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Anahtar Kelimeler 0z: Bu calismada, su ortamlarina en fazla karisan ve canlilar iizerinde énemli toksik

Biyosorpsiyon etkileri bulunan kursun (Pb) ile kullanimi1 giderek yayginlasan ve iilkemiz icin

Ralstonia eutropha oldukga biiyiik stratejik 6neme sahip olan bor (B) elementinin sulardan

Atik sularin blyOI,Ollk .ar1t1.m1_ gideriminde, geleneksel yontemlere alternatif olarak daha ekonomik, kullanish ve

Sulardan metal biyogiderimi ) C . s

Bakterilerin SEM gorintileri etkin b1'r yontem olan biyolojik aritimin kullam}mam amagle.anm.@tlr. Bu .am'a(;l.a,
Ralstonia eutropha H16 susunun Pb ve B baglama kapasitesi test edilmistir.
Minimum Inhibisyon Konsantrasyonlar1 (MiK), kursun kloriir (PbCl2) i¢in 1365
ppm, borik asit (H3BO3) i¢cin 2500 ppm olarak belirlenmistir. PbClz ve H3BO3'lin ti¢
alt dozu (PbClz i¢in 5, 25, 50 ppm; H3BOsicin 500, 1000, 1500 ppm) bakterilere 24
saat boyunca uygulanmis ve bu slrenin sonunda kiltiir ortaminda, bakteriyel
hiicrelerin ylizeyinde ve igcinde olmak iizere li¢ farkli ortamda biriken Pb ve B
konsantrasyonlar1 bir Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle Spektrometresi (ICP-MS)
kullanilarak tayin edilmistir. En fazla Pb biyogiderimi %88’lik bir oranla 5 ppm
PbCl; uygulamasinda, en fazla B giderimi ise %7’lik bir oranla 500 ppm H3BOs3
uygulamasinda gozlenmistir. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) goriintiileri,
PbClz uygulanan hiicrelerin ytlizeyinin kontrole gore piiriizlii oldugunu ve 6nemli
derecede ¢okelmeler oldugunu gostermistir. Enerji Dagilimli X-1s1m1 Spektroskopisi
(EDX) spektrumlar1 ise PbClz uygulanan hiicrelerde Pb varligini dogrulamistir.
Calismanin sonuglari, R. eutropha H16 susunun sulardan Pb gideriminde dnemli
derecede etkili oldugunu ancak B gideriminde yeterli olmadigini géstermistir.

Lead and boron bioremoval from aqueous solutions by Ralstonia eutropha H16 strain

Keywords Abstract: In this study, it was aimed to use biological treatment, which is a more

Biosorption economical, useful and effective method alternative to traditional methods in

Ralstonia eutropha removal of lead (Pb), which is the most involved element in aquatic environments

Biological treatment of waste,, 4 pag significant toxic effects on organisms from the waters, and boron (B), which

vl\zaters . is increasingly widespread and has great strategic importance for our country. For

etal bioremoval from waters ) LN . . .

SEM images of bacterias this purpose, the binding capacity of Ralstonia eutropha H16 strain to Pb and B was
tested. Minimum Inhibition Concentrations (MIC) were determined as 1365 ppm for
lead chloride (PbCl2) and 2500 ppm for boric acid (HsBO3). Three sub-doses of PbCl2
and H3BOs (5, 25, 50 ppm for PbClz; 500, 1000, 1500 ppm for H3BOs3) were applied
to the bacteria for 24 hours, and at the end of this period the metal concentrations
accumulated in the medium, on the surface of the bacterial cells and inside the cells
were calculated using a Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry (ICP-MS).
The highest Pb removal was observed in 5 ppm PbCl: application with a rate of 88%,
and the highest B removal was observed in 500 ppm H3BOs application with a rate
of 7%. Scanning Electron Microscope (SEM) images showed that the surface of the
cells treated with PbClz was rough compared to the control and there was significant
precipitations. Energy-Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) spectra confirmed the
presence of Pb in PbCl: treated cells. The results of the study showed that R.
eutropha H16 strain was significantly effective in Pb removal from water, but not
sufficient in B removal.
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Ralstonia eutropha H16 susuyla sulu ¢ozeltilerden kursun ve bor biyogiderimi

1. Giris

Gelisen sanayi ile birlikte, endiistriyel atiklarin su kaynaklarina ulasmasi, akarsularin agir metallerle daha ¢abuk
ve fazla kirletilmesine sebep olmaktadir. Agir metaller hem dogal olaylar (erozyon, riizgar tasimimi, volkanik
etkiler, vb.) hem de antropojenik etkiler (atik su desarjlary, zirai faaliyetler, atik depolama vb.) sonucunda yer alt1
ve ylizeysel su kaynaklarina karismaktadir [1]. Toprak ve su ortamlarinin ¢esitli toksik metallerle kirlenmesi
ekosistem ve insan sagligi icin ciddi bir tehdit olup uygun iyilestirici 6nlemlerin acilen uygulanmasini
gerektirmektedir. Krom (Cr), kadmiyum (Cd), civa (Hg), arsenik (As), kursun (Pb) vb. agir metallerin, ¢evre ve
insan saglhg iizerindeki toksik etkileri nedeniyle baslica ¢evresel kirleticiler olarak kabul edilmektedir [2].

Kursun (Pb), yaygin bir ¢evresel toksik kirletici olarak kabul edilmektedir ve kursun-asit pillerin islenmesinde,
madencilik, metal isleme endiistrisi, niikleer reaktér koruma kalkani, elektronik bilesenlerin ince tabakalari,
araclar, akii plakalari, boyalar, seramikler, kablolarin iiretimi gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir [3, 4]. Ayrica bu
endiistrilerin kanalizasyon ¢amurunda, enerji santrali ve atik yakma tesislerinden kaynaklanan atiklarda yliksek
konsantrasyonlarda bulunan tehlikeli agir metallerden biridir [4]. Diisiik konsantrasyonlarda bile kursun canlilar
icin toksik olup nérodejeneratif bozukluk, bobrek yetmezligi, ireme hasari ve kanser gibi insanlar tizerinde ciddi
saglik sorunlarina neden olan mutajenik ve teratojenik bir metaldir [5]. Bu toksik 6zellikleri nedeniyle, ABD Cevre
Koruma Ajansi (USEPA) tarafindan kursun tehlikeli inorganik atiklar listesine eklenmis [5], icme suyundaki sinir
degeri olarak da 15 pg/L belirlenmistir [6].

Bor (B), metal ve ametal arasinda bir 6zellige sahip olan yar1 metaldir ve 3A grubu elementidir. Bor, dogada serbest
hilde bulunmaz, her zaman oksijene baglanir [7]. Bor ve bilesikleri, ekosistemlerin abiyotik ve biyotik
bilesenlerinde kendilerine 6zgii kimyalar1 nedeniyle bozunamazlar. Bu nedenle tuz birikintilerinin siiziilmesi ve
minerallerin kayalardan ayristirilmasi gibi dogal siirecler sonucunda su ortamlarina salinirlar [8]. Ayrica bor,
antropojenik kaynaklardan da dogaya salinmaktadir [9]. Bor, dogada diisiik konsantrasyonlarda yaygin bir sekilde
dagilmistir ve ylizey tath sularinda genellikle 0,1-0,5 mg/L’den daha azdir, ancak daha yiiksek konsantrasyonlari
birkag¢ alanda 6lgiiliir [10]. Bor, bir mikro besin olup bitkilerin, tek hiicreli 6karyotlarin ve hayvanlarin biiytimesi
icin gereklidir, ancak gerekli bor seviyeleri bu organizmalar arasinda farklilik gésterir [11]. Ote yandan bor belirli
bir esigin lizerinde canl hiicreler i¢in toksiktir. Ayrica insanlarda bor maruziyetinin {ist esiginden daha yliksek
dozlar, testisler ve iireme fonksiyonlar iizerinde zararli bir etkiye sahiptir [7]. Bor minerallerinin endiistride
kullanim alanlar1 oldukg¢a genistir. Borun en yaygin kullanildig: alan cam endiistrisi olup diger endiistri alanlari
seramik, temizleme ve agartma, alev geciktiriciler, tarim, metaliirji, niikleer uygulamalar, bor elyaflari, havacilik,
enerji, saglik ve ¢cimentodur. Seramik sektdriinde bor mineralleri genellikle seramik sir tiretiminde ve porselen
emaye yapiminda frit Uretimi asamasinda kullanilmaktadir [12]. Bununla birlikte, sucul ekosistemlerdeki en
onemli antropojenik bor kirlilik yolu, boraks iceren deterjanlarin kullanilmasidir. Boraksla zenginlestirilmis
deterjanlar ve temizlik iirtinleri kullanilmasi durumunda, borik asit (H3BOs) gibi suda ¢6ziiniir bor formlari, evsel
atik su ile kolayca kanalizasyon aritma sistemlerine desarj edilir [13]. Tiirkiye dinyanin en biiyiik bor
ihracatgilarindan biridir. Tinkal, kolemanit ve iileksit mineral konsantreleri, rafine boraks dekahidrat; boraks
pentahidrat (Naz0.2B203-5H20); susuz boraks (Na20-2B203); ve borik asit (H3BO3) ihra¢ edilmektedir. Tiirkiye,
diinyadaki bor rezervlerinin %73’iine sahiptir. Ulkemizde bilinen bor yataklari; Eskisehir-Kirka, Kiitahya-Emet,
Balikesir- Bandirma ve Bigadi¢'te bulunmaktadir [14]. Bir¢ok endiistride yaygin olarak kullanilan bor
bilesiklerinin endiistriyel gelismelere bagh olarak yiizeysel sulardaki konsantrasyonu artis gostermektedir. Bor,
Tirkiye'de su kaynaklarinin kirlenmesine neden olan énemli kirleticilerden biridir. Borun aritilmasi hem insan
sagligi hem de tarimsal {iriin yetistiriciligi icin biiyiik 6nem tasimaktadir. Borun giderilmesinde, konvansiyonel su
aritimi yontemleri (pihtilasma, ¢okeltme, filtrasyon) etkili degildir. Bu nedenle, bor konsantrasyonu yliksek olan
sulardan borun giderilmesi i¢in 6zel yontemlerin kullanilmas: gerekir. Iyon degisimi ve ters ozmoz siirecleri
onemli dl¢lide giderim saglayabilir, ancak bu yontemler gorece daha pahalidir.

Turkiye’de Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeligi'nde kitai¢ci su kaynaklarinin simniflarina goére kalite kriterleri
verilmistir. Buna gore kursun sinir degeri I. Sinif sular i¢in 0,01 mg/L, bor sinir degeri ise tiim sinif sular i¢in 1,0
mg/L olarak belirlenmis olup bora karsi hassas bitkilerin sulanmasinda ise sinir deger 0,3 mg/L’ye kadar
diistiriilmiistiir. Maden sanayii atik sularinin alici ortama desarj standartlarinda ise kursun i¢in sinir deger 0,5
mg/1, bor i¢in ise sinir deger 500 mg/L olarak verilmistir [15]. Insani Tiiketim Amach Sular Hakkinda Yonetmelik’e
gore icme suyunda bulunabilecek maksimum kursun konsantrasyonu 0,01 mg/L, maksimum bor konsantrasyonu
ise 1 mg/L’dir [16]. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan icme suyundaki kilavuz kursun degeri 0,01 mg/L, bor
degeri ise 2,4 mg/L olarak tayin edilmistir [17].

Toprak ve su ortamlarinin ¢esitli toksik metallerle kirlenmesi ekosistem ve insan saghgi icin ciddi bir tehdit olup
uygun iyilestirici onlemlerin acilen uygulanmasini gerektirmektedir. Farkli endiistriyel ve tarimsal atiklarin
olusturdugu agir metallerin kirlenmis ortamlardan (su, atik su, toprak vb.) giderilmesinde bir¢ok ydntem
kullanilmaktadir [18]. Fiziksel ve kimyasal artma teknolojileri (ileri oksidasyon prosesleri, kimyasal ¢okeltme,
iyon degisimi, elektrokimyasal yontemler, aktif karbon, membran filtrasyonu ve ters ozmoz vb.) farkli kirleticileri
uzaklastirmasina ragmen, artan enerji tiiketimi, aritim stireglerinin zorluklar icermesi, ek kimyasallara ihtiyac
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duyulmasi, aritma verimliliginin diisiik olmasi, yan {riinlerden kaynaklanan ikincil kirlilik vb. bir¢ok
dezavantajlara sahiptir [19, 20]. Bununla birlikte, kimyasal ¢oktiirme ve elektrokimyasal aritma, 6zellikle sulu
¢ozeltideki metal iyon konsantrasyonu diisiik konsantrasyonlarda etkili degildir ve proses sonunda aritimi
oldukca zor ve maliyetli olan yiiksek miktarda camur iiretilir. lyon degistirme, membran teknolojileri ve aktif
karbon adsorpsiyon islemi, diisiik konsantrasyonda agir metal igceren atik sularin aritilmasi i¢cin son derece
pahalidir ve bu yilizden biyiikk olcekte kullanilamazlar [21]. Biyoremediasyon prosesinde ise, metallerin
giderilmesi ve geri kazanimi, kullanilan konvansiyonel fiziksel-kimyasal aritim yontemlerine kiyasla cevre dostu,
ekonomik, kolay uygulanabilir olmasi, ek kimyasal gerektirmemesi, yiiksek aritma verimine sahip olmasi
nedeniyle tercih edilmektedir [22]. Bu proses; kontamine toprak ve su ortamlarindan, kirlilik yaratan bilesiklerin
(metal, pestisit vb.) dogada dogal olarak bulunan mikroorganizmalar (bakteri, mantar, maya, yosun vb.) tarafindan
biyolojik olarak parcalanarak cevreye daha az zararh bilesiklere doéntstiiriilmesi ile kirlenen bolgelerin
temizlenmesi islemidir [23]. Ayrica, bu proseste kullanilan mikroorganizmalarin metallere karsi yiiksek
affinitesinin olmasi nedeniyle agir metal ve metal iyonlarinin neden oldugu ¢evre sorunlarini ¢ézmek icin
konvansiyonel yontemlere 6nemli bir alternatiftir [24].

Yiksek konsantrasyondaki agir metaller ile kirlenmis bolgelerde yasayan mikroorganizmalar cesitli genetik
mekanizmalar gelistirerek metallerin zararl etkilerine karsi direng gosterirler. Genellikle, kirli bolgelerde hayatta
kalma yetenekleri olan suslar ortamdan izole edilerek, biyoremediasyon uygulamasi i¢in kullanilirlar [25]. Gram
negatif betaproteobacterium Ralstonia eutropha toprakta ve tath su ortamlarinda bulunur. Kismen bir¢ok farklh
bilesigi besin ve enerji kaynagi olarak kullanma kabiliyetinden dolayi, Hydrogenomonas eutropha, Alcaligenes
eutrophus ve Wautersia eutropha olarak daha o6nce adlandirilmis ve yeniden adlandirilmistir. Organizmanin
gliinimizde kullanilan isimleri; Cupriavidus necator ve Ralstonia eutropha’dir [26]. Metabolik olarak ¢ok yonlu R.
eutropha, zorlu ¢evre kosullarinda hayatta kalma yetenegine sahiptir. Aromatikler ve agir metaller dahil olmak
iizere cesitli cevre Kirleticilerine karsi toleranshidir [27]. Bir ¢alismada [28], agir metallerle kirlenmis topraga R.
eutropha asilandiginda, agir metallerin bitkiler Gizerindeki toksik etkisinin azaldig1 gorilmistir. Bu durum, R.
eutropha’'nin agir metal biyoremediasyonu i¢in bir detoksifikasyon ajani olabilecegini gdstermistir. Ralstonia sp.
dahil olmak ilizere metale direngli bakterilerin uygulanmasi, biyoremediasyon prosesi icin etkili perspektifler
sunar [28]. Daha 6nce bu konuda yapilmis olan ¢alismalarda, gol ¢okeltilerinde ve endiistriyel biyotoplarda
Ralstonia’'nin metal direnci daha 6nce bildirilmistir [29].

Bu ¢alismada, sulara karisan en toksik elementlerden biri olan kursun ile iilkemizde bol bulunan ve dolayisiyla
sulara karismasi kaginilmaz olan borun sulardan biyolojik olarak gideriminde, toprak ve tatli su ortamlarinda
dogal olarak bulunan yabanil R. eutropha H16 susunun etkinliginin belirlenmesi amag¢lanmstir.

2. Materyal ve Metot
2.1. Minimum Iinhibisyon Konsantrasyonunun (MiK) belirlenmesi

Minimum inhibisyon Konsantrasyonu (MiK), bir mikroorganizmanin biiyiimesini en az seviyede inhibe eden metal
konsantrasyonudur [30]. R. eutropha H16 susunun Pb ve B metallerine karsi diren¢ kapasitesi, Aleem vd.
(2003)’nin [31] MiK metoduna gére belirlenmistir. Calismada, yalnizca Lauren Broth besiyeri (LB), LB ve metal
soliisyonu, LB ve hiicre kiiltiirii olmak tizere ti¢ farkli kontrol grubu kullanilmistir. R. eutropha H16 susu (ATCC
17699) farkli konsantrasyonlarda PbClz (50-2000 mg/L) ve en yaygin B formu olan H3BO3 (400-3000 mg/L) iceren
LB agar ve broth ortamina ayri1 ayr1 inokiile edilmistir. LB agar ve broth daha sonra 37°C’de 96 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Onceden belirlenmis zaman araliklarinda (0, 2, 4, 8, 12, 24, 48, 72 ve 96 saat) numuneler alinmis ve bir
mikroplaka okuyucusunda (Thermo Flash 2000) 600 nm’de 6l¢iilmiistiir.

2.2, Biyobirikim deneyleri

Biyobirikim deneylerinde, R. eutropha hiicresine farkl oranlarda PbClz (5, 25 ve 50 ppm) ve H3BO3 (500, 1000,
1500 ppm) iceren ¢ozeltiler uygulanmis ve ¢alkalamali olarak ayri ayr1 120 rpm’de 37°C’de 24 saat boyunca inkiibe
edilmistir. Bu susun kontrol gruplarina PbCl: ve HsBOs uygulamasi yapilmamistir. Besiyerinde kalan Pb ve B
miktarini belirlemek icin 24 saat sonunda kiltiir ortamindan 6rnekler alinmistir. Vortekslenerek homojenize
edilen numunelerden 1 ml alinarak steril bir tiipe aktarilmistir. Ornekler, 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve
0,45 pm goézenek capina sahip bir filtreden siiziilmiistiir. Hiicre yiizeyindeki metal birikimlerini belirlemek i¢in
onceki asamada santrifiijden sonra ¢okmiis hiicrelere 1 ml 10 mM EDTA (Merck) ¢ozeltisi ilave edilmis, 2500
rpm’de vortekslenerek homojen hale getirilmistir. Bu 6rnekler oda sicakliginda 2 saat boyunca bekletilmis ve
10000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra 0,45 pm goézenek ¢capina sahip bir filtreden stiziilmiis, filtratta kalan
numune 1/100 oraninda seyreltilmistir. Hiicrelerin icinde biriken metal konsantrasyonlarini belirlemek i¢in
coken hiicrelere 1 M HNOs (Merck)’den 1 ml eklenmis, 3 dk boyunca 2500 rpm’de vortekslenmis ve sonra 10000
rpm’de santrifiijlenmistir. Daha sonra slizlintiiler 0,45 pum gozenek ¢apina sahip bir filtreden siiziilmiistiir. Her ii¢
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ekstraksiyon sonucunda filtratta kalan numuneler 1/100 oraninda seyreltilmistir. Orneklerdeki Pb ve B miktary,
Adiyaman Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda bulunan Indiiktif Eslesmis Plazma Kiitle
Spektrometresi (ICP-MS; Perkin Elmer & Nexion 350X) kullanilarak belirlenmistir.

2.3. Goruntii analizleri

PbClz uygulanan ve uygulanmayan R. eutropha H16 suslarinin hiicre yiizeyinde morfolojik modifikasyonlarim
gozlemlemek icin Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi yapilmistir. SEM analizi i¢in hiicreler, PbClz (100
mg/L) iceren ve icermeyen (kontrol) 50 ml LB siv1 besiyerine asilanmis ve 120 rpm’de 37°C’de 48 saat boyunca
inkiibe edilmistir. Daha sonra érnekler alinmis ve 5000 rpm’de 30 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant atilmis ve
pelletler ti¢ kere fosfat tamponu (PBS, pH 7,2) ile yikandiktan sonra 2 saat boyunca 4°C’de %2,5 glutaraldehit ile
fikse edilmistir. Hiicrelerin PBS ile yikanma islemi iki kere tekrarlandiktan sonra %1 osmiyum tetraoksit ile
sabitlenmistir. Sabitlenmis hiicreler PBS tamponunda iki kere yikandiktan sonra degisen konsantrasyonlardaki
asetonla (%15, %30, %60, %90 ve %100) dehidre edilmistir. Son olarak, kritik olarak kurutulmus numuneler
altin-platin (Quorum) ile kaplanmis ve SEM ve EDX (Zeiss & Evo LS 10 (Almanya)) ile analiz edilmistir.

3. Bulgular ve Tartisma

3.1. MiK degerleri ve metallerin alt dozlarinin belirlenmesi

MiK degeri, mikroorganizmalarin agir metallere tolerans kapasitelerini gostermektedir. Yilmaz [32], Escherichia
coli'min H3BOs MIK degerini 7,60 ppm, Darcan ve Kahyaoglu [33] ise Escherichia coli ve Pseudomonas
aeruginosa’'min H3BO3 MIK degerlerini 8 ppm olarak tespit etmislerdir.

Bu calismada ise R. Eutropha H16 susunun PbCl: ve H3BOs i¢in MIK degerleri sirasiyla 1365 ppm ve 2500 ppm
olarak belirlenmistir. Belirlenen bu MIK degerleri géz oniinde bulundurularak da Pb ve B icin ii¢ alt doz

uygulanmistir. Uygulanan dozlar Tablo 1'de verilmistir.

Tablo 1. PbCl: ve H3BO3 MiK degerleri ile uygulanan alt dozlar1

PbCl: (ppm) H3BO3 (ppm)
MIK: 1365 MIiK: 2500
50 1500
25 1000
5 500

3.2. Biyogiderim

PbCl2'nin R. eutropha’ya uygulanmasi sonucu ICP-MS ile besiyerinde, hiicre yiizeyinde ve hiicre icinde saptanan Pb
degerleri uygulanan PbCl; miktarina gére Tablo 2’de, uygulanan PbCl: miktarina gore toplam Pb biyogiderim
oranlart ise Sekil 1’de verilmistir. % Biyogiderim oranlari su formiile gére hesaplanmistir: Hiicredeki toplam metal
konsantrasyonu x 100 / Uygulanan metalin konsantrasyonu.

Tablo 2. Uygulanan PbClz miktarina gére Pb’nin besiyerinde, hiicre yiizeyinde ve hiicre icinde 6l¢iilen degerleri

Uygulanan PbCl: Besiyerinde Hiicre yiuizeyinde Hiicre icinde Toplam
miktari olciilen Pb miktar1  6l¢giillen Pb miktar1  6l¢iilen Pb miktari biyogiderim
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) orani
5 0,60 3,05 1,35 %388
25 3,25 18,00 3,75 %87
50 8,50 37,50 4,00 %383
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Pb
89%
88%
87%
86%
85%
84%
83%
82%
81%
80%

% Biyogiderim oranlar1

5 ppm 25 ppm 50 ppm

Uygulanan Pb konsantrasyonlari

Sekil 1. Pb’nin toplam biyogiderim oranlari

Tablo 1’e gore; uygulanan PbClz2'nin 5 ppm’lik konsantrasyonunun %12’si besiyerinde, %61’i hiicre yiizeyinde ve
%27’si hiicre icinde birikmistir. 25 ppm’lik uygulama dozunda Pb’nin %13l besiyerinde, %72’si hiicre yiizeyinde
ve %151 hiicre icinde bulunmustur. En yliksek doz olan 50 ppm’de ise Pb'nin %17’si besiyerinde, %75’i hiicre
ylizeyinde ve %8’i hiicre icinde saptanmistir. Bu sonuglara gore hiicre ylizeyinde en fazla tutulum en yiiksek
konsantrasyon olan 50 ppm’de, hiicre icinde en fazla birikim ise en diisiikk konsantrasyon olan 5 ppm’de
gozlenmistir. Toplam biyogiderim ise en fazla %88’lik oranla 5 ppm uygulama dozunda olmustur.

Bakterilerin Pb biriktirme kapasiteleri uygulanan Pb baslangic dozuna baghdir. 150 mg/L’den fazla Pb
konsantrasyonunda, organizma metalleri tasimak i¢cin daha biiyiik bir itici gii¢ gerektirir [34]. Genellikle diisiik
konsantrasyonlarda metaller i¢cin bakteriyel yiizey tizerindeki baglanma yerleri mevcut olur ancak yiiksek metal
konsantrasyonlarinda baglanma yerleri doymus hale gelir [35].

Literatiirde pek ¢ok bakterinin Pb’u hiicre yilizeyine adsorbe ettigi bildirilmistir. Roane [36], Pb’ye direngli bakteri
Pseudomonas marginalis ve Bacillus megaterium’u izole etmis ve P. marginalis'in sitoplazmada ekzopolimer
iireterek Pb’u hiicre disinda tuttugunu, B. megaterium’un ise Pb’u hiicre i¢cinde biriktirdigini tespit etmistir. Puyen
vd. [37], Micrococcus luteus DE2008’in 1965 mg/g Pb(1I) adsorpsiyon kapasitesi sergiledigini bildirmistir. Benzer
sekilde Maldonado vd. [38], bakteriyel ekzopolimer tarafindan Pb(II) birikimini bildirmistir. Pseudomonas BC15,
Enterobacter sp. |1 ve Bacillus cereus BPS9'un, besiyerinde bulunan Pb'nun %65, %75 ve %78'ini hiicreye
absorpladig bildirilmistir [24, 39, 40]. Bakterilerin, agir metalleri hiicre icinde biriktirmesinde metal baglayici
proteinlerin etkili oldugu bilinmektedir.

Literatiirdeki ¢calismalar ile bu ¢alisma genel olarak kiyaslandiginda, kullanilan R. eutropha’nin %88’lik oranla en
fazla giderim yapan tiir oldugu soylenebilir. Ancak bu kiyaslama uygulanan dozlarin ve deney kosullarinin (pH,
sicaklik, baslangi¢c konsantrasyonu, uygulama siiresi vs.) farkliligina gére degiskenlik gosterebilir.

H3BOs'in R. eutropha’ya uygulanmasi sonucu ICP-MS ile besiyerinde, hiicre yiizeyinde ve hiicre icinde saptanan B
degerleri uygulanan H3BO3 miktarina gore Tablo 3’'de, uygulanan H3BO3; miktarina gére toplam B biyogiderim

oranlari ise Sekil 2'de verilmistir.

Tablo 3. Uygulanan H3BOs3 miktarina gore B’'nin besiyerinde, hiicre yiizeyinde ve hiicre igcinde dl¢iilen degerleri

Uygulanan H3BO3 Besiyerinde Hiicre yuizeyinde Hiicre icinde Toplam
miktari dlciilen B miktari dlciilen B miktari dlciilen B miktar1 biyogiderim
(ppm) (ppm) (ppm) (ppm) orani
500 465 30,00 5,00 %7
1000 960 30,00 10,00 %4
1500 1455 4,50 40,50 %3

318



Ralstonia eutropha H16 susuyla sulu ¢ozeltilerden kursun ve bor biyogiderimi

8%
7%
6%
5%
4%
3%
2%
1%
0%

% Biyogiderim oranlar1

500 ppm 1000 ppm 1500 ppm
Uygulanan B konsantrasyonlari

Sekil 2. B’'nin toplam biyogiderim oranlari

Tablo 2’ye gore; H3BOs'iin 500 ppm’lik doz uygulanmasi sonucu, bu konsantrasyonun %93’ besiyerinde, %6’s1
hiicre ylizeyinde ve %1’i hiicre i¢cinde belirlenmistir. 1000 ppm H3BO3 uygulamasinda, besiyerinde %96, hiicre
yluzeyinde %3 ve hiicre icinde %1 oranlarinda B tespit edilmistir. 1500 ppm’lik H3BO3 uygulamasi sonucu
besiyerinde %97, hiicre ylizeyinde %0,3 ve hiicre icinde %?2,7 oranlarinda B varligi saptanmistir. Toplam
biyogiderim oranlari uygulanan H3BO3 konsantrasyonlari arttikea sirasiyla %7, %4 ve %3 olarak hesaplanmistir.
Buna gore en fazla biyogiderim en diisiik H3BOs konsantrasyonu olan 500 ppm’de gézlenmistir.

Dogal ortamdaki B konsantrasyonlar1 0,1-10 mg/L arasinda degisir (6rnegin, atik suda yaklasik 10 mg/L, deniz
orneklerinde 4-7 mg/L ve tipik toprak érneklerinde yalnizca 0,1-0,7 mg/L) [41]. Yiiksek konsantrasyonlarda B
iceren kirlenmis toprak ve kanalizasyon ¢amuru, yiiksek B biriktiren bakteriler i¢cin ¢evresel bir nis olusturabilir.
Ancak tek hiicreli mikroorganizmalarda bile, hiicre i¢i B seviyesinin tiirler arasinda degistigi rapor edilmistir. Bu,
bakterilerde hiicre i¢i B i¢in bir diizenleyici mekanizmanin var olabilecegini diisiindiirmektedir. B i¢in aktif bir
tasima mekanizmasi, bakterilerin B eksikligi olan kosullar altinda B almasi veya fazla B'un sitotoksik etkilerinden
kacinmasi i¢in 6nemli bir rol oynayabilir [42]. Miwa ve Fujiwara [42], Hisarcik (Kiitahya, Tiirkiye) bolgesinde borla
kirlenmis topraklardan izole ettikleri BAM522 susunun 1,36 nmol/g, BAMS5 susunun 0,67 nmol/g oraninda hiicre
icinde B biriktirdigini, yine ayni ¢alismada topraktan izole edilmemis bir laboratuvar susu olan Bacillus subtilis
ISW1214’in ise 0,62 nmol/g oraninda B biriktirdigini tespit etmislerdir. Buradan goriildiigli lizere, bor ile
kirlenmis topraktan izole edilmis suslarla laboratuvar susu arasinda hiicre i¢i B birikimi a¢isindan ¢ok 6nemli bir
fark olmamistir. Suslarin B biriktirme kapasitesi, tiirlerin membran bilesimi, tasima mekanizmalari ve borik asidi
baglayabilen protein ve organik bilesiklerin kullanimina gore degisir.

Raja ve Omine [43], ugucu kiil bosaltma alanindan izole ettikleri B toleransli bakterilerin karakterizasyonunu
yapmislar, bunlarin Bacillus, Lysinibacillus, Microbacterium ve Ralstonia cinsine ait oldugunu tanimlamislardir. Bu
suslarin 0,1-2,0 mg/L aralifinda B’yi besiyerinden ve 2,7-3,7 mg/L araliginda B'yi ise ucucu kiilden 168 saatte
giderdigini belirlemislerdir. Lacgin vd. [44], Candida tropicalis, Rhodotorula mucilaginosa, Micrococcus luteus,
Bacillus thuringiensis, Bacillus cereus, Bacillus megaterium, Bacillus pumilus, Pseudomonas aeruginosa ve
Aspergillus versicolor suslarinin B iceren sentetik atik suyundan B giderim kapasitesini arastirmislar, en etkin
suslarin A. versicolor ve B. cereus oldugunu tespit etmislerdir. Bir fungus tiirili olan A. versicolor'un B biyobirikim
verimi 16,20 mg/L B konsantrasyonunda %49,25 olmustur. Bacillus cereus’'un 20 mg/L B konsantrasyonunda B
biyobirikimi %12,86 oraninda olmustur. Buradan, funguslarin B gideriminde bakterilere gore daha etkin oldugu
gorilmiistiir.

Bu calismada uygulanan B konsantrasyonlar: literatiirdekilerden yiiksek oldugundan net bir kiyaslama
yapilamamakla birlikte genel bir degerlendirme yapildiginda biyogiderim oranlarinin literatiirdeki ¢aligmalara
yakin degerlerde oldugu goriilmiistir.

3.3. Hiicre morfolojisi goriintiileri

R. eutropha susunun SEM gorintiileri Sekil 3'de, EDX analizleri ise Sekil 4’de verilmistir.
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Sekil 3. R. eutropha susunun SEM gériintiileri; a) PbClz uygulanmamis b) 50 ppm PbClz uygulanmis
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Sekil 4. EDX analizi A) PbClz uygulanmamis B) 50 ppm PbClz uygulanmis

B biyogiderimi ¢ok diisiik konsantrasyonlarda oldugundan ve SEM-EDX analizlerinde B elementinin varlig
tanimlanamadigindan dolay1 sadece PbClz uygulanmis (50 ppm) ve uygulanmamis (kontrol) bakterilerin SEM
gorintileri ve EDX sonuglari yazilmistir.

SEM goriintiileri, hiicrelerin ylizey morfolojisini gosterir. Buna gore, PbClz uygulanmamis kontrol grubu
bakterilerin morfolojisinin kiire seklinde ve plriizsiiz ylizeyli oldugu goézlenmistir (Sekil 3a). PbCl2 uygulanmis
hiicrelerin ise morfolojisinin énemli oranda etkilendigi ve gozle goriiliir hasar goérdiigi agiktir. Bu hiicrelerin
yluzeyinde bazi floklasmis c¢okelmeler gorilmistir (Sekil 3b). Agregasyon ve c¢okelme, agir metallerin
baglanmasinda 6nemli bir role sahip olan hiicre dis1 polimerik maddelerden kaynaklaniyor olabilir [45].

EDX, biyosorbentlerin kimyasal ve elementel analizi icin yararlh bir aractir. EDX spektrumlari, hiicrelerin
polisakkaritlerinde ve proteinlerinde olmasi muhtemel olan karbon, nitrojen ve oksijen sinyallerini
gostermektedir. PbClz uygulanmamis hiicrelerin EDX analizinde hi¢bir metal iyon zirvesi gozlenmemistir (Sekil
4a). PbClz uygulanmis hiicrelerin EDX spektrumu ise bakteri hiicrelerinin yiizeyinde Pb’nin baglanmasinin gozle
goriiliir kanitini agikca gostermistir (Sekil 4b).
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Bu calismadaki bulgulara benzer olarak, Pugazhendhi vd. [2], Pb uyguladiklar1 Ralstonia solanacearum’un hiicre
ylzeyinin kontrole gore onemli derecede piiriizli oldugunu gozlemlemislerdir. Sagar vd. [46], agir metal
toksisitesine maruz kalan bakteri hiicrelerinin birbirine yapismasinin ve fiziksel olarak parcalanmasinin, toplam
ylizey alaninda bir azalma gosterdigini one siirmiistiir. Rhodobacter sphaeroides SCO1 susuna 7 giin boyunca 160
ppm Pb uygulandiginda, hiicrelerin kontrole goére onemli dl¢iide kiiciilme gosterdigi ve cok sayida hiicre
dokiintiisii oldugu gozlenmistir [47]. Li vd. [45], R. eutropha’ya hi¢cbir metal uygulamasi yapmadiklarinda hiicre
ylizeylerinin net sinirlara sahip olup piiriizsiiz yapida oldugunu, 50-100 mg/L Cd uyguladiklarinda hiicrelerin
ylzeylerinin piiriizli hale geldigini ve tortularla kaplandiginm1 gozlemlemistir ve hiicre morfolojisindeki bu
degisiklikleri, stresli bir ortama tepki veren koruyucu bir mekanizma olarak yorumlamislardir.

4. Sonug ve Degerlendirme

R. eutropha’nin sulu ¢o6zeltilerden Pb ve B giderim etkinligi metalin tiiriine ve konsantrasyonuna gore farklilik
gostermistir. Bu susun Pb giderim kapasitesi B’dan daha fazla bulunmustur. En yiiksek giderim verimi her iki
metalin de en dusiik konsantrasyonunda gozlenmistir. Bu metallerin gercek sularda bulunma konsantrasyonlari
diisiik oldugundan, R. eutropha susunun diisiik konsantrasyonlarda bile bu metalleri absorbe etmesi ¢evrede
kullanilabilirligi agisindan yararhdir.
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