO3),
10 98+2 99+4 1011 984
1 98+3 95+2 96+4 9743
cd* Cd(NOs),
10 103+3 102+5 101+4 100+4
1 94+4 93+4 94+£3 9543
Co** Co(NOs),
10 1045 99+1 102+2 100+4

* Ortalama + S. Sapma
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4.4. Biyosorbentlerin Kapasitelerinin Belirlenmesi

Biyosorbentin metal iyonlarmi tutma kapasitesinin belirlenmesi, zenginlestirme
caligmalart i¢in ¢ok Onemli olmamakla beraber, ¢evre drneklerinden agir metal
kirliligini uzaklagtirmasindaki potansiyelini ortaya koymasi bakimindan da
onemlidir. Literatiirde yer alan tutma kapasitelerinden bazilar1 deneysel bazilar1 da
izoterm egrilerinden elde edilen kapasitelerdir. Bu ¢aligmada elde edilen kapasite

degerleri deneysel olarak elde edilen kapasite degerleridir.

Ote yandan, literatiirde deneysel olarak belirlenen kapasite degerlerinin de kesikli
yontem veya kolon yontemi kullanilarak, iki sekilde belirlendigi goriilmektedir.
Agir metal kirliliginin uzaklastirllmasinda kolon yontemi kolay olmasi ve dolgu
maddesinin rejenere edilerek tekrar tekrar kullanilabilmesi gibi avantajlari
nedeniyle tercih edilmektedir. Biyosorbentin kapasitesinin belirlenmesinde
Onerilen zenginlestirme yonteminin optimum sartlarinin kullanilmasi daha uygun

goriilmiis ve kapasite ¢alismalari kolonda gergeklestirilmistir.

Biyosorbentlerin Zn** iyonlarmi tutma kapasitesi toplam kiitlesi (silika jel +
bakteri) basina yaklagik olarak 1300-1630 pg/g (20-25 pmol/g) araliginda
degisiklik gostermektedir (Sekil 4.49). Biyosorbentlerin Zn>" iyonlarim tutma
kapasitesi bakterilerin kiitlesi basina yaklasik olarak 9.4-11.8 mg/g araliinda
degisiklik gostermektedir.

Biyosorbentlerin Cd** iyonlarin1 tutma kapasitesi toplam kiitlesi (silika jel +
bakteri) basina yaklasik olarak 12750-19000 pg/g (110-170 pmol/g) araliginda
degisiklik gostermektedir (Sekil 4.50). Biyosorbentlerin Cd** iyonlarim1 tutma
kapasitesi bakterilerin kiitlesi bagina yaklasik olarak 92.4-137.8 mg/g araliginda
degisiklik gostermektedir. Cd** iyonlar i¢in oldukea yiiksek geri kazanimlar elde

edilmistir.

Biyosorbentlerin Co®* iyonlarin1 tutma kapasitesi toplam kiitlesi (silika jel +
bakteri) basmma yaklasik olarak 2050-2750 pg/g (35-47 pmol/g) araliginda
degisiklik gostermektedir (Sekil 4.51). Biyosorbentlerin Co®" iyonlarim1 tutma
kapasitesi bakterilerin kiitlesi bagina yaklasik olarak 14.9-19.9 mg/g araliginda
degisiklik gostermektedir.

Cu”", Pb*" ve Ni*" iyonlarinin yiiksek derisimlerinde ¢okme oldugu igin bu iyonlar

icin kapasite ¢alismas1 yapilamamigtir.
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Sekil 4.49. Biyosorbentlerin Zn*" iyonlarini tutma kapasitesi (N=3)
(Cozelti hacmi: 25 mL, biyosorbent: 500 mg, akis hizt: 1 mL/min, eluent: 25 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.50. Biyosorbentlerin Cd*" iyonlarmi tutma kapasitesi (N=3)
(Cozelti hacmi: 25 mL, biyosorbent: 500 mg, akis hizt: 1 mL/min, eluent: 25 mL 1 M HCI)
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Sekil 4.51. Biyosorbentlerin Co*" iyonlarini tutma kapasitesi (N=3)
(Cozelti hacmi: 25 mL, biyosorbent: 500 mg, akis hizi: 1 mL/min, eluent: 25 mL 1 M HCI)

4.5. Gelistirilen Yontemin Gozlenebilme Sinirinin Belirlenmesi

Zenginlestirme yonteminin gdzlenebilme siniri, metal iyonu igermeyen pH’1
tampon ¢ozelti ile ¢alisma pH’ina ayarlanmig 50 mL tanik ¢ozeltisi kullanilarak
belirlendi. Tanik ¢6zelti optimum sartlar altinda kolondan gegirildi ve elue edildi.
Gozlenebilme sinir1, eluent ¢dzeltisinin okunan sinyallerinin standart sapmasinin
ii¢ kati, kalibrasyondan elde edilen egim degerine bdliinerek asagida verilen esitlik

ile hesaplandi.

CLOD = 3st/m

Burada, Cop, gozlenebilme sinirini, S;, tanik sinyallerinin standart sapmasini, m

ise kalibrasyon grafiginden bulunan egimi gostermektedir.

Gozlenebilme smirmin hesaplanmasinda kullanilan kalibrasyon grafikleri Sekil
4.52, 4.53, 4.54, 4.55, 4.56 ve 4.57°de verilmektedir. Metal iyonlar i¢in elde
edilen gozlenebilme simirlar1 Cizelge 4.13’de verilmektedir. En diisiik sonuglar,
Cd*" ve Co*" iyonlari i¢in ve en yiiksek sonuglar ise Zn*" ve Pb*" iyonlar1 igin

bulundu.
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Sekil 4.57. Ni*" igin kullamlan kalibrasyon grafigi
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Cizelge 4.13. Calisilan metal iyonlari i¢in yontemin gozlenebilme sinir1 (N=10)

Bakteri tiirii Gozlenebilme siir1, LOD (ng/L)
Cu’" Zn®' Cd** Co*" Pb* Ni**
DSMZ 22 1.51 3.11 0.44 0.64 448 1.39
HBB 218 1.79 4.05 0.41 0.52 5.19 1.32
HBB 246 1.24 4.32 0.41 0.66 4.77 1.60
HBB 269 1.37 3.89 0.25 0.81 6.00 1.51

4.6. Gelistirilen Yontemin Optimize Edilmis Kosullar Altinda
Tekrarlanabilirligi

pH, bakteriyel biyokiitle miktarinin etkisi, eluent tiirli ve hacmi, 6rnek ¢ozeltisi
hacmi, ornek ve eluent ¢ozeltisi akig hizlar1 gibi zenginlestirme islemini etkileyen
analitik parametreler yukarida Boliim 4.3.1-4.3.7 arasinda anlatildigi sekilde
detayli olarak arastirildi. Sentetik ¢ozelti kullanilarak gerceklestirilen bu
zenginlestirme yontemi ic¢in belirlenen optimum sartlar Cizelge 4.14’de
Ozetlenmistir. Tiim bakteriler igin birbirine yakin sonuglar elde edildiginden,
Cizelge 4.14°de optimum sartlar tiim bakteriler i¢in toplu olarak verilmistir. Her

bir bakteri i¢in ayr1 ayr1 belirtilmemistir.

Optimize edilmis kosullar altinda yontemin tekrarlanabilirligi sentetik ¢ozeltiler
kullanilarak oda sicakliginda gerceklestirildi. Sonuglar, yontemin ayni kolonda 5
kez tekrarlanmasi ile elde edildi. Cu®*, Zn*" ve Cd*" iyonlari i¢in sonuglar Cizelge
4.15°de, Co*", Pb*" ve Ni’" iyonlar1 i¢in ise Cizelge 4.16’da verilmektedir.
Optimize edilmis kosullar altinda elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirligi oldukca
iyidir. Elde edilen geri kazanimlarin standart sapmalari, 0.9-5.1 araliginda
degismektedir.
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Cizelge 4.14. Silika jel iizerine immobilize edilmis DSMZ 22, HBB218, HBB 246
ve HBB 269 ile gelistirilen zenginlestirme yontemi i¢in belirlenen optimum sartlar

Parametre Optimum Deger

pH Cu*", Zn** ve Pb*" iyonlari igin 6
Cd**, Co* ve Ni*" iyonlari i¢in 8

Bakteriyel biyokiitlenin, silika jel

kiitlesine orani

0.16

Eluent tiiri Cu*, Zn*, Pb*", Cd** ve Co** iyonlar1 i¢in 1
M HCI

Ni*" iyonu igin 1 M HNO;
Eluent hacmi (mL) 10
Maksimum ¢dzelti hacmi (mL) Zn*" iyonu igin 600
Cu*" ve Ni*" iyonlari i¢in 500
Cd** ve Co*" iyonlari igin 400
Pb*" iyonu i¢in 100
Ornek ¢ozeltisi akis hiz1 (mL/min) 1

Eluent ¢ozeltisi akis hizt (mL/min) 1

Cizelge 4.15. Cu®*", Zn*" ve Cd*" iyonlar1 i¢in optimize edilmis kosullar altinda
yontemin tekrarlanabilirligi (N=5)

Bakteri tiirii Geri kazanim

Cu2+ Zn2+ Cd2+
DSMZ 22 100.8 +£3.4* 103.1+2.9 99.2+5.1
HBB 218 102.1+£5.1 102.9+3.7 98.5+3.5
HBB 246 101.6+2.9 101.6 +4.2 99.8+2.6
HBB 269 99.6 4.3 99.6 £4.7 100.6 £ 1.7

* Ortalama £ S. Sapma
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Cizelge 4.16. Co™, Pb*" ve Ni*" iyonlari i¢in optimize edilmis kosullar altinda

yontemin tekrarlanabilirligi (N=5)

Bakteri tiirii Geri kazanim

C02+ Pb2+ Ni2+
DSMZ 22 94.6 +3.5* 973+34 98.6+4.2
HBB 218 96.5+3.1 952+2.6 99.2+2.6
HBB 246 98.2+23 98.7+43 100.6 =4.7
HBB 269 95.6+0.9 96.5+4.2 101.9+3.2

* Ortalama £ S. Sapma
4.7. Gelistirilen Yontemin Standart Referans Maddeye Uygulanmasi

Gelistirilen zenginlestirme yontemi, “Community Bureau of Reference, Belgium”
enstitiisiinden saglanan BCR 146R-endiistriyel kaynakli atik su ¢amuru 6rnegine
uygulandi. Ornek, mikrodalga ¢oziiniirlestirme sistemi kullanilarak ¢dziiniir hale
getirildi. Ornekte Cd, Co, Cr, Cu, Hg, Mn, Ni, Pb ve Zn metalleri bulunmaktadur.
Standart referans madde, toplam metal iyonu derisimleri i¢in sertifikalandirildigi
gibi, kral suyunda (aqua regia) ¢oziinen derisimleri igin de sertifikalandirilmustir.
Sonuglar, Cizelge 4.17 ve 4.18’de verilmektedir. Analizlenen standart referans

maddedeki metal iyonlari en ¢cok % 8 bagil hata ile tayin edilmistir.
4.14. Gelistirilen Yontemin Cesitli Su Orneklerine Uygulanmasi

Geligtirilen zenginlestirme yontemi, belirlenen en uygun sartlar altinda ¢alisilan metal
iyonlarmin Aydin sehir suyunda, piyasada satilan siselenmis kaynak suyunda ve
Biiyiilk Menderes Nehrinden alinan su orneklerinde tayini i¢in uygulandi. Sonuglar,
Cizelge 4.19, 4.20, 4.21, 4.22, 4.23 ve 4.24’de verilmektedir. Bulunan sonuglardan
hesaplanan geri kazanim degerleri, yaklasik olarak % 85-106 araliginda degisiklik
gostermektedir ve bagil standart sapmalar % 7’nin altindadir. Biiyilk Menderes
Nehrinden alinan su 6rneklerinde Zn*~nun geri kazanim degerleri, diger geri kazanim
degerlerine gore diisiiktiir (Cizelge 4.20). Bu durumun Biiyiikk Menderes Nehrinde
Zn*"nun daha yiiksek derisimlerde bulunmasi nedeniyle olabilecegi diisiiniilmektedir.
Sonuglardan, zenginlestirme yonteminin sentetik ¢ozeltilerde oldugu gibi gercek su

orneklerinde de dogruya yakin ve giivenilir sonuglar verdigi goriilmektedir.
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Cizelge 4.17. Gelistirilen zenginlestirme yontemi ile standart referans maddede (BCR 146R) Cu**, Zn*" ve Cd*" tayini (N=3)

Cu2+ Zn2+ Cd2+

Bulunan deger Bagil hata (%) Bulunan deger Bagil hata (%) Bulunan deger Bagil hata (%)

(ng/g) (ng/g) (ng/g)
DSMZ 22 892 + 54 7 2839 + 134 -7 17.9+0.7 -3
HBB 218 878 + 30 6 2885+ 114 -5 18.1+0.9 2
HBB 246 860 + 48 4 2848 + 146 -6 18.5+0.5 1
HBB 269 896 + 63 8 2906 + 155 -4 17.8+0.8 3

* Ortalama + S. Sapma

** BCR 146R bilesimi: Cd 18.4, Co 6.5, Cr 174, Cu 831, Hg 8.39, Mn 298, Ni 65.0, Pb 583 ve Zn 3040 pg/g.
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Cizelge 4.18. Gelistirilen zenginlestirme yontemi ile standart referans maddede (BCR 146R) Co**, Pb*" ve Ni*" tayini (N=3)

C02+ Pb2+ Ni2+

Bulunan deger Bagil hata (%) Bulunan deger Bagil hata (%) Bulunan deger Bagil hata (%)

(ng/g) (ng/g) (ng/g)
DSMZ 22 6.2+0.4% -5 545 + 41 -7 66.0 +2.1 2
HBB 218 6.1+£0.4 -6 535+ 40 -8 67.5+2.9 4
HBB 246 6.1£0.5 -6 547 + 34 -6 66.9+3.5 3
HBB 269 6.1+£0.4 -6 541 +38 -7 67.7+2.8 4

* Ortalama + S. Sapma

** BCR 146R bilesimi: Cd 18.4, Co 6.5, Cr 174, Cu 831, Hg 8.39, Mn 298, Ni 65.0, Pb 583 ve Zn 3040 pg/g.



Cizelge 4.19. Gelistirilen zenginlestirme yontemi ile ¢esitli su 6rneklerinde Cu®* tayini (N=3)
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Kaynak Suyu Aydin Sehir Suyu Nehir Suyu
(B. Menderes Nehri)
Eklenen Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim,

(ng/L) (ng/L) %R (ng/L) %R (ng/L) %R

N 0 1.77 £ 0.02* - 1.72+0.11 - 2.56 +£0.07 -
% & 20 21.89+0.12 100.6 20.90 + 0.05 95.9 23.53+£0.28 104.8
- 40 41.81+£0.48 100.1 41.35+0.24 99.1 42.29+0.32 99.3

A o 0 1.68+0.11 - 1.62+0.10 - 2.54 +£0.09 -
% by 20 21.84 £ 0.18 100.8 21.58+0.16 99.8 23.69 + 0.68 105.7
40 41.30+£0.51 99.0 41.14+£0.37 98.8 42.00 £ 0.55 98.6

. 0 1.78 £0.05 - 1.71 £0.09 - 2.50 £ 0.06 -
% S 20 21.95+£0.09 100.8 20.96 +0.21 96.2 23.21+£0.23 103.6
40 41.03 £0.67 98.1 41.61 £0.46 99.8 42.23+£0.29 99.3

A o 0 1.73 £0.07 - 1.84+£0.12 - 2.63+0.13 -
% S 20 22.03+£0.17 101.5 21.09 +0.08 96.2 21.92+0.62 96.4
40 42.15+0.32 101.0 41.32+£0.35 98.7 42.23+£0.45 99.0

* Ortalama + S. Sapma
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izelge 4.20. Gelistirilen zenginlestirme yontemi ile gesitli su 6rneklerinde Zn*" tayini (N=3
g g y y

Kaynak Suyu Aydin Sehir Suyu Nehir Suyu
(B. Menderes Nehri)
Eklenen Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim,

(ng/L) (ng/L) %R (ng/L) %R (ng/L) %R

N 0 1.08 £ 0.08* - 11.89 £0.62 - 161.55+2.47 -
% & 20 21.21+£0.40 100.6 32.36 +£0.89 102.3 179.39 +£2.64 89.2
a 40 40.62 £0.52 98.8 51.61+1.18 99.3 197.09 +£3.77 88.9

M o 0 1.16 £0.12 - 12.47 £1.25 - 164.89 + 4.86 -
@ e 20 21.32+£0.51 100.8 32.55+2.89 99.6 182.05+2.08 85.8
40 41.27+£0.36 100.3 54.13+1.23 104.1 201.39+3.12 91.2

M . 0 0.96 +£0.13 - 11.33 £0.67 - 161.92 +1.83 -
@ S 20 20.80 £ 0.85 99.2 32.59+2.15 106.3 180.32 +£2.64 92.0
40 41.22 £0.62 100.6 52.44 +2.38 102.8 199.09 +£3.77 92.9

n o 0 1.21 £0.09 - 11.89 +1.17 - 162.83 +£3.04 -
% S 20 21.25+0.26 100.2 32.36+3.98 102.4 181.43 £4.98 93.0
40 41.35+0.42 100.4 5221 £5.32 100.8 198.09 +3.77 88.1

* Ortalama + S. Sapma
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Kaynak Suyu Aydin Sehir Suyu Nehir Suyu
(B. Menderes Nehri)
Eklenen Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim,

(ng/L) (ng/L) %R (ng/L) %R (ng/L) %R

N 0 0.92 £0.04* - 1.62 +0.09 - 2.30+0.54 -
% & 20 21.29+0.11 101.8 21.64 £0.48 100.1 22.82 +£0.88 102.6
- 40 40.13 £0.97 98.0 41.22+0.32 99.0 41.24+£1.03 97.4

M o 0 0.89 +0.06 - 1.50 £ 0.07 - 1.91£0.14 -
% by 20 21.26 +£0.33 101.8 21.89 +£0.41 102.0 22.30+0.76 102.0
40 41.42+0.84 101.3 42.08 £0.99 101.4 41.13+£0.92 98.0

. 0 0.84 +0.05 - 1.44+0.08 - 1.92£0.10 -
% S 20 20.90 £0.36 100.3 21.68 £ 0.36 101.2 22.62+£0.33 103.5
40 41.03 £1.06 100.5 40.84 £0.57 98.5 41.96 £ 0.85 100.1

m o 0 0.87 +£0.02 - 1.46 +0.03 - 1.71 £0.10 -
% N 20 21.10+0.45 101.2 21.73+0.14 101.4 22.58 +£0.26 104.3
40 41.13 £2.07 100.6 40.91 £1.02 98.6 40.11 £1.06 96.0

* Ortalama £ S. Sapma
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Cizelge 4.22. Gelistirilen zenginlestirme yontemi ile gesitli su 6rneklerinde Co*" tayini (N=3)

Kaynak Suyu Aydin Sehir Suyu Nehir Suyu
(B. Menderes Nehri)
Eklenen Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim,
(ng/L) (ng/L) %R (ng/L) %R (ng/L) %R
N 0 TSA* - TSA - TSA -
% & 20 18.71 £ 0.16** 93.6 18.68 +0.48 93.4 18.74 £ 0.57 93.7
- 40 39.19 £ 1.02 98.0 39.63+1.14 99.1 37.94 +£0.78 94.8
A o 0 TSA - TSA - TSA -
% by 20 19.43 £ 0.37 97.2 19.69 +0.22 98.4 19.76 £ 0.55 98.8
40 38.48 +1.57 96.2 39.00 + 0.86 97.5 37.79 £ 0.99 94.5
. 0 TSA - TSA - TSA -
% S 20 19.06 + 0.42 95.3 19.21+£0.44 96.0 19.26 £ 0.23 96.3
40 38.22+1.06 95.6 39.23+£0.95 98.1 38.75 £ 0.81 96.9
m o 0 TSA - TSA - TSA -
% N 20 19.07 £ 0.36 95.4 21.03 +£0.28 105.2 19.25+£0.51 96.2
40 38.63 +0.50 96.6 41.29+0.32 103.0 41.35+1.26 103.4

*TSA: Tayin sinir1 altinda

** Ortalama + S. Sapma



Cizelge 4.23. Gelistirilen zenginlestirme yontemi ile gesitli su 6rneklerinde Pb*" tayini (N=3)
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Kaynak Suyu Aydin Sehir Suyu Nehir Suyu
(B. Menderes Nehri)
Eklenen Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim,

(ng/L) (ng/L) %R (ng/L) %R (ng/L) %R

N 0 TSA* - TSA - TSA -
% & 20 18.89 £ 0.59** 94.4 19.61 +£ 0.61 98.0 18.90 + 0.85 94.5
- 40 37.64 £ 0.34 94.1 38.88 +£0.25 97.2 37.68 +£1.20 94.2

A o 0 TSA - TSA - TSA -
% by 20 18.58 £1.12 92.9 19.24 £0.71 96.2 18.50 = 1.45 92.5
40 38.66 +2.05 96.6 38.05+0.21 95.1 36.82+0.76 92.0

. 0 TSA - TSA - TSA -
% S 20 19.33+1.21 96.6 18.59 +1.18 93.0 19.12 £ 0.69 95.6
40 38.12+1.89 95.3 38.11 +1.54 95.3 38.78 £ 0.98 97.0

m o 0 TSA - TSA - TSA -
% N 20 19.53 £ 1.54 97.6 19.92 +0.17 99.6 18.68 +0.42 93.4
40 38.91 +£2.49 97.3 39.27 £ 0.67 98.2 38.82+2.12 97.0

*TSA: Tayin sinir1 altinda

** Ortalama + S. Sapma
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Cizelge 4.24. Gelistirilen zenginlestirme yontemi ile gesitli su 6rneklerinde Ni*" tayini (N=3)

Kaynak Suyu Aydin Sehir Suyu Nehir Suyu
(B. Menderes Nehri)
Eklenen Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim, Bulunan Geri Kazanim,
(ng/L) (ng/L) %R (ng/L) %R (ng/L) %R
N 0 0.72 £0.03* - 1.01 +0.05 - 343+0.14 -
% & 20 20.68 £ 0.73 99.8 21.60 + 0.62 103.0 23.23+0.45 99.0
- 40 40.75 £ 1.17 100.1 41.16 £0.97 100.4 42.92+0.72 98.7
A o 0 0.57+0.02 - 1.17 £0.06 - 3.74 £ 0.07 -
% by 20 20.04 £0.55 97.4 20.80 = 0.51 98.2 23.57+0.57 99.2
40 39.62 +1.66 97.6 41.22+0.82 100.1 43.61 £0.55 99.7
. 0 0.69 +0.03 - 1.07 £0.05 - 3.60 £ 0.09 -
% S 20 20.48 £0.27 99.0 21.22 +£0.37 100.8 23.80 £ 0.62 101.0
40 39.87 £ 1.35 98.0 40.84 £1.17 99.4 43.78 £1.07 100.4
m o 0 0.67 +£0.02 - 1.08 £0.06 - 3.76 £ 0.03 -
% N 20 20.40 £ 0.67 98.6 21.21+0.40 100.6 23.48 £0.21 98.6
40 39.75+1.07 97.7 40.62 +0.52 98.8 43.41+0.43 99.1

* Ortalama £ S. Sapma
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5. SONUC

e  Bu caligmada silika jel {izerine immobilize edilmis bazi termofilik bakteriler
kullanilarak Cu?**, Zn?*, Cd*, Co**, Pb*" ve Ni*' iyonlarinin ayirma ve
zenginlestirme sartlari aragtirlmigtir. Geobacillus stearothermophilus DSMZ
22, Geobacillus toebii HBB 218, Anoxybacillus puschionensis HBB 246 ve
Geobacillus thermoglucosidasius HBB 269 termofilik bakterileri se¢ilmistir.
Ayirma ve zenginlestirme c¢alismalar1 kati faz ekstraksiyonu yontemi
kullanilarak, bakteriyel biyokiitle immobilize edilmis silika jel dolgulu
kolonlarda gergeklestirilmistir.

e (Calismada kullanilan termofilik bakterilerin timii Gram-pozitif 6zellik
gostermektedir. Gram-pozitif bakteriler amino asit kopriileri ile baglanmig
kalin bir peptidoglikan tabakasindan olusur. Gram-pozitif bakterilerin hiicre
duvari, peptidoglikanlari, teikoik asitleri ve teikuronik asitleri igerir. Bu
anyonik fonksiyonel gruplar hiicre duvariin anyonik karakterinin ve metal

baglama yeteneginin birincil derecede sorumlusudur.

e Silika jel lizerine immobilize termofilik bakteriler SEM ile gozlemlendi.
Bakteri immobilize edilmis silika jel yiizeylerinde bazi bosluklar oldugu
goriildii. Gelecekte immobilizasyon yontemlerinin gelistirilmesi ile daha
fazla bakterinin sorbent yiizeyine immobilize olmasi miimkiin olabilir. Bu
durum, biyosorbentin yiizey alanini artiracak ve boylelikle tutma kapasiteleri
de artacaktir.

e  Bakteriler, genellikle pek c¢ok elementin biyosogurumu igin belirli bir
kapasiteye sahiptir veya nadiren de elemente 0zgii olabilirler. Hiicre ici
genetik modifikasyonlara dayanan recombinant DNA teknolojisinin
kullanilmasi ile gelecekte mikroorganizmalarin elemente 6zgii veya bir grup

elemente 6zgii olmasi1 da miimkiin olabilecektir.

e Baglanmadan sorumlu fonksiyonel gruplarin tespit edilmesi amaci ile
bakteriyel biyokiitlelerin ve metal iyonu yiiklenen bakteriyel biyokiitlelerin
FT-IR spektrumlar1 alindi. Metal iyonu igeren ve igermeyen bakteriyel
biyokiitlelerin FT-IR spektrum bantlar degerlendirildiginde, bantlarda net bir
kayma olmadig1 goriildii. Metal iyonunun baglanma oncesi ve sonrasi, FT-IR

sonuclarina gore bakteri hiicre duvart bilesiminde bulunan karboksil
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grubunun, metal iyonunun baglanmasindan sorumlu fonksiyonel gruplardan

biri olabilecegi diisiiniilmektedir.

Ayirma ve zenginlestirme sartlarini etkileyen parametrelerden olan, drnek
pH’1, bakteriyel biyokiitle miktari, eluent ¢ozeltisi tiirli, eluent ¢ozeltisi
hacmi, Ornek ¢Ozeltisi hacmi, Ornek c¢ozeltilerinin akis hizi, eluent
cozeltilerinin akig hizi ve ortamda bulunabilecek diger iyonlarm etkisi
arastirildi. Ornek pH’min gelistirilen zenginlestirme islemini oldukga fazla
etkiledigi yapilan calismalardan anlagilmaktadir. Diger parametreler bir
dereceye kadar etkilemektedir. Bu analitik parametrelerin timi
zenginlestirme yontemi icin optimize edilmistir. Yiiksek geri kazanimlar
Cu®*, Zn*" ve Pb*" i¢in pH 6’da, Cd*", Co*" ve Ni*" i¢in ise pH 8’de elde
edilmistir. Bakteriyel biyokiitle miktarinin etkisi aragtirildiginda, bakteriyel
biyokiitlenin silika jel kiitlesine olan orani1 0.16 olarak bulunmustur. Eluent
tiirti arastirildiginda, Cu®*, Zn**, Pb*", Cd*" ve Co”" iyonlari igin 1 M HCI’in,
Ni*" iyonu i¢in 1 M HNO;’in uygun eluent oldugu bulunmustur. 10 mL
eluent hacmi ile yiiksek geri kazanimlar elde edilmistir. Zn*" iyonu igin 600
mL, Cu®* ve Ni*" iyonlar1 i¢in 500 mL, Cd*" ve Co”" iyonlar1 i¢in 400 mL
ve Pb*" iyonu i¢in 100 mL &rnek hacimleri, zenginlestirme yontemi igin
kullanilabilecek maksimum 6rnek hacimleri olarak bulunmustur. 1 mL/min
ornek ¢ozeltisi ve eluent ¢ozeltisi akis hizlar ile yiiksek geri kazanimlar elde

edilmistir.

Gelistirilen zenginlestirme yontemi ile Pb>" iyonlar1 10, Cd*", Co*" iyonlari
40 kat, Cu®", Ni* iyonlarn1 50 ve Zn®" iyonlart 60 Kkat
zenginlestirilebilmektedir.

Zn*" iyonlar1 igin biyosorbentlerin (silika jel + termofilik bakteri) tutma
kapasitesi 1300—1630 pg/g araliginda, Cd** iyonlari i¢in 1275019000 pg/g
araliginda, Co>" iyonlar1 igin 20502750 pg/g arahgmnda degisiklik
gostermektedir. Calismada kullanilan biyosorbentlerin 6zellikle Cd*" iyonlar:

icin oldukga yiiksek kapasite degerlerine sahip oldugu tespit edilmistir.

Metal iyonlarinin sentetik ¢ozeltiler ile gergeklestirilen optimum sartlardaki
geri kazanimi % 95’in lizerinde bulundu. Bu metal iyonlart igin
tekrarlanabilirligi oldukga yiiksek sonuglar elde edildi. Elde edilen bagil
standart sapma degerleri yaklasik % 5’in altinda bulunmustur.
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Gelistirilen zenginlestirme ydntemine, girisim yapabilecek bazi iyonlarin
etkileri degerlendirilmis ve bu iyonlar igin net bir girisim etkisi
gozlemlenmemistir. Yontem, girisim etkilerini £ % 10 araliginda tolere
edebilmektedir.

Onerilen zenginlestirme ydntemi ile standart eklenmis cesitli su drneklerinde
Cu*, Zn**, Cd*', Co**, Pb*" ve Ni*" iyonlari yiiksek dogrulukla tayin
edilebilmistir. Bulunan sonuglardan hesaplanan geri kazanim degerleri,
yaklagik olarak % 85-106 araliginda degisiklik gostermektedir ve bagil
standart sapma degerleri % 7’nin altinda bulunmustur.

Onerilen zenginlestirme ydntemi olduk¢a kompleks bilesime sahip olan
endiistriyel kaynakli atik su ¢amur 6rnegine (BCR 146R) uygulanmstir.
Yontemin standart referans maddeye uygulanmasi ile elde edilen sonuglar,

sertifikal1 referans degerlerine yakindir ve uyumludur.

Tiim metal iyonlar igin yontemin gdzlenebilme sinir1 oldukga diisiiktiir ve
0.25-6.00 pg/L araliginda degisiklik gostermektedir.

Gelistirilen zenginlestirme yontemi c¢evreye duyarli bir ydntemdir. Bu
yontemle metal iyonlarinin zenginlestirilmesi i¢in selatlayici ajan ve organik
cozgenlerin kullanimma ihtiyag yoktur. Yontem iz diizeylerdeki metal
iyonlarinin zenginlestirilmesi i¢in, kolay, hizli ve diisiik maliyetlidir.
Deneylerde termofilik bakteri immobilize edilmis silika jel biyosorbenti,
tutma performansini kaybetmeksizin en az 30 kez kullanilabilmektedir.

Yontemin dezavantaji, bakterilerin {iretilmesi asamasinda elde edilen
bakteriyel biyokiitlenin miktarinin az olmasidir. Ancak bakteriyel
biyokiitlenin 1 grami gibi az bir miktariyla, yaklasik 500 zenginlestirme

igleminin yapilabilmesi bu dezavantaji tolere edebilecek durumdur.

Gelistirilen zenginlestirme yonteminde 4 farkli termofilik bakteri kullanildi.
Bu termofilik bakteriler i¢in elde edilen zenginlestirme sartlart aynidir. Bu
durum, termofilik bakterilerin igeriginin ve fonksiyonel gruplarinin benzer

olmasi nedeniyle olabilir.
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