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OZET

Parasetamol, agr1 kesici ve ates diisilirlicii olarak yaygin bir sekilde kullanilan
farmasotik bir maddedir. Bu c¢alismada, Pseudomonas Putida bakterisinin mangani
oksitleyerek olusan mangan oksitlerce farmasotiklerin giderilmesi arastirilmis ortam pH’1,
parasetamol konsantrasyonu ve biyojenik mangan oksit miktarinin giderim {izerine etkileri
incelenmistir. Giderim farkli sartlar ve miktarlar kullanilarak yapilmis ve parasetamol
giderim ortamu tepki yiizey metodu ile optimize edilmistir.

Calismanin ilk asamasinda Pseudomonas Putida bakterisi igin uygun iiretim ortami
hazirlanmis ve daha sonra iiretilen bakteri kiiltiirii biyojenik mangan oksit iiretim ortamina
(1: 10 oraninda ) aktarilmistir. Bakterilerin mangana alistirilmasi asamali olarak bir dizi
deney ile gergeklestirilmistir.

Mangan oksidasyonu {izerinde sicaklik ve pH’1n etkisi incelenmistir. Bu amagla pH
6-8 araliginda degistirilirken sicaklik ise 23, 28 ve 40 °C’de incelenmistir. En yiiksek Mn
(1) oksidasyon yiizdesinin elde eldildigi sicaklik 28 °C, pH ise 7 olarak belirlenmistir.

Calismamizin bir diger asamasinda baslangic Mn (11) konsantrasyonunun Mn (I1)
oksidasyonu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in 28 °C’de ve pH 7°de, 5-100 mg/L arasinda
degisen 6 farkli Mn (II) konsantrasyonunda gergeklestirilmistir.

Calismamizin bir sonraki agamasinda parasetamol giderimi tizerine pH, biyojenik
mangan oksit miktari, parasetamol konsantrasyonunun etkisi belirlenmistir.

Aragtirmanin son asamasinda ise tepki yiizey metodu ile ortam optimize edilmeye

calisilmistir. Modelin istatiksel analizi, varyans analiz modeli (ANOVA) ile yapilmistir.
Anahtar Kelimeler: Farmasotik, Parasetamol, Pseudomonas Putida, Mangan, Mangan

Oksit, Biyojenik Mangan Oksit, Oksidasyon, Tepki Yiizey Metodu,
ANOVA
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SUMMARY

Investigation of pharmaceutical removal from aqueous medium with manganese

oxides produced by Pseudomonas putida

Paracetamol is a commonly used pharmaceutical agent for pain reliever and fever
reducer. In this study, the removal of pharmaceutical using manganese oxides oxidized by
Pseudomonas putida bacteria was investigated and the effects of solution pH, paracetamol
concentration and biogenic manganese oxide amount were investigated.

At the beginning of the study, a suitable production medium for the Pseudomonas
putida bacteria was prepared and then the produced bacterial culture was transferred to the
biogenic manganese oxide production medium (1: 10 ratio). The adaptation of the bacteria
to the manganese was carried out in a gradual series of experiments.

The effect of temperature and pH on manganese oxidation was investigated. For this
purpose, the solution pH was changed between pH 6-8 and the temperature was examined
at 23, 28 and 40 ° C. The highest Mn (II) oxidation percentage was obtained at 28 °C and
pH 7.

In another step of our study, to determine the effect of the initial Mn (II)
concentration on Mn (11) oxidation, a series of Mn (I1) oxidation experiments were carried
out at 28 ° C and pH 7 with six different Mn (II) concentrations ranging from 5-100 mg/L.

The effect of pH, biogenic manganese oxide, paracetamol concentration on
paracetamol removal was determined at the next stage of our study.

In the last phase of the study, It has been tried to optimize the paracetamol removal
medium by the response surface method. Statistical analysis of the model was done by
ANOVA.

The removal was made using different conditions and quantities and the paracetamol
removal medium was optimized by the response surface method.

Key Word: Pharmaceuticals, Paracetamol, Pseudomonas Putida, Manganese, Manganese
Oxide, Biogenic Manganese Oxide, Oxidation, Response Surface Method,
ANOVA
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1. GIRIS

Kiiresellesen diinyamizda gelisen teknoloji ile birlikte son 40 yil igerisinde ilag
sektoriine yapilan yatirimlar giderek artmaktadir. Tirkiye’de ilag tiiketimi % 81.5 yerli
tiretim ile % 18.5 ise ithalatla karsilanmaktadir. Tiirkiye’de yerli ve ithal olarak 5000 ¢esit
ila¢ bulunmaktadir (CSB, 2013). Ilaglar baz1 yollar ile ¢cevreye verilmektedir. Tedavi amaci
ile kullanilan ilaglar kiiciik bir yap1 degisikligiyle idrar veya diskiyla atilip gevreye
karisabilir. ilag iiretimindeki proses atik sulari, ¢oplere dokiilen ilaclar, igme sularmin
Kirlenmesine neden olabilir. Aritma tesislerinde bu farmasotiklerin bazilar1 aritilabilirken
bazilar1 da aritma tesisi ¢ikisindan alict ortama karigabilir. Bu farmasotikler kolayca aritma
tesislerinde aktif farmasotik bilesikler haline doniisebilir. Cevrede bulunan ilag atiklari,
direngli ve endokrin sistemine bozucu etki yapan maddeler gibi biyolojik olarak aktif
madde olarak sayilan tehlikeli bilesiklerin Onciilerindendir. Ayrica hi¢ kullanilmamig
farmasotiklerin direkt atilmasiyla toprak ve yeraltt suyu kirliligi olarak da karsimiza
cikabilmektedir. Klasik evsel atik su aritma tesisleri organik maddeler ile azot ve fosfor
gibi maddelerin giderimi tizerine projelendirilmesi yapilmistir. Giliniimiizde kullanilan
birgok ilag ise atik su aritma tesislerinde farkli kimyasal yapilarindan dolayr ¢ok az
arittilmakta yada hi¢ aritilamamaktadir. Parasetamol diinya genelinde yaygin sekilde
kullanilan agr1 kesici ve ates diiriicii ilagdir. Yiiksek metabolizasyonuna ragmen g¢ok
yaygin bir sekilde kullanildigindan dolay1 her yil yaklasik olarak 292-585 ton arasinda
atiksu aritma tesislerine ulagsmaktadir. Mevcut atiksu aritma tesislerinde parasetamol
giderimi tam olarak ger¢eklesmemektedir.

Mikroorganizmalarin, metallerin oksidasyon halini degistirme potansiyeline sahip
oldugu bir asirdir bilindigi halde, bu proseslerin yeni uygulamalara 151k tutacagi gergegi
sadece son yillarda anlasilmis ve biyolojik olarak iiretilmis metal katalizor ve reaktiflere
dayali yeni aritim metotlar1 gelistirilmistir. Bu biyojenik metaller yiiksek spesifik yiizey
alan1 ve yiiksek reaktivite gibi partikiiler karakteristiklerinden dolay1, adsorbent, katalizor,
oksidant ve reduktant olarak cesitli uygulamalarda kullanilmaktadir. Bu metotlar; direngli
kirleticilerin giderimi, sSediment ve atiksu akimlarindan elektrik {retimi, yeni
biyokatalizorlerle metal geri kazanimi ve metalle kirlenmis toprak ve sularin islahim

kapsamaktadir.



Bakteriyolojik olarak tiretilmis metalik ya da mineral nanopartikiillerin kullanimi;
hem pahali olmayan iiretim, bakteriyel biyomas {izerinde partikiillerin stabilizasyonu ve
kimyasal dontlisiim proseslerine yardimci olabilen bakteriyel bir metabolizma gibi biyolojik
hem de spesifik bir ylizey alani, daha yiiksek bir katalitik ve kimyasal aktivite gibi
fizikokimyasal nedenlerden dolay1 kimyasal olarak iiretilen nanopartikiillere karsi bazi
avantajlar sunmaktadir (Francis vd, 2011). Inovatif su aritim teknolojilerinde biyolojik
olarak iiretilmis mangan oksitler, biyojenik demir tiirleri ve sifir degerlikli paladyum (Pd),
platin (Pt), altin (Au) ve glimiis (Ag) gibi biyometaller kullanilmaktadir.

Biyojenik paladyum nanopartikiillerin, halojenli organik bilesiklerin rediiktif
degradasyonu icin etkili bir katalizor oldugu kanitlanmigtir. Biyojenik giimiis
nanopartikiiller, uzun-kalic1 antimikrobiyal ve antiviral aktivitesinden dolay1 dezenfektan
madde olarak kullanilmaktadir. Demir tiirleri de, organik mikrokirleticilerin rediiktif
degradasyon yetenegine sahiptir. Mangan oksitleyen bakterilerle iiretilmis biyojenik
mangan oksitler de cesitli kirleticilerin gideriminde kullanilmaktadir. Biyojenik mangan
oksitler abiyotik mangan oksitlerden daha yiiksek reaktiviteye ve metal sorpsiyon
kapasitesine sahiptir. Su ana kadar yapilan ¢aligmalarda biyojenik mangan oksitlerin sulu
cozeltilerden parasetamol gideriminde kullanimina dair bir aragtirmaya heniiz
rastlanmamustir. Iste bu bilgilerden hareketle dnerilen tez kapsaminda Pseudomonas putida
bakterisi ile biyojenik mangan oksit iiretilecek ve iiretilen biyojenik mangan oksitlerle sulu
cozeltilerden parasetamol giderimi tizerine gesitli parametrelerin etkileri incelenecek, tepki
yiizey metodu kullanilarak optimum sartlar belirlenecek, dnemli ara tirlinler tespit edilerek
giderim mekanizmalar1 agiklanmaya ¢alisilacaktir. Elde edilecek sonuclarla diisiik
maliyetli inovatif materyallerin mikrokirleticilerin gideriminde uygulanabilirligi ortaya

koyulacaktir.



2. BIYOJENIK METAL ve METAL OKSITLER

2.1. Biyojenik Metal ve Metal Oksitlerin Uretimi

Organizmalar yiiksek seviyede metal iceren ¢evrede hayatta kalmak i¢in onlarla
basa c¢ikacak mekanizmalar gelistirerek adapte olmaktadir. Bu mekanizmalar toksik
metalin kimyasal dogasin1 degistirmeyi kapsamaktadir. Nanopartikiil olusumu belirli bir
metale kars1 diren¢ mekanizmasinin yan iiriiniidiir ve bu onlarin tiretiminin alternatif bir
yolu olarak kullanilabilir. Nanopartikiiller essiz termal, optik, fiziksel, kimyasal, manyetik
ve elektriksel Ozelliklere sahiptir. Bu 0Ozellikler; biyosensorlerin, elektroniklerin,
katalizorlerin ve antimikrobiyallerin  iretilmesi i¢in faydalinabilinir. ~Metalik
nanopartikiiller 6nemli ve genis c¢apta kullanilmis bir grup materyallerdir. Nanopartikiil
sentezlenme yolu ve onlarin potansiyel kullanimlar1 arasinda 6nemli baglantilar vardir.
Glumiis nanopartikiiller (AgNP) antibakteriyel oOzellikler sergilemek i¢in ¢esitli
calismalarda kullanilmaktadir. Ornegin, giimiis ve altin gibi nanopartikiiller gram pozitif ve
gram negatif bakterilerin inhibisyonunda etkili oldugu goriilmiistiir.

Nanopartikiillerin hazirlanmasi i¢in en yaygin metot; genelde az masrafli ve yiiksek
hacimli 1slak-kimyasal tekniklerdir. Ancak nanopartikiil liretiminde toksik solvent ihtiyaci
ve kimyasallarla bulagma onlarin biyomedikal uygulamalarda kullanimini sinirlar. Bundan
dolay1 birgok endiistride kullanima miisaade edecek yesil, toksik olmayan metallik
nanopartikiil sentezleme yoluna ihtiya¢ vardir. Bu ise biyolojik metotlarin kullanimiyla
basarilmaktadir.

Bircok bakteri, mantar ve bitki metalik nanopartikiil sentezleme yetenegine sahiptir.
Hiicre i¢i ya da hiicre dis1 sentez, gelisme sicakligi, sentezleme siiresi, ekstraksiyon
kolayligi ve Ornekten uzaklastirilmis ylizdeye karsi sentezleme ylizdesi, biyolojik
nanopartikiil iretiminde 6nemli rol oynar. Dogru biyolojik metodu bulma birgok degiskene
baghdir. Metal nanopartikiiliin tipi hayati bir etmedir. Ciinkii genelde organizmalar az
sayidaki metallere karsi rezistans gelistirmektedir.

Dogal biyojenik metalik nanopartikiil sentezi iki kategoriye ayrilabilir. ilki metal
iyonlarmin biyolojik olarak daha stabil formlara kimyasal olarak indirgenmesi olan
biyoindirgenmedir. Bircok organizma katabolik metal indirgemeyi kullanma yetenegine
sahiptir yani metal iyonlarinin indirgenmesine bir enzimin oksidasyonu eslik etmektedir.

Bu, bulagsmis ornekten sonra giivenli olarak uzaklastirilabilen stabil ve inert metalik
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nanopartikiiller olusturur. Ikinci kategori biyosorpsiyondur. Bu bir su ya da toprak
Oorneginden organizmaya (hiicre duvarina) enerji gerektirmeden metal iyonlarimin
baglanmasim1 kapsar. Belirli bakteri, mantar ve bitkiler peptitler ya da metal iyonlarina
baglanan modifiye olmus hiicre duvarina sahiptir. Bunlar nanopartikiil formunda daha
stabil kompleksler olusturabilir (Panditos ve Horsfal, 2014).

Biyojenik yaklasimlarla metal ve metal oksitlerin hazirlanmasi ilging firsatlar
sunabilir. Bu yaklasim giinlimiizde yaygin bir sekilde uygulanmadigi halde, ¢evresel olarak
yararli sartlar altinda iyi bilinen materyallerin hazirlanmasi i¢in 6zgiin yontemler
gelistirilebilir. Biyojenik materyallerin  olusumunun anlasilmasi; istenen Ozellikli
materyallerin hazirlanmasinda iyilestirilmelere yol gosteren laboratuvar sentezini de
gelistirebilir. Ayrica mikrobiyal mineralizasyona dayanan yaklasimlar kolaylikla
sentezlenemeyen yiiksek spesifik ylizey alanina sahip demir ve mangan oksitleri
olusturmak i¢in uygulanmaktadir. Performansi etkileyen parametreler olan oksidasyon
sathasi, kristal fazi ve morfolojilerin kontrolii de elde edilebilir (Hargreaves ve Alharthi,

2015).

2.1.1. Bakterilerle Nanopartikiillerin Sentezi

Mikroorganizmalar arasinda prokaryot bakteriler nanopartikiil sentezinde en fazla
dikkat ¢ekmeyi basarmistir (Mandal vd., 2006). Bakteri tercihinin sebepleri; ¢evrede
yiiksek oranda bulunmalari, ekstrem sartlara adapte olma yetenegi (Panditos ve Horsfal,
2014) ve onlarm nispeten kolay manipiilasyonudur (Thakkar vd., 2010). Bakteriler
calismalar icin iyi bir se¢imdir. Bakteriler hizli gelisir ve kultivasyonu pahali degildir.
Sicaklik, oksijenlendirme ve inkiibasyon siiresi gibi gelisme sartlari kolaylikla kontrol
edilebilir. He vd. tarafindan yapilan bir ¢calismada, inkiibasyon sirasinda gelisme ortaminda
pH’mn degisimiyle farkli boyut ve sekilde nanopartikiillerin iiretildigi kesfedilmistir. Boyle
ozelliklerin kontrolii 6nemlidir, ¢linkii nanopartikiillerin degisen boyutlar1 optik, katalizor
ya da antimikrobiyal gibi farkli uygulamalar i¢in gereklidir (Panditos ve Horsfal, 2014).

Johnston vd. Delftia acidovorans bakterisiyle saf altin nanopartikiillerin {iretimini
aragtirmis ve kiiclik ribosomal olmayan peptit (delftibactin) {iretiminin altin nanopartikiil
tiretiminden sorumlu oldugunu rapor etmistir. Johnston vd., delftibactin tiretiminin Delftia
acidovorans’in toksik altin iyonlarma diren¢ mekanizmasiyla baglantili olduguna
inanmiglardir. Delftibactine bagli inert altin nanopartikiillerin tretimiyle, altin artik

hiicreler i¢in hicbir toksisite problemi olusturmaz. Johnston grubu metalik



nanopartikiillerin olusumundan sorumlu mekanizmay1 ve farkli bakterilerde onun nasil
degisebilecegini ilk defa rapor etmistir. Baska bir grup bakterilerle altin nanopartikiillerin
sentezinde alternatif bir metot ileri siirmiistir. He vd., Rhodopseudomonas capsulate
bakterisiyle 10-20 nm boyutunda altin nanopartikiillerinin hiicre dis1 olusumunu
gozlemlemis ve bu nanopartikiillerin NADH-bagli reduktaz yoluyla sentezlendigini ileri
stirmiistiir.

Pd (paladyum), katalitik olarak oldukga aktif metallerin bir toplami olan Platinyum
grubu metallerin bir liyesidir ve halojensizlestirme ve hidrojenlendirme reaksiyonlar1 igin
katalizor olarak &ncelikle kullanilmaktadir. Son yillarda, sifir degerlikle Paladyum (Pd°)
nanopartikiillerin, agir metallerle oldukga kirlenmis Alp bolgelerinde bulunan bir bakteri
kullanilarak sentezlenebildigi gosterilmistir. Cevrede bulunan agir metallere direncli
bakteri ¢esitlerinden olan Pseudomonas hiicrelerinin katalitik olarak aktif nanopartikiillerin
senteziyle alakasi oldugu bulunmustur. Macaskie vd., Escherichia coli’nin bakteride
bulunan hidrogenazlar yardimiyla Pd° nanopartikiiller sentezleyebilecegini de one
stirmiislerdir. Yukarida bahsedilen her iki ¢alismada, Pd nanopartikiillerin bakterinin hiicre
zarinda olusmus oldugu bulunmustur. Pd nanopartikiillere kolaylikla ulasilabileceginden
bu onlar1 cazip kilmistir.

Bacillus licheniformis bakterisinin hiicre igi AgNP’ler tirettigi gozlenmistir. Glimiis
iyonlarinin ilavesinden sonra kiiltiiriin rengi AgNP’lerin varligina isaret eden koyu bir
kahverengiye doniigmistiir. Kalimuthu ve grubu nanopartikiillerin gergekten Ag’ten
yapildigin1 ve onlarin ¢6zeltide disperse oldugunu anlatmistir. Ancak nanopartikiiller hiicre
icinde sentezlendiginden Kalimuthu ve grubu ek olarak ektraksiyon yapmak zorunda
kalmistir. Pugazhenthiran vd., benzer sonuglar gézlemistir. Hiicre igi AgNp’lerin Bacillus
sp. iiyelerinin AgNOs igeren ortama kiiltiirlendigi zaman olustugunu bulmustur. Reaksiyon
yavastir ve inkiibasyon siiresi 7 giindiir. Bu endiistriyel amaglar i¢in uygun degildir. Ilave
ekstraksiyon adimina ragmen, Kalimuthu vd. tarafindan 6nerilen metot endiistriyel olarak
daha onemlidir. Ancak AgNP’lerin endiistriyel biyo liretimi i¢in en biiyiik potansiyele
sahip bir yaklagim Shaverdi vd. tarafindan uygulanmistir. Metal iyonlarmin canlt bir
kiiltiire ilavesine tezat olarak kiiltiir santrifiijlenmis ve siipernatantin metalik nanopartikiil
olusturma yetenegi test edilmistir. Bu hiicre dis1 olusum tipi daha uygundur. Ciinkii hem
saflagtirma basit hem de iiretim hizinda artis gozlenmistir.

Sintubin vd. tarafindan yapilmis ilging bir calismada laktik asit bakterileriyle AgNP

iiretimine odaklanmis ve bir¢ok bakteri tiirli test edilmistir. AgNP {iretiminin iki adiml



prosesi onerilmistir. Ilkinde, Ag iyonlar1 biyosorpsiyon yoluyla hiicre duvarinda birikmis
ve sonra bu iyonlarin indirgenmesi metalik nanopartikiilleri olusturmustur. Sintubin vd.,
hiicre duvarmin nanopartikiiller i¢cin ortam pH’imin artmasiyla gozlenen agregasyonun
Onlenmesiyle onlar1 stabilitesini koruyan bir kaplama maddesi olarak hareket ettigini ileri
stirmistiir. Nanopartikiil sentezinde pH’nin etkisi He vd. tarafindan arastirilmis ve pH’ nin
degismesiyle farkli boyut ve sekillerde nanopartikiiller olusmustur.

Ag ve AuNP’ler anti mikrobiyal yeteneklerinden dolayr énemli oldugu halde bir¢ok
calisma uranyum gibi diger metallerde de yapilmaktadir. Bakir nanopartikiillerin sentezi
(CuNP) gegmiste zordu. Cu nanometre Olgekte stabil degildir ve hizlica bakir oksit’e
(CuO) oksitlenmektedir. Cu nanopartikiil sentezinden sonra kullanilacaksa stabil olmasi
gerekmektedir. 2013’te Morganella morganii kullanilarak biyolojik yallarla saf elemental
Cu nanopartikiiller iiretiminin miimkiin oldugu bir c¢alismada ortaya c¢ikarilmistir.
Ramanathan ve grubu bakterinin Cu iyonlart alimi ve iyonlarin ya bir metal iyon reduktaz
ya da benzer bir proteine baglanmasiyla hiicre i¢i olarak Cu nanopartikiillerinin
sentezlendigini belirtmistir. Bu iyonun sonra hiicre dis1 olarak biriken ve hemen hiicrenin

disina gikan metalik Cu®’a indirgenmesine sebep olmustur (Pantodis ve Horsfall, 2014).

2.1.2. Mantarlarla Nanopartikiillerin Sentezi

Son yillarda, Fusarium oxysporum, Colletotrichum sp.,Trichothecium asperellum, T.
viride, Phaenerochaete chrysosporium, F. solani USM 3799, F. semitechum, A. fumigatus
ve birgok mantar metalik nanopartikiil sentezinde kullanilmaktadir. Fungal misel agi, bitki
materyali ve bakterilerle karsilastirildiginda biyoreaktor ve diger reaktorlerde hidrodinamik
basing, karistirma ve diger sartlara direnebilir. Rediiktif proteinlerin hiicre dis1 salgilanmasi
daha fazladir ve asag1 akish sistemlerde kolaylikla isletilebilir. Ayrica hiicre disinda ¢oken
nanopartikiiller gereksiz hiicre bilesenini icermemektedir ve cesitli uygulamalarda
dogrudan kullanilabilir (Narayanan ve Sakthivel, 2010).

Mukherjee vd., hiicre igi AgNP sentezini Verticillium mantar1 kullanarak ¢alismis ve
fungal biyomasin Ag’ iyonlarina maruz kaldiginda metal iyonlarmin hiicre igi
indirgenmesine neden oldugunu gozlemistir. Fungal hiicrelerin ince boliimlerinin elektron
mikroskopisi analizleri muhtemelen hiicre duvari membraninda bulunan enzimlerle metal
iyonlarinin indirgenmesinden dolaytr AgNP hiicre duvari yiizeyi altinda olustugunu ortaya
cikarmistir. Arastirmacilar, fungal hiicre ylizeyinde AuCl, tuzaginin, miselli hiicre

duvarinda mevcut olan enzimlerde lisin artiklar1 gibi pozitif olarak yiikli gruplarla



elektrostatik etkilesimle olustugunu yorumlamistir. Bhainsa ve D’Souza filamentli mantar
Aspergillus fumigatus kullanarak ekstraselular AgNP sentezini rapor etmistir. Sentez
prosesi hizli ve ayrica AgNP, giimiis iyonunun hiicre filtrat1 ile temasinin ilk dakikalarinda
olusmustur (Thakkar vd., 2010).

Bimetalik Au-Ag alasimlari da F. oxysporum tarafinda sentezlenebilir. F.
oxysporum biyomast esmolar HAuCl,; ve AgNOs ¢ozeltilerine maruz kaldigi zaman
degisen mol fraksiyonlarinda oldukga stabil Au-Ag alasim nanopartikiil sentezlenebilecegi
ortaya ¢ikarilmistir (Mandal vd., 2006). F. oxysporum’in gelisme ortamina uygun tuzlar
ilave edildigi zaman kadmiyum siilfit (CdS), kursun siilfit (PbS), ¢inko siilfit (ZnS) ve
molibden siilfit (MoS) nanopartikiiller trettigi de gosterilmistir (Pantidos ve Horsfall,
2014).

Manyetik ozellige sahip yaygin bir demir oksit olan magnetit (Fe3O4)’in patojenik
mantar F. oxysporum ve Verticillium sp ile iiretildigi de gosterilmistir. Magnetit
nanopartikiillerin manyetik rezonans goriintiilleme gibi medikal ve manyetik kayit aletleri
gibi medikal olmayan uygulamalarda kullanimi konusulmaktadir. Birgok calismada
kullani1lan mantarlar patojenik oldugundan bu tiir mantarlarin kullanimu risklidir. Gergekte,
T. reesei gida, hayvan yemi, ilag, kagit ve tekstil endiistrileri gibi sektorlerde zaten yaygin
bir sekilde kullanilmaktadir (Pantidos ve Horsfall, 2014).

Bansel, patojenik mantar olan Fusarium oxysporum kullanarak, baryum titan,
manyetit, zikonyum, titanyum ve silisyum dahil nanopartikiiler oksitlerin sentezine

onciiliik etmistir (Bansel vd., 2008).

2.1.3. Bitkilerle Nanopartikiillerin Sentezi

Bakteri ve mantarlarla metalik nanopartikiil sentezi son 30 yilda olduk¢a yogun bir
sekilde calisilmasina ragmen bu konuda bitkilere az odaklanilmistir. Son yillarda, bitki ya
da bitki ekstrakti kullanilarak metalik nanopartikiillerin sentezi bircok arastirmada
uygulanmistir. Bu alan, nispeten yeterli derecede kesfedilmemistir ve umut verici sonuclar
sunmaktadir (Pantidos ve Horsfall, 2014).

Richardsan vd., karbonhidrat ve protein iceren yaprak ekstraktinin giimiis iyonlari
icin indirgeyici bir madde olarak hizmet gordiigiinii nakletmislerdir. Huang vd.,
Cinnamomum camphora yaprak ekstraktinda bulunan rediiktif biyomolekiillerin varliginda
giimiis nanopartikiillerin sentezini FTIR ile dogrulamistir. FTIR spektrasinda, cesitli
heterosiklonlanlardan tiiremis -C-O-C, -C-O-, -C=C- ve —C=0- benzeri fonksiyonel



gruplarin varligi goézlenmistir. Bu biyoaktif bilesiklerin glimiis nanopartikiiller igin
indirgen ya da kaplama maddesi olarak hareket ettigi farzedilmistir. Liv vd., bitkilerde
giimiis nanopartikiillerin {iretimini agiklamak igin tanima-indirgeme-sinirli niikleasyon
(cekirdeklenme) ayrica bir biiyiime modeli 6nermistir. Tanima fazinda giimiis iyonlar1
elektrostatik etkilesim boyunca Capsicum annum’da bulunan protein yiizeyinde tuzaga
diigliriilir sonra muhtemelen proteinler glimiis iyonlarm1 indirger, giimiis
¢ekirdeklenmesine sebep olur (Duran vd., 2011).

AuNP’lerin ekstraselular sentezi limon otu bitkisinden (Cymbopogon flexuosus) elde
edilen ekstraklar kullanilarak orneklenmistir. Kiire sekilli AuNP kiimeleri, sivi-benzeri
ekstrakt altin tetraklorit (AuCly) ile inkiibe edildigi zaman elde edilmistir. Bu akiskanliga,
bitki ekstraktinda bulunan aldehit ve ketonlarin nanopartikiille yiizey komplekslesmesi
katki saglar. Neem bitkisi sivi besiyeri (Azadirachta indica) Au, Ag ve heriki metal
iyonlarinin tuzlariyla eszamanli olarak karistirilmis ve liretim yaklagik olarak 2 saatte
duragan bir noktaya ulasan bir sentez hizina sahiptir (Pantidos ve Horsfall, 2014).

Song vd., Diopyros kaki yaprak ekstarakti kullanarak PtNP {iretimini denemis ve Pt
iyonlarinin % 90’dan daha fazlasinin yaklasik olarak 2.5 saatte nanopartikiillere
indirgendigini ifade etmistir. Song ve grubu Pt iyonlarmin amin, alkol, keton ve
karboksilik asitler gibi yaprak ekstrakti i¢inde bulunan fonksiyonel gruplardan dolay1
indirgendigini 6ne slrmiistiir. Bu enzimle gerceklestirilmis bir proses degildir ve FTIR

analizinde higbir protein piki bulunmamistir (Pantidos ve Horsfall, 2014).

2.1.4. Aktinomisetler ve Mayalarla Nanopartikiillerin Sentezi

Aktinomiset Thermomonospora sp.’nin kiiresel altin nanopartikiil sentezledigi
bulunmustur. FTIR analizleri nanopartikiil yiizeyinde kaplama ve stabilize maddesi olarak
proteinin amid (I) ve (II) bantlarinin varlig1 ile dogrulanmistir. Bu partikiiller 6 aydan daha
fazla siire stabildir. Okaryot mikroorganizmalardan olan mayalarm da yar iletkenlerin
sentezi i¢in ¢ogunlukla kullanilabilecegi kesfedilmistir. Candida glubrata, metal-tiolat
kompleksi olusturarak (metal iyonlarinin toksisitesini notralize edilmesiyle) kiiresel sekilli

peptit bagli CdS quantum kristallerini tiretmistir (Narayanan ve Sakthivel, 2010).



2.2. Biyojenik Metal ve Metal Oksit Tiirleri

2.2.1. Biyojenik Mangan Oksitler

Mangan (Mn) diinyada en bol bulunan ikinci gec¢is elementidir. Karasal ¢evrede
mangan, Mn (11), Mn (111) ve Mn (IV) olarak bulunmaktadir. Mn (11)’nin Mn (IV)’e iki-
elektronlu oksidasyonu, termodinamik olarak asagidaki denkleme gore oksijen varliginda
gerceklesir (Tebo vd., 2004).

Mn*2+ 1% O, + H,0 & MnO; + 2H" (2.1)

Mangan yiiksek konsantrasyonlarda toksiktir ve bir¢ok enzimatik reaksiyonda
gerekli bir kofaktordiir. Mn (II)’nin Mn (III/IV)’e oksidasyonu elementi c¢oziinmiis
tirlerinden ¢ok diisiik c¢oziniirlikli kati bir faza doniistiiriir. Bdylece manganin
oksidasyonu, mobilitesini (hareketlilik), biyolojik yararlanimini ve jeokimyasal dongiisiinii
onemli olglide etkiler (Zeiner vd., 2006). Ancak abiyotik mangan oksidasyonu sadece ¢ok
yiiksek bir pH’da olustugundan dolayr dogada ¢ok sik olarak olusmasi beklenmez (Tebo
vd., 1997).

Mangan oksitler (MnO,), topraklarda, sedimentlerde ve deniz ¢evrelerinde yaygin
oksidatif bir maddedir. Son yillarda, MnO,, fenolik bilesikler, aromatik N-oksitler,
tetrasiklinler ve sentetik hormon 17a-etinilestradiol gibi organik mikrokirleticileri
gidermek i¢in uygulanmaktadir. Ayrica mangan oksitler, Co (II), Cr (111) ve Pu (I11) gibi iz
metallerin oksidasyonunda da kullanilmaktadir. Bilesiklerin oksit ylizeye sorpsiyonu ve
takiben elektron transferini i¢eren bir mekanizma gergeklesmektedir (Zeiner vd., 2006;
Forrez vd., 2010).

Bakteriler ve mantarlar gibi cesitli mikroorganizmalarin, ¢oziinmiis Mn (II)’i
¢coziinmez Mn (IV) oksitlere oksitledigi bilinmektedir. Mn (II)’nin mikrobiyal oksidasyonu
abiyotik oksidasyondan (birinci derece hiz sabiti: 10'3-10'5/h) daha yiiksek bir hizda
(birinci derece hiz sabiti: 10-10%/h) olustugundan, biyojenik mangan oksitlerin iiretimi son
zamanlarda biyoteknolojinin ilgisini ¢ekmektedir. En fazla galisilmis mangan oksitleyen
bakteri tiirleri (MOB) Tablo 2.1’de 6zetlenmistir (Hennebel vd., 2008).



Tablo 2.1. En fazla ¢alisilmis mangan oksitleyen bakteri tiirleri (Hennebel vd., 2008)

Mangan oksitleyen bakteri tiirleri

Leptothrix discophora
Pseudomonas putida MnB1
Pseudomonas putida GB-1
Spores of Bacillus sp. SG-1
Pedomicrobium sp. ACM

Bio-MnOy terimi, biyolojik olarak iretilmis mangan (III, V) oksitleri ifade
etmektedir. Mangan oksidasyonunun biyokimyasal mekanizmasi, tek elektron transferi
yoluyla Mn*®i Mn (III) oksitlere oksitleyen bakteriyal multibakir oksidazlara
dayanmaktadir. Mangan(IIl) oksit multibakir oksidazlar veya O ile dogrudan reaksiyon
yoluyla Mn (1V) oksitlere oksitlenmektedir. Hem Mn (I11) hem de Mn (IV) oksitler hiicre
yiizeyinde ve etrafinda ¢okmektedir. Organik mikrokirletici varliginda, mangan oksitler
elektron alict olarak hareket etmekte ve mikrokirletici oksitlenirken Mn+2’ye
indirgenmektedir (Sekil 2.1). Bakteriler tarafindan iiretilen nano boyutlu mangan oksitler
(Mn (II) ve Mn (1V)), yiikksek spesifik yiizey alanlarina ve c¢ok sayida Mn (IV)
bosluklarina sahip oldugundan dolayr miikemmel sorpsiyon ve oksidasyon ozelligi
gosterirler.  Mikrobiyolojik  olarak  {iretilmis mangan  oksitlerin  atiksulardan

mikrokirleticileri uzaklagtirmak i¢in kullanimi ilging bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir

(Furgal vd., 2015).

2 Mn(ll)

Mangan-oksitleyen
bakteri

Biyojenik mangan oksitler

Mangan-oksitleyen
bakteri

Sekil 2.1. Biyojenik MnO, ile katalizlenmis organik mikrokirletici oksidasyonunun kavramsal modeli
(Furgal vd., 2015).

Organik mikrokirleticiler

Kimyasal oksidasyon

Diisiik molekiiler agirlikli oksidasyon
iriinleri
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Biyojenik mangan oksitler abiyotik mangan oksitlerden daha yiiksek reaktiviteye ve
metal sorpsiyon kapasitesine sahiptir. Sentetik 5-MnO, 58 m?/g ve ticari olarak bulunan
mangan oksit toz ve graniil piroliisit sirastyla 47 m?/g ve 0.048 m%/g spesifik yiizey alanina
sahip iken Pseudomonas putida ve Leptothrix discophora SS-1 tarafindan iretilmis
mangan oksitlerin sirasiyla 98 m2/g ve 224 m2/g spesifik yiizey alanina sahip oldugu tespit
edilmistir. Biyolojik olarak tretilmis yiiksek ylizey alanli mangan oksitler Pb (I1), Zn (I1),
Co (IT) ve Ni(Il) gibi pozitif olarak yiiklii agir metaller i¢in daha yiiksek sorpsiyon
kapasitesine sahiptir (Hennebel vd., 2008).

2.2.2. Biyojenik Demir Oksitler

Mikro organizmalar, demiri ¢esitli amaglarla ve biyokimyasal dongii etkisinde ¢okca
kullanilabilirler. Fe (II), gol tortularinda ve bir¢cok anoksik akiferlerde baskin elektron
alicilaridir. Katabolik demir indirgeyici bakteriler (DIRB), organik bilesiklerin solunumu
icin elektron alici olarak Fe (III) oksit g¢okeltilerini kullanabilirler. Bu ylizden son
zamanlarda, kirletici maddelerin degisimi i¢in, Fe indirgeyici g¢evrelerde kullaniminin
artmasi dikkat ¢ekmistir. Demir solunumunun bir sonucu olarak hem yeni olan biyojenik
mineral formunun i¢ine katilan hem de minerallerin etrafinda yiizey adsorsiyonu igin
cozeltilerde birikebilen Fe (II) dretilir. Oksitleyici sartlar altinda, demir oksitleyici
bakteriler, arkler ve mantarlar Fe (I1)’yi enerji iiretimi i¢in bir elektron verici olarak
kullanirlar. Bu mikro organizmalar tarafindan Fe giderimi ve oksidasyonunu anlamak igin
uygulanmistir. Fakat sadece birka¢ calisma simdiye kadar biyo teknolojik uygulamalarda
biyojenik demir tiirlerinin faydali oldugunu gostermistir.

Biyojenik olarak {iretilen demir oksit ve demir oksihidroksit, katalitik uygulamalar
agisindan onemli konulardir. Ozellikle Leptithrix tarafindan iiretilen demir oksihidroksit
tizerine odakhidir. Leptfithrix filamentli bir mantardir. Dogal bir ¢evrede olusan demir
okranin (koyu sar1 renk) bir 6rnegi Sekil 2.2°de gosterilmistir. Fotografin ilging bir
ozelligi, su yiizeyi lizerinde var olan bir filme benzer bir yagin olusmasidir. Film jelatinli
sulu camur ile iligkili, biyojenik olarak iiretilmis demir metallerin varligini gosterebilen bir
biyofilmdir. Demir okra ayrica, su aritim sistemlerinde olusabilir ve bu yerlerde problem

olusturabilir (Hargreaves ve Alharthi, 2015).
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Sekil 2.2. Dogal bir ¢evrede olusan Demir okran (Hargreaves ve Alharthi, 2015).

2.2.3. Paladyum — Platinyum

Pd’nin ¢okelmesi ve giderilmesi ve de yani sira reaksiyonlarini gidermede katalizor
olarak kullanilmasinda 2 mikroorganizma kullanilmaktadir (SRB ve IRB). Llyod ve
arkadaslari, Desulfovibri desulfucons tarafindan Pd (0)'dan Pd (ll)'e biyolojik olarak
yiikseltgendigini gostermistir. De Wint ve arkadaslari, Shewanella oneidensis'in bu
durumda hiicre duvari iizerinde ve periplasmasinda sifir degerlikli Pd nano parcaciklarinin
olusarak, ¢okeldigini ve giderildigini géstermistir. Bu arastirmacilar ayrica, Pd'nin hiicre
kuru agirlik oranini degistirerek hiicre duvar iizerindeki nano pargacik boyutlari ile ilgili
biyo-Pd iiretimini en uygun hale getirmislerdir.

Yer alti suyunda ve kirlenmis topragin aritimi i¢in (de-) hidrojenasyon, indirgenme
ve dehalojenasyonunda bir katalitik olarak biyo-Pd'nin uygulanmasi iyi bir sekilde
belgelenmistir. Ornegin bir biyo-Pd katalizorii ile polikloropipenliz'in klorsuzlastirilmast,
De Windt ve Baxter-Plant tarafindan tarif edilmistir.

Trikloretilen, heksaklorosiklon heksan (HCH), polibromo difenil eterler (PBDES), ve
kloro fenoller gibi diger halojen bilesikler biyo-Pd ile dehalojelenme yapabilir. Ayrica
inorganik Kirleticilerin biyo-Pd ile giderildigi daha az toksik ve daha duragan Cr(III) igin
mutajenik ve kanserojen Cr(VI) nin giderilmesi Mabbet tarafindan ve zararli kloridleri i¢in
toksik perkloratin indirgenmesi De Wint tarafindan gosterilmistir.

Pt'nin mikrobiyal indirgenmesi iizerinde fazla bir bilgi yoktur. Pd giderimi igin

yetenekli olan siilfiir indirgeyici bakteriler ve Shewanella bakterileri, Pt ¢okelmesi ve

12



giderimi i¢inde kullanilabilir. Ayrica siyanobakteri Anabaena, Calothrix ve Leptolyngbya,

Pd’nin yani sira sifir degerlikli Pt'nin hiicre i¢i nano pargacik liretimini saglarlar.
Platinyumu biyolojik olarak ¢Oktiirebilen potansiyel bir uygulama heniiz

bulunmamistir. Fakat Pt’nin O6nemli olmasi sebebiyle yakin gelecekte Pt gidermede

uygulanacak mikrobiyal proseslerin gelistirilmesi beklenmektedir (Hennebel vd., 2008)

2.2.4. Altin ve Giimiis

Demir azaltic1 arkelerin ve bakteri tiirlerinin genis olarak kullanilmasi, ¢6ziinmez
Au(0)’dan, ¢oziinlir Au giderilebilecegini gostermistir. Bu tiirler; Anabaena, Calothrix ve
Leptolyngbya, Pyrobaculum islandicum, Pyrococeus furiosis, Thermotoga, Escherichia
coli ve Desulfovibrio desulfuricans. Au nano maddelerinin sentezi ve geri dontisiimiindeki
biyolojik metotlar, klasik fizikokimyasal tekniklere alternatif olarak ortaya ¢ikmustir. Ilk
olarak, Au'nun mikrobiyal geri doniisiimii sadece saf Au ¢ozeltilerinden (AuCly) degil
degerli atiklar ve elektronik hurda sizinti1 sularindan nano pargaciklarin sentezi ve altinin
geri kazanimi da gergeklestirilmistir. Bu islem 6zellikle cok 6nemlidir, ¢ilinkii elektronikler
ve taki sektorleri altinin diinya geneli tiiketiminin %50 sinden daha fazla bir kismindan
sorumludur.

Glimiisiin mikrobiyal giderimi {izerine yogun olarak c¢alisilmistir. Ciinkli metal
yaygin olarak anti mikrobiyal olarak bilinir. Birka¢ Ag dayanikli mikroorganizmanin Ag
iyonlariin  ¢okelmesi ve giderilmesi Tlizerine dayandirilarak  detoksifikasyon
mekanizmalar1 gelistirilmistir.

Ag (0) nano parcaciklarinin sentezinde Pseudomonas stutzeri, Lactobasillus,
Aeromonas ve Enterobacteria bakterilerinde ve Aspargillus flavus ve Phaenerochaete
chrysosparium mantarlar1 kullanilmaktadir (Hennebel vd., 2008).

2.3. Cevre Miihendisligindeki Uygulama Alanlari

2.3.1. Metal Biyosorpsiyon, Biyoiyilestirme ve Biyogerikazanim

Oksidasyon-rediiksiyon prosesleri hiicresel metabolizmalar i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bu nedenle diger kimyasal bilesikleri okside etmek veya gidermek i¢in
yetenekli biyomolekiiller, canli hiicrelerin her birinde bolca bulunur. Birgok
mikroorganizma, g¢evrelerini detoks etmek icin bir aktif mekanizma olarak ¢oziinmiis

metalleri konsantre etmek ve baglamak icin kabiliyetlidir. Diger biyolojik prosesler hatta
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oli biyokiitle ile, bir elektron vericisinin oksidasyonu ile basit bir sekilde metal giderimi
yapilabilir.

Bazi1 biyo polimerler ve biyo-atik maddeleri ile birlikte mayalar, bakteriler, mantarlar
ve alglerin biyo kiitlesi, degerli metalleri konsantre edici ve baglayic1 olarak bilinir.
Biyosorpsiyon olarak adlandirilan bu islem, sulu ¢ozeltilerden ¢esitli ¢ozliinmiis metalleri
geri kazanmak icin yaygin kullanilan kimyasal metotlara, ucuz bir alternatif olarak
gosterilebilir.

Chakraborty ve arkadaslari, AuNP’lerden Au konsantre etmek ve baglamak icin
alglerin ve siyanobakterilerin yetenekli oldugunu gostermistir. NP olusum prosesleri, bir
partikiiler tiire hastir ve onlar, Lyngbya majuscula ve Spirulina subsala tiiriinden olan
siyanobakterileri ve temiz su yesil algi Rhizoclanium hieroglyphicum’u kullanarak NP
olusturur. Bir yosun olan Fucus vesiculous tarafindan biosorpsiyona ugrayan islem
esnasinda AuNP’lerin olusumu, Mata ve arkadaglari tarafindan rapor edilmistir. Bu
arastirmacilar, biyogiderim prosesinin asamalarini tartismislar ve NP olusumu {izerine
pH’1n bagliligin1 tanimlamaslardar.

Pleurotus platypus makromantarinin 6li biyokiitleleri, Das ve arkadaslari tarafindan
yapilan bir ¢aligmada Ag’nin biyosorpsiyonu i¢in kullanilmistir. Mantar biyokiitlesi 20
C’de 200 mg/L Ag(I)’nin varhiginda pH 6 ‘da 46,7 mg/L yiiksek Ag alimi belirlenmistir.
Bu arastirmacilar ayrica, biyosorpsiyon prosesinin kinetik ve termodinamik analizini
detaylandirarak sunmustur (Schrofel vd., 2014).

Zhang ve arkadaglari, atitk suda Ag antimi i¢in fakiiltatif anaerobik bakteri
Aeromonas SH10’un kullanildigin1 gostermistir. Bu ¢alismada, biyokiitlenin, AgNP olan
Ag’ ve Ag(NHs), iyonlarmi biriktirdigini gdstermistir.

Degistirilmis biyokiitle-polietilenemin (PEI) tarafindan geri kazanilan platinyumun
bir 6rnegi, Wan ve arkadaglar tarafindan tanimlanmistir. Bu ¢alismada PEI, ortaya ¢ikan
atik sudan platinyum toplamak i¢in kullanilan maddelerin ve E. coli biyokiitlesinin
yiizeyine eklenmistir. Modifiye edilmis biyokiitlelerin sonraki yakimindan, kiilden
platinyumun % 98,7 geri doniisiimii elde edilmistir. Au geri kazanmak i¢in, kahverengi
makroalg Sargassum, benzer bir ¢alismada kullanilmistir ve % 90’dan daha biiyiikk bir
verim rapor edilmistir (Schrofel vd., 2014).

Icme suyunda dogal olarak olusan arsenigin toksik konsantrasyonu, Giineydogu
Asyada biiyilik bir halk saglig1 problemidir. Selvakumar ve arkadaslari, As(V)’1 gidermek

icin bir AgNP sorbenti gelistirilmesi sayesinde bu problemler i¢in umut verici bir ¢6ziim
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oldugunu tanimlamistir. Calismada bir yeni maya tiirii olan Saccharomyces cerevisiae’nin
indirgeme kabiliyeti, metalleri ayirmak igin kullanilmistir. Sonu¢ olarak, Sinha ve
arkadaglar1 manganin giderimi ile ayn1 anda MnO;, NP’lerini olusturan Bacillus tiirlerinin
agir metale dayanikli oldugunu gostermistir.

Hekzavalent krom bilesikleri, tehlikeli toksinlerdir, oysa Cr (Ill) iyonlart ve
bilesikleri nispeten toksik degildir. Yapilan diger calismalar, kromu gidermek icin
biyolojik olarak sentezlenen PANP’ler kullanilmistir (Schrofel vd., 2014).

Gegmis yillarda, tipta, optik cihazlarda, elektronikler ve katalizlerde degerli
metallerin kullaniminda Onemli ilerlemeler olmustur. Degerli metallerin arasinda
platinyum grubu metalleri (Platinyum, Rodyum, rutenyum, ve paladyum) yaygin bir
sekilde katalizdr olarak uygulanmaktadir. Ornegin, otomobillerde zararli gaz emisyonlarini
azaltmak i¢in, katalitik doniistiiriiclilerin kullaniminin artmasi nedeniyle bunlarin kullanimi
daha fazla kisitlanmustir. Ozellikle Pd, ¢ok yaygin bir sekilde kullanilan katalizor haline
gelmistir. Bu sinirlt kaynaklar, asiri pahali uguculuga neden olur. Bu yiizden, sudan
paladyumun geri kazanimi gereklidir. Bu geri doniisiim teknikleri, hidro ve piro metalurjik
proseslerdir. Bu proseslere, 6nemli yatirimlar, emek ve zaman gereklidir.

Kimyasal sentezler i¢in umut verici bir alternatif, bakteriler tarafindan metallerin
biyo-indirgenme tortularinin kullanilmasidir. Bu biyoteknolojik yaklasim, nano maddelerin
uygun iretim metodu olarak servis edilebilir. Bunun yani sira paladyum ve diger metaller
icin etkili bir geri kazanma teknigidir (Schréfel vd., 2014).

Leptothrix ve Galionella Fe oksidasyonunu gergeklestirmektedir. Bu bakteriler
redoks ve spesifik pH sartlar1 altinda ¢6ziinmiis Fe (I1)’yi ve Fe (III) oksit ¢okeltisini
oksitleyebilir. Biyolojik oksidasyonla agir metal adsorpsiyonunda etkili adsorbentler olan
ozellikle Lepidocrite ve ayrica goethite (a-FeOH) tiretilebilir.

Nelson vd. Leptothrix discophora SS-1 tarafindan iretilmis biyojenik mangan
oksitlerin abiyotik Mn (IV) (hidro) oksitlerden 5 kat daha fazla ve pirolisit oksitlerden
500-5000 kat daha fazla Pb (II) (Mn molu basina) adsorpladigini belirlemistir (Nelson vd.,
1999).

Toner vd., Pseudomonas putida MnB1 tarafindan iiretilmis bir biyofilm iginde
biyojenik mangan oksitlere Zn (II)’nin sorpsiyonunu arastirmis ve adsorpsiyon kapasitesini
0.37 mol zZn (I)/mol Mn (1V) olarak tespit etmistir. Acremonium sp. KR21-2 tarafindan
tiretilmis mangan oksitlerin adsorpsiyon kapasitesi ise 0.3 mol Zn (I1)/mol Mn (IV) olarak
tespit edilmistir. Biyojenik mangan oksitler Ni (1) ve Co (II) i¢in de yiiksek sorpsiyon
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kapasitesi gostermistir. Bu sorpsiyon verimleri, kimyasal olarak sentezlenmis mangan
oksitlerden yaklasik olarak 10 kat daha yiiksektir (Hennebel vd., 2008).

Wang vd., derin deniz mangan oksitleyen bakteri Brachybacterium sp. tir Mn32
tarafindan {retilmis biyojenik mangan oksitlerin Zn (II) ve Ni (Il) adsorplama
kapasitesinin yiiksek oldugunu yaptiklari ¢alisma ile ortaya ¢ikarmistir (Wang vd., 2009.).

Meng vd. (2009) tarafindan yapilan bir ¢aligmada, sucul ortamlardan kadmiyum
adsorpsiyonunda mangan oksitleyen bakteri Bacillus sp. WH4 tarafindan {iretilmis
biyojenik mangan oksitlerin abiyotik mangan oksitlerden daha etkili bir adsorbent oldugu
belirlenmistir (Meng vd., 2009).

2.3.2. Katalitik Kirletici Madde Degradasyonu ile Biyosorpsiyon

Metalik NP’ler, ylizey alan1 basina diisen agirliginin fazla olmasi nedeniyle, kataliz
icin Ozellikle heterojen kataliz i¢in yaygin olarak kullanilir. Metalik NP katalizinin 6nemli
sakincasi maliyetidir; altin, platinyum ve paladyum gibi metaller cok pahalidir ve bunlari
NP’lere donistiirmek asir1 enerji gerektirir. Birlestirilen biyosentetik yaklagimlar, degerli
metal igeren atiksulardan biyo-sorpsiyon yoluyla katalitik olarak aktif NP’ler tretebilir.
Katalizor olusumuyla biyolojik metal gideriminin birlesimi, De Carte ve Hennebel
tarafindan  tanimlanmigtir. Burada  biyosentezlenen metalik NP’ler, katalitik
dehalojenasyon, organik oksidasyon yada metal giderimi i¢in kullanilmistir. Birgok
cevresel giderim uygulamalarinda, biyolojik olarak sentezlenen PANP’ler kullanilmistir

(Schrofel vd., 2014).
2.3.3. Organik Kirleticilerin Katalitik indirgemesi

2.3.3.1. Katalitik Dehalojenasyon

Paladyum merkezli katalizorler, aromatik bilesikler halojensizlestirmek i¢in
yeteneklidir. Bu reaksiyon, endiistri ve aragtirmalarda organik sentez i¢in ve ayrica kirletici
madde gideriminde ¢ok dnemlidir. Halojenli organik bilesikler; direngli, biyoakiimiilatif ve
toksik Kkirleticilerdir (PBT). Toksik maddeler (PBT bilesikleri), dogada dogal olarak
bozulmaya ugramaz. Bu yiizden gelismis prosesler, bu bilesiklerin dehalojelenmesi i¢in
onemlidir. Halojenli organik toksik maddeler; klordan, DDT, dieldrin ve
hekzaklorobenzen, poliklorlubifeniller (PCB) gibi yasaklanan pestisitler, elektronik

cihazlarda 6nceden sogutma gazlari, yaglar ve yumusaticilar olarak kullanilan bilesiklerdir.
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Baxter-plant ve arkadaslari, biyosentezlenen = PdNP’leri,  Desulfovibrio
desulfuricans’in varliginda paladyumun giderilmesiyle elde etmis ve bunu klorofenoliin ve
cesitli PCB’lerin giderimi isleminde kullanmistir. Bunge ve arkadaslar1 hiicrelerin
yoklugundaki giderimin PdANP’nin olusacagi anlamina gelmeyecegini belirtmistir. Bu
prosesler, format gibi elektron vericileri gerektirir. Shewanella oneidensis, diger klorlu
organik bilesikler ve PCB’nin dehalojelenmesi icin biyosentez PANP’ni kullanan diger bir
cins bakteridir. De Windt ve arkadaslari, S.oneidensisin periplazmik boslugu igerisinde ve
hiicre duvari lizerine ¢okelen PANP’n1 tanimlamislardir. Cokelti ve sulardaki PCB etkili bir
sekilde halojensizlestirilmistir. Ayrica, biyolojik olarak sentezlenen PANP’nin katalitik
aktivitesinin yaygin paladyum katalizér tozundan 100 kat daha biiylik oldugu ortaya
cikarilmistir (Bunge vd). Diger ¢alismalarda, yaygin yeralti suyu Kirleticisi olan
trikloretilen (TCE)’nin klorsuzlastirilmas: i¢in paladyum hiicrelerinin kullanildigini
gosterilmistir.

Hennebel ve arkadaglari, biyolojik olarak sentezlenen PANP tarafindan TCE’nin
katalitik klorsuzlastirilmasi i¢in 2 tane reaktoér geometrisi tanimlamislardir. Bunlar, bir
poliiireten kopiikte PANP ile gomiilii sabit bir yatak reaktorii ve pilot 6lgekli bir membran
reaktoriidiir. Bu arastirmacilar, baskin bir iirlin olan etan ile 22 saat sonunda TCE’nin %
98’ini gidermistir. Giinde biyo PANP’{in grami1 basina 1.059 mg TCE giderilmistir

Diger aragtirmacilar, cay ekstrakti ile biyosentezlenen Fe ve Fe/Pd NP’leri
kullanilmistir. Daha sonra, TCE’nin katalitik degradasyonu i¢in polimer membranlar
sabitlenmistir. Buradaki aragtirmacilar, reaksiyon oran sabitinin biyometalik Fe/PdNP’ler
i¢in daha yiiksek oldugunu bulmustur (Schréfel vd., 2014).

Biyojenik Fe oksit tarafindan klorsuzlastirma reaksiyonu, G. metalliredurens
tarafindan CCls’lin enzimatik indirgenmesine gore 260 kat daha hizli gerceklestigi tahmin
edilmistir. Ayrica sifir degerlikli Fe ile bakteriyel etkilesim sonucu {iretilen biyojenik Fe
oksit, pestisit ve klorlu ¢oziicliler igeren organik kirleticilerin dehalojelenme
reaksiyonlarinda etkili oldugunu go6stermistir. Bakteriler kendi kendilerine Fe (0)
taneciklerini iiretecek kadar yetenekli degillerdir. Fakat biyojenik taneciklerle etkilesim
yaparlar. Aslinda bakteriyel Fe azaltimi, Fe (III) iin katmanlarimi ¢oziicii hale getirebilir

(Hennebel vd., 2008).
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2.3.3.2. Katalitik 4-Nitrofenol Degradasyonu

Son ylizyilin ortalarinda farmasotikler, sentetik pestisitler, boyalar ve patlayicilarin
hizli kullanimi ve gelismesi, su ve topraktaki toksik-nitro aromatik kirleticilerin bir mirasi
olarak sonug¢lanmustir. 4-nitrofenol (PNP) gibi bilesiklerin katalitik giderimi i¢in kullanilan
teknolojiler etkilenen ¢evrenin restore edilmesine yardimci olabilir. Ayrica, PNP’nin
degradasyonu goriiniir UV spektrofotometre gibi yaygin olarak kullanilan ve ucuz olan
optik metotlar kullanilarak kolayca Olctilebilir. PNP’nin katalitik indirgenmesi, biyolojik
olarak sentezlenen NP’in Kkatalitik indirgeme kapasitesini 6lgmek i¢in yaygin bir test
yontemi haline gelmistir.

Biyosentezlenen NP’ler ile calisilarak, PNP’nin giderimini ilk olarak Sharma
tarafindan yaymlanmistir. Sesbania drummondi bitkisinin fidanlar1 bitki dokularinda
sonradan olusan kararli AuNP’lerinde ve hidrojen tetrakloriir ¢6zeltisinde biiylimiistiir.
AuNP’lerince zengin bu bitki dokular1, sodyum borohidridin varliginda PNP giderimi i¢in
bir kataliz etkisi olarak kullanilmistir.

Daha sonra digerleri, katalitik PNP giderimi i¢in gerekli olan biyosentez metal grubu
NP’nin eldesi i¢in bitki maddelerini kullanmistir. Hang ve arkadaslari, tibbi bitki ve Cin
otlarmin 21 tiirtinii kullanarak kapsamli bir ¢alisma gergeklestirmistir. Bu bitkiler 4 gruba
ayrilmis ve onlarin yapraklari, ¢igekleri, meyveleri, sulu HAuCl, ¢ozeltisinde 30 dk
bekletilerek, NP biyosentezi igin kullanilmigtir. Boyutlarmin kiigiik olmasi nedeniyle,
Cacumen platyclodi yapraklart kullanilarak hazirlanan AuNP’leri, katalitik PNP giderimi
i¢in kullanilmistir.

Bakteriler ayrica, PNP giderimi i¢in gerekli olan biyometalik Pd, Au NP’lerin
biyosentezi i¢in kullanilir. Hosseinkhani ve arkadaslari, Cupriavidus necator hiicrelerinin
yiizeyi lzerinde biyo-destekli Pd (0) ve Au (0) NP’leri olusturmustur. Biyometalik
parcaciklar, biyo destekli hem Au(IIl) hemde Pd (ll) tuzunun eklenmesinin ardindan
olusturulmustur. Biyometalik NP’ler, bir ¢ekirdek kabugu yapisina sahip olmamalarina
ragmen, monometalik nano parcgaciklar ile karsilastirildiginda, PNP doniistiirmede siiper

katalitik bir etki gostermistir (Schrofel vd., 2014).

2.3.4. Diger Organik Bilesiklerin Katalitik Aritimi

Diger organik bilesikler, biyo-sentezlenen NP kullanilarak etkili bir bi¢imde
indirgenmistir. Demir ve altin NP’lar1 sulu ¢d6zeltilerden boyalar1 uzaklastirmak igin

kullanilmistir. Bir calismada, yesil cay ekstrakti vasitasiyla biyo-sentezlenen FeNP’leri,
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turuncu metil boyalar1 ve mavi metilenin sulu ¢ozeltilerinin deklorizasyonu i¢in bir fenton
katalizi gibi kullanilmigtir.

Sodyum borhidritin indirgenmesiyle olusan demir NP’leri ile karsilastirildiginda,
biyosentezlenen demir NP’leri daha hizli ve daha ¢ok boya giderimi gergeklestirmistir.
Gupta ve arkadaslart sulu ¢ozeltilerde Sn (I1)’nin varliginda, mavi metilen boyasinin
katalitik giderimi i¢in gerekli olan biyo-sentez AuNP’ni1 elde etmek i¢in yesil cay ekstrakti
kullanmistir. Aragtirmacilar, mavi metilenin giderimi i¢in, AuNP’nin kii¢iik bir miktarinin
aktivasyon enerjisini azalttigimi ve boyanin gideriminin diisiik sicaklikta bile
gerceklesebilecegini gostermistir.

Zhou ve arkadaglari, PbS kullanarak kirmizi kumas boya maddesinin fotokatalitik
degradasyonu ve bakterinin 2 tiirii iizerinde ZnS oyuk nano yapilarinin olustugunu
belirtmistir. UV 1s18min varliginda, boyanin fotokatalik degradasyonu, Coccinia grandis
yapraklarin sulu ekstraktindan hazirlanan AgNP’ler tarafindan gerceklestigini
gostermistir (Schrofel vd., 2014).

Kuvvetli adsorpsiyon kapasitelerine ilaveten, mangan oksitler inorganik bilesikler
icin kuvvetli bir oksidant olarak da islev gormektedir. Tani vd., As (III)’iin oksidasyonu ve
As (ITII/V)’in adsorpsiyonunda Acremonium KR21-2 tarafindan tiretilmis biyojenik mangan
oksitlerin kullanimini ispatlamiglardir (Tani vd). Liao vd., mangan (Il) oksitleyen bakteri
Marinobacter sp. Mn17-9 tarafindan iiretilmis biyojenik mangan oksitlerin; oldukg¢a toksik
As(IlT)’ti daha az toksik As(V)’e oksitleme yetenegine sahip oldugunu ortaya
¢ikarmusglardir (Liao vd., 2013).

Biyojenik mangan oksitler, organik mikrokirleticileri okside etmek i¢in de
kullanilmaktadir. Mangan oksitlerin dogum kontrol haplarinin aktif bir bileseni olan 17a-
etilenestradiol (EE2)’u oksitleme potansiyeli, mineral MnO, graniilleriyle doldurulmus
stirekli akigl bir reaktdrde arastirilmis ve Ostrojenik aktivitenin % 81.7°1 sentetik atiksudan
uzaklagtirllmistir. EE2 yalnizca MnQO; graniillerine adsorplanmamis ayni zamanda
Ostrojenik aktivitesiz bilesiklere degrade olmustur. Yazarlar, olusan Mn (II)’nin mikrobiyal
mangan oksitleyen topluluk tarafindan Mn (IV)’e mikrobiyal olarak yeniden okside
oldugunu ileri siirmiistlir. Sonug olarak bu kendini yenileyen biyojenik mangan dongiisii,
diisiik maliyetli atiksu aritimi1 sunmustur. Forrez vd. de, MOB ve nitrifiye edici bakterileri
iceren siirekli akish bir reaktérde EE2 gideriminde biyolojik olarak iiretilmis mangan
oksitlerin etkisini arastirdiklar1 ¢alismalarinda % 57’e¢ varan EE2 giderim verimi elde

etmislerdir. Hem biyojenik mangan oksitlerin hem de amonyak oksitleyen bakterilerin EE2
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degradasyonunu gergeklestirdigi goriilmiistiir (Hennebel vd., 2008; Sabirova vd., 2008;
Kim vd., 2012).

Tu ve dig., (2014), mangan oksitleyen bakteri Pseudomonas sp. G7 ile biyojenik
mangan oksitler sentezlemis ve ciprofloksasin oksidasyonu i¢in kullanmistir. Sonugta, bu
materyallerin suda biyolojik olarak par¢alanamayan farmasotik kimyasallarin giderimi igin
kullanilabilecegini goéstermistir. Meerburg vd. yaptiklart ¢alismada, biyojenik mangan
oksitler ve biyojenik gilimiis nanopartikiillerini diklofenak ve klorlanmis formu 2-
anilinofenilasetatin oksidatif giderimi i¢in kullanmis ve diklofenak Kkirleticisinin
Pseudomonas putida MnB6 tarafindan mangan oksidasyonu sirasinda hizlica degrade
oldugunu, biyojenik mangan oksitler ve giimiis tiirleri kullanildig1 zaman verimin arttigini
gozlemlemislerdir (Meerburg vd., 2012).

Yine Furgal vd., Pseudomonas putida tarafindan iretilmis biyojenik mangan
oksitlerin mikrokirletici giderim etkinligini arastirdiklar1 caligmalarinda, steroid hormon
Ostrojen ve 17-a etilestradiol tamamen uzaklastirilmis, diklofenak ise % 26 oraninda
giderilmistir (Furgal vd., 2015).

Forrez ve dig., (2010) steroidal olmayan anti inflamatuar ila¢ diklofenak giderimini
biyolojik olarak {tiretilmis mangan oksitler (BioMnOx) kullanarak arastirmis ve ndtral
pH’da BioMnOx’lerle diklofenak oksidasyonunun kimyasal olarak iiretilmis MnO;’lerle
gerceklestirilen oksidasyondan 10 kat daha hizli oldugunu ortaya g¢ikarmistir. Forrez
vd.yaptiklar bagka bir ¢alismalarinda, biyojenik metaller mangan oksitler (BioMnOx) ve
bio-paladyum, laboratuar 6lgekli membran biyoreaktorlerde atiksu aritma tesislerinden
mikrokirletici giderimi i¢in uygulanmis ve 14 mikrokirletici BioMnOx-MBR’da
giderilmistir (Forrez vd., 2011).

2.3.5. Katalitik Cr(VI) Giderimi

Biyolojik olarak sentezlenen NP’ler i¢in diger ¢evre uygulamasi, nispeten toksik
olmayan Cr (111)’in giiclii oksidant Cr (VI)’nin katalitik giderimidir. Son birka¢ ¢alismada,
stirekli akis sartlar1 altinda Cr (III) i¢in Cr (VI)’y1 etkili olarak giderebilen E. coli,
Desulfavibrio, Serratia ve Clostridium gibi bakteri tiirleri tarafindan biyosentezlenen
PdANP’lar1 gosterilmistir. Ornegin, Deplanche ve arkadaslar1 Cr (VI)/Cr (III) giderimi i¢gin
biyosentezlenen katalizoriin aktivitesini E. coli tarafindan kodlanan hidrojenezin 3 tipinin
nasil etkilendigini degerlendirmistir. Bu ¢alisma ayrica, Pd (1) gideriminde, hidrojenezin

ilgisini belirtmistir.
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Macaskie ve arkadaslari, katalitik Cr (VI)/Cr (llI) giderimi igin gerekli olan
PnNP’lerinin biyosentezini gergeklestiren E.coli ve Desulfovibrio’yu karsilastirmistir.
Mabbett ve Macaskie atiksu arittminda bu islem i¢in Desulfovibrio’yu kullanmistir.
Buradaki arastirmacilar, biyosentezlenen PdNP’nin hem kimyasal olarak giderilen
paladyumdan hemde canli Desulfovibrio biyokiitlesinden daha etkili bir giderim katalizi
oldugunu bulmustur.

Beauregard ve arkadaslari, gozenekli politiretan kopiigline biyo-PdNP’lerin
yapismasina aracilik eden, bir biyofilm formunda Serratia bakteri tiiriinii kullanmustir.
Kopiik, bakterinin biiyiimesini desteklemek i¢in bir iskele olarak kullanilmis ve manyetik
rezonans goriintileme, Cr (VI)/Cr(III)’iin indirgenmesini direkt olarak izlemek i¢in
kullanilmistir. Ciinkii Cr (V)5 paramanyetik degildir ve Cr (111),q paramanyetiktir

Son olarak Chidambaram ve arkadaglari, Clostridium pasteurianum bakterileri
araciligiyla biyosentezlenen PdNP’leri kullanilarak Cr(VI) gideriminin gergeklestigini
gostermistir. Bu ¢alisma essizdir, ¢iinkii digerlerinin aksine C.pasteurianum grubu, akifer
malzemeler ilizerinde biiylir ve katalitik indirgenme deneyleri, dogal bir akifer ¢evrede
gerceklesmistir. Bu calisma, akiferler icerisine enjekte edilen Pd(II) vasitasiyla Cr (VI)
giderimi i¢in bir segenek sunmustur (Schrofel vd., 2014).

2.3.6. Membran Aritim Prosesleri I¢cin Biyo-Sentezlenen NP’ler

Biyolojik kirlenmeyi azaltmak i¢in teknolojiler, membrana dayali su aritim
proseslerinin performansini biiyiik oranda arttirabilir. Zhang ve arkadaslari, polietersiilfan
membranlart lizerinde Lactobacillus fermentum tarafindan olusturulan biyojenik
AgNP’lerinin biyolojik kirlenmeyi engelledigini ortaya ¢gikarmistir. Membranlar, bir atik
su modelinden, E. coli hiicrelerini ve organofosfat pestisitlerini gidermek icin
kullanilmigtir. Arastirmacilar, membranin yapisini ve performansint 6lgmiis ve E.coli ve
P.aeruginosa  bakterileri  kullanilarak  biyo-kirlilik  degerlendirilmistir. ~ Nano
fonksiyonlandirilmis membran tabakasi, iyi bir anti bakteriyel aktivite gostermis ve 9
haftalik test esnasinda membran yiizeyi iizerinde biyofilm olusumu 6nlenmistir (Schrofel

vd., 2014).
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2.3.7. Goze Carpan Konular: Biyo-Cokeltim Stratejilerinin Optimizasyonu

Biyojenik mangan oksitin, ileri atik su aritimi igin kullanimi zaten ispatlanmustir.
Fakat mangan oksitleyen bakteriler kullanarak gerekli yiiksek miktarlarda Mn oksit sentezi
igin, istenen Kristal tiirlerini tiretebilecek bu bakterilerin ideal fizikokimyasal sartlarina
iliskin derin kapsamlar1 bakis agilarina ihtiyag vardir. Calismalarin ¢ogu deniz bakterisi
Bacilus sp. ile gergeklestirilmistir. Zhang ve arkadaslari, Leptothrix discophara tarafindan
oksitlenen Mn (l1)’oksidasyon kinetiginda Cu(ll)’nin  varligi, baslangic Mn (1)
konsantrasyonu, sicaklik, pH, Oz’nin etkisini arastirmustir. Bir biyo reaktdr ortaminda
uygun sartlarda biyojenik Mangan oksiti kolay olarak iireten ve hizli bir sekilde biiyiiyen
Pseudomona putida bakterisi i¢in karsilastirilabilir veriler eksiktir. Bu organizmanin biiyiik
Olgekli biyo teknolojik uygulamalarin stabil performansimi ve hizli olarak uyum
saglamalarini elde etmek igin uygun Mn oksit {iretim sartlarina ihtiyag vardir. Kristal
olusumu ve hiicre yiizeyinde kuru hiicre agirlig1 ve metal arasindaki oranin etkisi, diger
onemli faktorlerdir. EK olarak, biyo katalizor ytizeyininin elektriksel yiikii ve onun pH’a
bagimlilig1 arastirilmalidir, ¢ilinkii kimyasal olarak {iretilen Mn oksitler arasinda bir fark

beklenmektedir (Hennebel vd., 2008).
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3. MANGAN VE MANGAN OKSITLER

3.1. Mangan Mineralojisi

Mn yataklariin hidrotermal, tortu, kalinti ve baskalasima ugrayan 4 jeolojik tipi
vardir. Diinyada var olan en genis ve en dnemli yataklar1 Rusya, Brezilya, Giiney Afrika,
Gaban ve Avustralya’da bulunan hem tortu hem kalintilardir. Ayrica okyanus tabanlari
tizerinde yaklasik 3 trilyon ton manganin, mangan yumrusu formu oldugu tahmin
edilmektedir. 300°den fazla mineral igeren manganin sadece birkag¢ tanesi Onemlidir.

Oksitler ve oksihidroksitler en genis yataklari olusturur.

3.2. Mangan Kimyasi ve Jeokimyasi

Mn fazlasiyla ¢ok yonlii bir elementtir ve 0, +2, +3, +4, +6 ve +7 oksidasyon
seviyelerinde bulunabilir. Fakat dogada 3 halde bulunabilir: Mn (1) Mn (111) ve Mn (1V).
Indirgenmis form olan Mn (II), ¢dziiniir ve sularm g¢ogunda bulunan manganin ana
formudur ve anoksik sartlar altinda kararli yapidadir. Mn (III) ¢ok kararli degildir ve
cogunlukla &zel ortamlarda bulunur. Ornegin bazi mantarlar, selilloz indirgeme
mekanizmalarinda Mn (III) kullanir. Oksik sartlar altinda manganin kararli formu olan Mn
(IV), ¢ozlinmez oksitler ve oksihidroksitlerin ¢esididir.

Mn kimyasini etkileyen en dnemli faktor, ¢gevrede bulunan oksijen ve pH arasindaki
kararlilik sinirlaridir (Sekil 3.1). Manganin kimyasal oksidasyonu yiiksek pH ve yiiksek
Eh satlar1 altinda daha avantajlidir ve 10°dan yiiksek pH degerinde hizlica kimyasal
oksidasyon olusur. Oysa oksidasym reaksiyonuyla dogru orantili yiiksek aktivasyon

enerjisi nedeniyle ¢ok yavasta olsa notral pH’da da meydana geldigi tahmin edilir.
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Sekil 3.1. Sulu ¢ozeltide mangan stabilitesi diyagrami

Sonug olarak Mn (II)’nin kimyasal olarak oksitlenmesi Fe(II)’den ¢ok daha yavastir.
Hizl1 oksidasyon oranlarinin nedeni ise ¢evrede gozlenen biyolojik oksidasyondur. Bu 6zel
durumun nedeni sik sik meydana gelen, ¢evredeki manganin redoks doniisiimleri ve
manganin ¢ok hassas c¢evresel degisimleriyle indirgenmesi ve oksitlenmesidir. Cevredeki
Mn konsantrasyonu ¢ok degiskendir. Asagidaki Tablo 3.1.’de birkag¢ farkli ¢evre i¢in tipik

konsantrasyon listelenmistir.

Tablo 3.1. Farkli ortamlardaki Mn miktarlari

ORTAM ppm Mol Mn/Lt
Toprak ve Tas (toplam Mn) 200 - 3000 3.5mM -55 mM
Gol Suyu 0.004 - 0.2 72nM -3.5 M
Gol Tortusu 103 - 105 (10%) 20mM-18M
Okyanus Su Yiizeyi 10-4 - 10-3 1nM-20nM
Nehir Suyu 102 - 103 1 mM -20 mM
Yiizey Suyu 1-10 20 uM - 200 uM
Karasal Bitkiler 20 - 500 360 uM - 9 mM

Mangan oksitler bazi tortu ve topraklarin % 10’unda bulunurken okyanus sulari,
InM’den daha az Mn igerir. Bunun nedeni manganin su kolonlarinda oksitlenmesidir.
Indirgenmis ortamlarda, mangan oksitler kararli degildir ve cok cabuk Mn (lI)’e
indirgenirler. Baz1 gol ve fiyortlar gibi tabakli su yapilarinin derinliklerinde Mn (11)’nin

genis konsantrasyonlart birikir ve anaerobik hale gelir. Bu durumlarda Mn (1), oksijen
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stilfit ara yiiziiniin Ustiinde dagilir ve ara yiiziin {istinde Mn oksit pargaciklarmin bircogu
birikir.

Mn oksitler giiclii oksidantlardir ve toprakta oksijen disinda karsilasilan en giiclii
okside olabilen maddedir. pH 7°de demir oksitten daha fazla okside olurlar. Mn oksitler
bliyiik ol¢iide reaktiftir ve fenol gibi organik 1s1ya dayanikli bilesiklerin degisik bi¢cimlerine
okside olabilirler.

Mangan oksitin kimyasi, yiizey kimyasal reaksiyonlar tarafindan domine edilmistir.
Mn oksit yiizeyleri negatif yiikliidiir ve sonu¢ olarak yiizeylerinde cesitli katyonlar
adsorbe ederler ve mineral kafeslerine diger metalleri dahil ederler. Bakir, kobalt,
kadmiyum, ¢inko, kursun, radyum, toryum gibi bir¢ok iz elementi temizler.

Aslinda Mn oksit tarafindan temizlenen iz elementleri, iz metalinin ¢oziiniir
formunun ortamdan tamamen uzaklastirilmasinda olduke¢a etkilidir. Mn oksitle beraber
kapali kum filtrelereli, sudaki istenmeyen katyonlarin giderilmesi i¢in farkli durumlarda
kullanilir. Ornegin Schweppes LTD tarafindan igki imalati i¢in kullanilan su, baz filtreler
araciligiyla aritilir. Buna benzer filtrelerde, igme suyundan radyumun giderilmesi igin

basarili bir sekilde kullanilmisti.

3.3. Mangan Biyolojisi ve Biyokimyasi

Mangan, tiim hayat formlar1 i¢in gerekli bir elementtir. Stiperoksit dismutazlatalar,
piriivat karboksilaz iceren bir¢ok enzimler i¢in O6nemli bir kofaktordiir. Manganin
oksitlenme potansiyeli fotosentezde oldugu gibi su molekiillerinin oksijene oksidasyonunu
katalize ettigi durumlarda Mn rol oynadigi zaman elektron transferindeki kritik rolleri
Olimsiizlestirir.

Bitkilerdeki Mn eksikligi ciddi bir problemdir. Buna biyolojik olarak mevcut olan
Mn (IT) neden olur. Toprakta manganin ¢ogu Mn (IV) olarak bulunur ve pH ytiksek oldugu
zaman yada manganin aktif biyolojik oksidasyonu oldugu zaman meydana gelir. Mn
eksikliginden muzdarip olan bitkilerin yaprak nekrozu gelisir. Diger iz elementler gibi
manganda cok yiiksek konsantrasyonlarda toksik oldugu i¢in diisiik konsantrasyonlarda
gereklidir. Kronik Mn zehirlenmesini (CMnP) ilk olarak 1837°de Cooper tanimlamistir ve
1900’1 yillarin baginda tekrar gozlemlemistir. Parkinson hastaligiin etkilerine benzer ve
merkezi sinir sistemine benzer hasar sonucu genis néronal kayiplar meydana gelir. Insanlar
tizerindeki calismalarda, uzun zaman periyotlarinda i¢gme sularindaki farkli Mn

konsantrasyonlarinda, CMnP ve sudaki Mn konsantrasyonu arasindaki korelasyonun
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saptanmast amaclanmistir. Amerika’da manganin yasal konsantrasyon sinir degeri, icme
sularinda 0.05 mg/L olarak belirlenmistir. Eger bu limit asilirsa Mn (1) oksidasyon ve
filtrasyon vasitastyla sulardan giderilmelidir.

Mn (11)’nin yiiksek konsantrasyonlari bakteriler i¢in mutajenik ve toksik olabilirken,
baz1 mikroorganizmalar Mn oksitlenmesi ve onu indirgeme kabiliyetine sahip olabilir. Mn
indirgenmesi agik bir sekilde mangan oksidin bir elektron alici olarak kullanildigi zaman

enerji liretimi i¢in amaclanabilir.
3.4. Biyolojik Mangan Oksitin Ilk Cahsmalar

3.4.1. Mangan Okside Eden Bakterilerin izolasyonu

1901°de D.D. Jackson, bakteriyel olaylar sayesinde Mn ¢okelmesi lizerine bir makale
yayinladi. O zamandan beri Mn oksitleyen bakteriler, toprak ve tortu i¢eren tiim yerlerden
izole edilmistir. Fakat biz hala Mn oksidin dogas1 lizerine onun yararlari, amacglar1 ve

mekanizmasinin ne olduguna dair ¢ok az bir bilgiye sahibiz.

3.4.2. Mn (11) Oksidasyonu ve Enerji

M.W. Beijerinck konu iizerine bir makale yaymnladigt zaman, Mn (lI)
oksidasyonunda bir enerji kazanimi oldugunu gostermeye ¢alisiyordu. Termodinamiksel
olarak, bu basit bir konu degildir. Gergeklesen kesin bir reaksiyon ve lretimin dogasi
dikkate alinmasi gereken bir faktordiir. Oksidasyon mekanizmasimin bilinmeyisinden
dolay1 gercekte meydana gelen reaksiyon tiiriinii aydinlatmanin kolay bir yolu yoktur.
Biyolojik Mn (Il) oksidasyonunun iretimi, iyi tanimlanamayan farkli oksitler ve
oksihidroksitlerin bir karistmidir. Fakat, oksijenin gerekli oldugunu, reaksiyonun yiiksek
pH’da hizlandigini ve MnO’nin basit bir liretim oldugunu farzedersek bu reaksiyonu

kullanabiliriz;

Mn*?+1,0, > MnO,+2H" (3.1)

Yapilan ilk caligmalarin ¢ogu Fe ve Mn biriktiren bakterileri olusturan kilif
(Leptothriz discophora) iizerine odaklanan konularin incelendigini gostermektedir. Bu
organizma genellikle aerobik-anaerobik ara yiizlii olan habitatlarda ve genis Fe ve Mn
cokeltileri toplayan habitatlarda olusur. Bu organizmada Mn ototrafisi literatiiriinde birkag

rapor bulunmaktadir.
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Daha sonraki ¢alismalarda, ortamda Mn (II) varliginin aslhinda L.discophora’nin
biiylimesini inhibe ettigini gostermistir. Ve su anda bu tiiriin ototrofik biliylime yetenegine
sahip oldugu varsayimimi destekleyen higbir veri bulunmamaktadir. Kepkay ve Nealson
(1987) Pseudomonas izolatin1 bir kemostatta yalzinca enerji kaynagi olarak Mn (Il) ve

bikarbonattan baska herhangi bir karbon kaynagi olmadan biiylitmustiir.

3.4.3 Bakteriyel Mn (I1) Oksidasyonunun Endiistriyel Yonleri

Daha once belirtildigi gibi, Mn (Il) oksidasyonu modern endiistride pek ¢ok etkiye
sahip Oonemli bir siirectir. Bazi durumlarda, Mn’nin bakteriler tarafindan biyolojik olarak

oksidasyonu s6z konusu sanayide pratik sonuglar dogurur.

3.4.3.1. Tarmm

Bitkiler tarafindan ¢6ziiniir iyon bulundugu i¢in Mn (II)’nin toprak tarafindan okside
oldugu daha 6nce belirtilmistir. ‘Mangan Eksikligi’manganin bol miktarda olusabilecegi ve
saglikli biiylime i¢in gerekli olmayan miktarda bitki i¢in mevcut olmadigt bir durumdur.
Mn eksikligi genelde, topraktaki bakteri ve fungal Mn (I1) oksidasyonunun bir sonucudur.
Mn ayrica bitkilerin hastalik duyarliliginda 6nemli bir rol oynar. Yulaflarda gri leke ve
bezelyelerde bataklik lekelerinin gelisimi, Mn eksikliginden kaynaklanir ve topraga Mn
(IT) eklenerek 1yilestirilebilir.

3.4.3.2 icme Suyu Aritim

Zemin suyundaki bakteri Fe ve Mn (Il) oksidasyonu genellikle oksit ¢okeltilerinin
varligima neden olur. Bazi durumlarda su, i¢gme i¢in uygun olmaz. Jackson (1901)
tarafindan bu durumlara uygun iki durum tanimlandi; Togel goli su kaynaklart ciddi
bicimde kirlenmisti ve Maas nehride aynmi sekilde kirlilik igeriyordu. Daha az ciddi
vakalarda, sudaki Mn cokeltilerinin varligi, yikanan giyim ve sihhi tesisat demirbaglarinin
boyanmasina boru hatlarinin tikanmasina neden olur. Cogunlukla bu, ¢ok diisiik veya hatta
saptanamayan Mn (II) konsantrasyonu igeren suda olusur. Baska bir Mn (Il) oksidasyonu
ile ilgili problem, Mn (1) oksidasyonunun metal korozyona etkisidir. Linhardt (1994), bir
hidroelektrik santralinde tiirbin bigaklari {izerindeki biyolojik etkiyle Mn oksitlerin
cokeltilmesinin CrNi ¢eliginin kutuplagmasina neden oldugunu ve bununda kloriir kaynakli

cukurlagsma korozyonuyla sonuglandigini bildirmektedir.
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Bununla birlikte, igme suyundaki bakteriyel Mn (Il) oksidasyonu, fazla Mn’yi
gidermek i¢inde kullanilir. Bir¢ok Avrupa iilkesi kimyasal Mn (Il) oksidasyonuna
alternatif olarak biyolojik Mn (1) oksidasyon siireglerini kullanmaya baslamistir.
Buralarda, su iki haftadan iki aya kadar once biiyiik tanklarda havalandirilir ve daha sonra
geri kazanilan ¢amur Mn oksitleyici bakterilerle, kum filtrelerinden siiziiliir. Kum taneleri
su i¢inden gegerken Mn oksit ile kaplanir ve suda ¢ok az Mn birakilir. Mn (II) ayrica su

filtrelerinden gecerken oksit ylizeyinin {lizerine oksitlenir.

3.4.3.3. Ra Giderimi

Mn oksitler, radyumun toksik miktarlarin1 sudan ¢ikarmak ic¢in basariyla
kullanilmistir. Mangan oksitlerin igme suyundan uzaklastirllmasinda kimyasal olarak
kullanilanlara benzer biyolojik filtreler kullanilarak veya daha iyi sonuglar elde edilebilir.
Mathur ve Dwivedy (1988) mangan oksitleri ¢oktiiren bir Mn oksitleyici bakteri olan
Arthtobacter sp. ile zehirli miktarlarda Mn (11) ve Ra igeren bir uranyum degirmeni atigini
giderdiklerini  raporlamislardir. Neredeyse radyumun tamami oksit tarafindan
uzaklastirilmis ve sonugta Mn (I1)’nin %92’sini ve Radyumun %95’inin atik sudan

uzaklastirildig tespit edilmistir.

3.5. Biyolojik Mangan Oksidasyonu

Son yillarda Mn (Il) oksidasyon oranlarinin Olgiilmesi ig¢in yeni tekniklerin
tanitilmas1 ve molekiiler biyolojik tekniklerin alana uygulanmasi, yeni heyecan verici

bulgularla sonu¢lanmistir.

3.5.1. Ortamdaki Mn Oksidasyonunun Olgiilmesi

Radyoizotop **Mn’yi ve sadece oksitlerin yiizeyine bagl olan ger¢ekten oksitlenmis
Mn (IV) ve degistirilebilir Mn (II) arasinda ayrim yapabilen bir teknik kullanarak, Mn (1)
oksidasyon orani Ol¢ililmiistiir. Baz1 ortamlarda bakteriyel aracili oksidasyon oran1 MnO;
kolloidal yiizeyinde otokatalitik Mn (II) oksidasyonu i¢in hesaplanandan 5-6 kat kadar
daha hizlidir. Bu bulgu ve ferromangan mineralleri igeren hemen her ortamda Mn
oksitleyici organizmalarin bollugu, Mn ve diger iz metallerin jeokimyasal dongiisiinde bu

biyolojik islemin 6nemini gosterir.
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3.5.2. Leptothriz Discophora

Bir aksenik kiiltiir olarak yetistirildiginde, bakteri olusturan kilifin ortak bir 6zelligi,
kilifi olusturma yetenegini kaybetme egilimleridir. L.discophora SS1, bu tiir spontan bir
mutanttir. Bu mutantin ortam igine Mn (1) oksitleyici protein salgilandigi bulunmustur. Bu
proteinin, vahsi tipli tiirdeki kilif i¢ine dahil edildigine inanilmaktadir. Protein agirligi
~110.000 daltona esittir ve Mn oksitleyici aktivitesi siyaniir, azid, 0-fenontrolin, civa
kloriir ve pronaz tarafindan inhibe edilir. Bu protein, ortamdan ona karsi bir antikor
yiikseltmek i¢in yeterli miktarda izole edilir ve saflastirilir. Bu antikor, bir ¢alismada bir
klonu izole etmek i¢in kullanilmigtir ve varsayilan bir Mn oksitleyici protein kodlayici gen

mof-A tanimlanmustir.

3.5.3 Bacillus SG-1

Sucul Bacillus tiirii SG-1’in olgun, sabit sporlar1 (fakat vejetatif olmayan hiicreler)
Mn (I1)’yi baglar ve oksitler. Van Waasbergen ve digerleri (1993) Mn (I1) oksidasyon
mekanizmasini sporlar ile inceleyerek genetik bir yaklasim kullanmislardir. Transpozan
mutajenezini kullanarak 27 bagimsiz, oksitleyici olmayan fakat yinede sporlasan SG-1
mutantlarini izole ettiler. Sinirlama analizi ve bu mutantlarin sekanslanmasi, kromozomun

(Mnx bolgesi olarak adlandirilan) bir bolgesi igindeki eklerin 17’sini lokalize etmistir.

3.5.4. Pseudomonas Putida MnB1

Pseudomonas putida MnB1, bir su boru hattindaki mangan c¢okeltilerinden,
Schweisfurth (1973) tarafindan izole edilen, taze su gram-negatif bir bakteridir. Ilk olarak
Schweisfurth tarafindan P. manganoxidans olarak isimlendirildi. Ancak daha sonra basitge
Pseudomonas sp. olarak yeniden siniflandirildi ve sadece son zamanlarda bir Pseudomonas
putida tiiri oldugu ileri siiriildi. Cok benzer Pseudomonas tiirleride topraktan
ayristirtlmistir.

Yakin zamanda yapilan bir ¢alismada DePalma, mangani oksitleme yeteneginin
Pseudomonas putida tiirtinde ortak bir 6zellik olarak goriindiigiinii kanitlamistir. Biyolog
sistemini kullandi ve geg¢miste literatiirde Pseudomonas olmayanlar olarak tanimlanan
mangan oksitleyici tlirlerin bazilarinin da florasan Pseudomonlar olabilecegini buldu.

Jung ve Schweisfurth (1979), MnB1 tiiriiniin hiicresiz ekstraklarinda ¢oziinebilir bir
proteinle Mn (I1) oksidasyonunu rapor ettiler ki bunlar duragan fazin baslangicinda

katalizsiz olarak basladi ve reaksiyonda O, gerektirmedi.
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Mn (1) oksidasyonunu uyarmak igin hiicrelerin Mn (I1) oksidasyon analizlerinden 2
saat once a¢ birakilmasi gerekti. Bu konu daha once farkli Mn oksitleyici bakterilerle
gosterilmistir.  Oksidasyon sadece hiicresiz  ekstraktlarin  ¢Oziiniir fraksiyonunda
saptanmistir, bu da proteinin sitoplazmik veya periplazmik oldugunu gostermektedir.
Baglangigta Schweisfurth tarafindan yapilan testler DePalma (1993) tarafindan
tekrarlanmis ve sonuglar biraz farkli ¢ikmistir. DePalma oksidasyon icin oksijenin gerekli
oldugunu ve proteinin enzimatik davranisa isaret eden bir katalitik aktivite gosterdigini
bulmustur. DePalma ayrica Mn (Il) oksidasyon aktivitesinin tercihen ¢oklu besleyici veya

glikoz aglig1 ile uyarildigini ortaya ¢ikarmistir (Caspi, 1996).
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4. TEPKi YUZEY METODU

4.1. Tepki Yiizey Metodu

Tepki Yiizey Metodu (Response Surface Methodology) ya da TYM (RSM),
problemlerin modellenmesi ve analizlenmesi i¢in faydali matematiksel ve istatistiksel
tekniklerin toplamidir. Bu yontem, birden fazla faktoriin etkiledigi birkag tepkinin
optimum degeri almasi igin optimizasyon yapabilmektedir. Tepki Yiizey Metodu 3
asamadan (dizayn ve deneyler, tepki yiizey modelleme ve islemin veya {iriiniin
optimizasyonu) olusmaktadir (Gonen ve Aksu, 2009). Yontem ilk kez Box ve Wilson
tarafindan 1951°de ortaya atilmistir. Ornegin bir prosesin verimini maksimum yapacak x;

Ve Xy’nin seviyelerini bulmak amaciyla proses verimi x; Ve X’ nin bir fonksiyonu olarak su

sekilde ifade edilebilir:

y=f(x,x) +€ (4.1)

Burada € tepkide gézlenmis olan hatay1 ifade eder. Eger beklenen tepki E(y) =
f(x1,x3) =1n olarak belirtilirse, tepki yilizeyi olarak ifade edilen yiizey su sekilde

gosterilir:

n=f(xy,x) (4.2))

Tepki yiizeyler, genelde grafiksel olarak gosterilmektedir. Tepki ylizeyin seklini
gorsellestirmeye yardim etmek i¢in tepki ylizeyin kontur egrileride ¢izilir. Kontur egrisinde
sabit tepkinin hatlar1 x; ve X, diizleminde ¢izilir. Her bir kontur, tepki yiizeyin belirli bir
yiiksekligine tekabiil eder.

Cogu tepki ylizey metodu problemlerinde tepki ile bagimsiz degiskenler arasindaki
iliskinin sekli belirsizdir. Tepki yiizey metodunda ilk adim, tepki (y) ve bagimsiz
degiskenler seti arasindaki gercek fonksiyonel iliski i¢in uygun bir yaklagim bulmaktir.
Genelde bagimsiz degiskenlerin bazi1 bolgelerinde diisiik dereceli bir polinom kurulur. Eger
tepki bagimsiz degiskenlerin lineer bir fonksiyonuyla modellenmisse, yaklasim fonksiyonu

asagidaki esitlikte verildigi gibi birinci derece bir modeldir.
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Y =PBo+ Bixy+ Baxy + -+ Prxp + € (4.3)

Burada; y, Bagimli degisken; xi, X2, Xs...... Xn, Bagimsiz degisken; o, Sabit deger;
B1,B2,B3...... , Bn, Regresyon katsayilari olarak ifade edilmektedir.

Eger sistemin tepki yiizeyinde bir egrilik varsa, ikinci derece bir model gibi yiiksek
dereceli bir polinom kullanilmalidir. Ikinci dereceden model ise asagidaki esitlik ile ifade

edilmektedir:
y = Bo+ Xy Bixi + Xiey Bux? + X 2icjBijxixj + € (4.4.)

Cogu tepki yiizey metodu problemlerinde bu modellerin her ikisi ya da biri kullanilir.
Polinom model, bagimsiz degiskenlerin tam boslugu iizerinde gercek fonksiyonel iliskinin
tam bir yaklasimi degildir, fakat nispeten kiiciik bolgeler i¢in genelde ¢ok iyi calisir.

En kiiciik kareler metodu, yaklasim polinomlarinda parametreleri hesaplamak icin
kullanilmaktadir. Daha sonra uyum yiizeyi kullanilarak tepki ylizey analizleri
gerceklestirilir. Eger uyum yiizeyi gercek tepki fonksiyonunun uygun bir yaklasimi ise,
uyum ylizeyinin analizi gergek sistemin analizi i¢in uygun bir denkliktir. Eger verileri
toplamakta uygun deneysel yontemler kullanilmigsa model parametreleri ¢ok verimli bir
sekilde hesaplanabilir (Montgomery, 2009).

Tepki ylizey yontemi uygulamasi i¢in iiretilmis cogu paket program ikinci dereceden
polinom model kullanmaktadir. ikinci dereceden polinom bir modelde sadece bir tane
bolgesel minimum veya bolgesel maksimum noktast oldugu i¢in optimizasyon
calismasinda ikinci dereceden polinom bir model kullanimi kolay bir yaklagimdir. Eger
ikinci dereceden bir modele uygun degilse yanitin veya bagimsiz degiskenlerin
transformasyonu yapilarak veya bagimsiz degiskenlerin araliklari uygun bir sekilde
degistirilerek yanitin egiliminin bu model ile agiklanmasi saglanmalidir. Biyokimyasal
proseslerde sicakligin etkisi simetrik veya simetrik olmayan can seklindeki egrilerle
aciklanabilmektedir. Ozellikle simetrik olmayan egriler icin, sicakhigin etkisini ikinci
dereceden polinom bir model ile agiklamak miimkiin degildir.

Tepki ylizey metodunda cizilen her bir izohips egrisi, bir bagimsiz degisken
merkezdeyken, diger iki degiskenin sonsuz sayidaki kombinasyonlarin1i vermektedir.
Katsayilara baglh olarak izohips egrilerinin dairesel, eliptik ya da eger seklinde olmast;
maksimum nokta, minimum nokta, (eyer noktasi (saddle point)) durgun tepe ya da

yiikselen/azalan tepe kosullarini verebilmektedir. Maksimum nokta, minimum nokta ve
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eyer noktasi i¢in tepki ylizey grafikleri ve izohips egrileri sirasiyla Sekil 4.1. (a-c)’de
gosterilmistir. Tepki yiizeyinin dairesel olmasi, degiskenler arasindaki etkilesimin ihmal
edilebilir oldugunu, elips ya da eyer seklindeki yiizeyler i¢ etkilesimin énemli oldugunu
gostermektedir. En kiiciik elips ya da dairesel sekil ile sinirlandirilmis ylizey, dngoriilen en
yiikksek veya en diisiik yanit1 belirtmektedir. Ancak bu yaklasim ¢ok sayida bagimli ve
bagimsiz degiskenin (dort veya daha fazla) bir arada incelendigi durumlar igin
kullanishigini kaybetmektedir. Ayrica, tepkilerin ¢ok farkli skalaya sahip olmas1 ayn1 grafik
tizerinde gosterilmelerini de zorlagtirmaktadir (Kog ve Kaymak-Ertekin, 2009).
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Sekil 4.1.a. Maksimum nokta igin tepki ylizey grafigi ve izohips egrileri b. Minimum nokta i¢in tepki ylizey
grafigi ve izohips egrileri c. Eyer noktas i¢in tepki yiizey grafigi ve izohips egrileri
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4.2. Deney Sayisinin ve Model Katsayilarin Hesaplanmasi

Deney tasarimi yapilirken ka¢ deney yapilacagi asagidaki denklemlerle hesaplanir,

N=2+2k+n, k<5 (4.5)
N=2'+2k+n, k>5 (4.6)
N = Deney sayisi

k = Bagimsiz degisken sayisi

N, = Merkezdeki deney sayisini ifade eder.

Bagimsiz degisken diizeyleri (a)’de Esitlik 5.7. ve 5.8. yardimu ile hesaplanir.

a=2" k<5 (4.7)
a=20D Kk>5 (4.8)

Bagimsiz degiskenler kullanilarak, n tane gézlenen verinin gdsterimi asagidaki gibidir.

y X, X X, | |8 g,
e e (#9)
v boxox o ox]lg) e

y=Xp+e

B katsayr vektorii, en kiiciik kareler farki yontemi kullanilarak elde edilen yukaridaki

esitlik ile hesaplanir.

4.3. Tepki Yiizey Metodu (TYM) icin Kullamlan Tasarim Modelleri

Tepki ylizey metodu; tepki (response) degiskenine etki eden ¢ok sayida degiskenin
olmast durumunda; problemlerin analiz edilmesinde kullanilan istatistiksel tekniklerin ve
matematiksel ifadelerin birlesimidir. Yeni {irlinlin formiilasyonunda, var olan {iriin
tasariminin  iyilestirilmesinde, siire¢ tasariminda, siirecin  gelistirilmesinde  ve
tyilestirilmesinde yaygin olarak kullanilir. Tepki ylizey metodu i¢in kullanilan tasarim
modelleri Doehlert Matrix (DM), Merkezi Bileske Tasarimi (CCD: Central composite
design) ve ii¢ boyutlu dizayn modeli olan Box-Behnken tasarimi (BBD)’dir. Ancak ikinci
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dereceden modeller icermesi ve ii¢ boyutlu grafikler ¢izilebilmesi nedeniyle CCD ve BBD
tasarimlar1 daha ¢ok kullanilmaktadir.

CCD merkezi bileske tasariminda, yiiksek ve diisiik degerler arasinda degisen
bagimsiz degisken degerleri vardir. Yonteme uygunluk agisindan, bagimsiz degiskenler -1
ve +1 arasinda degismelidir. Bunun i¢in en kiiciik deger -1 ve en biiylik deger +1 olarak
tanimlanir. Orta deger olarak ise 0 degeri alinir. Bir merkezi bileske tasarimi, -1 ve +1
araliginda degisen bir kiibiin kdselerinde kiip noktalari, kiibiin disinda yildiz noktalar1 ve

orijinde merkez noktalar1 igermektedir (Ersan, 2011).

4.4. Regresyon Analizi

Tepki degiskeni veya bagimli degisken olarak tanimlanan “y” ve bagimsiz degisken
veya regresOr olarak tanimlanan n adet “xj, Xo...xp” arasindaki sebep sonug iliskisini
matematiksel olarak ortaya koyan yonteme regresyon analizi denilmektedir. Regresyon
analizi sonucunda bagimli degisken bagimsiz degisken cinsinden ifade edilerek, bir esitlik

elde edilmekte ve farkli olaylar ile ilgili tahminler yapilabilmektedir.

4.4.1. Bagimh degisken

Tepki degiskeni veya yanit olarak da adlandirilmaktadir. Calismada elde edilen
parasetamol giderimi bagimli degisken olarak degerlendirilmektedir.

4.4.2. Bagimsiz Degisken

Regresor olarak ta tanimlanan, bagimli degisken iizerinde etkisi olan degiskenlerdir.
Caligmada kati substrat, amonyum siilfat ve maya 0ziitli konsantrasyonlart bagimsiz
degisken olarak degerlendirilmektedir.

Regresyon analizi sonucu elde edilen fonksiyon istatistiksel bir fonksiyon
oldugundan her x degerine karsilik gelen y degeri ayni olmayip regresyon denklemi ile
elde edilen deger etrafinda yer alan ve normal dagilima benzer dagilim gosteren degerleri
icerebilmektedir. Bu nedenle regresyon analizi sonucunda bulunan denklemin gegerliligi
belirli bir giiven araliginda ifade edilmektedir. Calismada kullanilan giiven araligi ise % 95

(0=0.05) olarak belirlenmistir.
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4.4.3. F- Testi

Normal dagilima sahip iki kitlenin standart sapmalarinin esit oldugu hipoteze
denilmektedir. Standart sapmalarin esit olmasi halinde iki kitle karsilagtirilabilmektedir.
p-degeri

Ho: Model uygundur

Hi: Model uygun degildir

Hipotezler tanimlandiginda Hp hipotezinin reddedilmesini saglayan en kiiciik
anlamlilik seviyesine p-degeri denilmektedir. Istatistiksel degerlendirmede modelin ortaya
cikardigi parametrelerin modele olan katkisinin anlamli veya anlamsiz olarak

degerlendirilmesinde kullanilan bir degerdir.

4.4.4. Anova

Regresyon modelinin istatistiksel olarak anlamli olup olmadigini degerlendirmek
amaciyla kullanilan tabloya denilmektedir. Bu tabloda yer alan F-degeri modelin agikladig:
degisimin (modelin kareler toplami) agiklanamayan degisime (hatalarin kareler toplami)
orani olmaktadir. ANOVA tablosunda p<0.05 olmasi durumunda kurulan modelin anlaml
oldugu anlasilmaktadir.

Korelasyon katsayisi olarak ifade edilen R, bagimli degisken ile bagimsiz degisken
arasindaki iliskiyi gostermektedir. Bu deger -1...+1 arasinda degismekte olup bagimh
degisken ile bagimsiz degisken arasinda +1’e yakin bir korelasyon olmasi istenen bir
durumdur. R? ise kurulan modelde bagimsiz degiskenlerin bagimli degiskeni ne kadar
acikladigini yiizde olarak ifade etmektedir. Her ne kadar R? modelin agiklanma ylizdesini
ifade etse de modele katkis1 olmayan terimlerin modelden ¢ikartilmasiyla daha dogru bir
sonug elde edilir. Elde edilen yeni R? degerine ise diizeltilmis R? denilmektedir. Tahmin
Edilen R? ise modelin yeni olaylar1 tahmin edebilme yetenegini gosteren bir deger
olmaktadir.

PRESS degeri ise (Predicted Error Sum of Squares) modelin tahmin hatalarinin bir
Olclisti olarak degerlendirilmektedir. Modelde secilen bir deney noktasi i¢in tahmin edilen
deger yi olmak iizere o nokta i¢in bulunan tahmin hatasi e= yj- y; olarak bulunmaktadir. n

tane 6l¢lim noktasi i¢in olusan PRESS degeri ise;

PRESS=X1, ef =X (vi —¥:)? (4.10.)
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olmaktadir. Model segilirken bu degerin kiigiik olmasi istenmektedir.

4.4.5. Uyum Eksikligi (Lack of Fit)

Secilen modelin uygunlugunu belirlemek amaciyla yapilan teste uyum eksikligi
denilmektedir.

Ho: Model uygundur

Hi: Model uygun degildir

Hipotezler tanimlandiginda elde edilen F-degeri F-tablosunda yer alan degerden
bliyiikse Hp hipotezi reddedilir. Bu durumda bagka bir model se¢ilmelidir. Uyum
eksikliginin énemli olmasi istenmeyen bir durum oldugundan uyum eksikligi tablosunda

en yiikksek p-degerine sahip olan model se¢ilmelidir.

4.4.6. Artik Analizi

Regresyon analizi ile elde edilen modelin ortaya c¢ikardigi hata terimleri analiz
edilerek modelin tahminlemede kullanilip kullanilmayacagina karar verilir. Modelden elde
edilen hatalarin dagilimi normal dagilima uygun olmalidir. S6z konusu hatalar normal
dagilima uygun bir dagilim gosteriyorsa olusturulan model tahminlemede

kullanilabilecektir (Beyazit ve Oguz, 1998; Sen, 2002; Demiryiirek, 2009).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1. Mikroorganizma ve Biiyiime Sartlar:

Bu ¢alisma boyunca, biyojenik mangan oksitlerin tiretimi igin National Center for
Agricultural Utilization Research (Microbial Genomics & Bioprocessing Research Unit,
[llinois, USA)’den temin edilen NRRL B-14878 kodlu Pseudomonas putida bakterisi
kullanilmustir. Liyofilize halde getirilen bakteri kiiltiirii ilk olarak, patates dekstroz agarda
30 °C'deki etiivde aktive edilmis ve daha sonra mikroorganizma biiyiime ortamina
(zenginlestirme ortami) aktarilmistir. Biiylime ortaminin igerigi Tablo 5.1.’de verilmistir.
20 dakika boyunca 121 °C'de otoklavlama ile sterillenip iiretime hazirlanan zengin besi
ortamina 1/10 oraninda bakteri asilanmis, iiretim, 100 mL ¢alisma hacmine sahip 250
mL’lik erlenlerde, pH=7, 30 °C sicaklikta ve 100 rpm hizindaki calkalayicilarda
gerceklestirilmigtir. Bu besi ortaminda iiretilen bakteri kiiltiirii daha sonra biyojenik

mangan oksit iiretim ortamina (1: 10 oraninda) aktarilmistir.

Tablo 5.1. P. putida nin iiretimi i¢in segilen zengin besi ortami bilesimi

Bilesen Miktar (g/L)
Glukoz 3.0
Pepton 2.0
Maya 6ziitii 2.0
KH,PO, 1.0
K;HPO, 1.0
(NH4),SO, 1.0
MgSQO,. 7TH,0 0.05

5.2. Biyojenik Mangan Oksit Uretimi

Biyojenik mangan oksit iretimi g¢alismalarinda Boogerd ve de Vrind (1987)
tarafindan tarif edilen besi ortami kullanilmis ve bilesimi Tablo 5.2.°de verilmistir.
Biyojenik mangan oksit iretimi 100 mL ¢alisma hacminde 250 mL’lik erlenlerde
yiiriitilmiistiir. Zengin besi ortaminda 24 saat boyunca iiretilen bakteri kiiltiirii biyojenik
mangan oksit liretim ortamina 1: 10 oraninda aktarilmis ve erlenler 28 °C ve 150 rpm’de
24 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra MnCl; ile hazirlanan Mn (II) stok ¢ozeltisinden
istenen miktarda eklenmistir. Bakterilerin Mn’e adaptasyonu, mikrobiyal aktiviteyi

arttirmak i¢in 6nemli bir islemdir. Bu dogrultuda, P. putida'nin Mn (ll)’a alistirilmasi
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asamal1 olarak bir dizi deney ile gerceklestirilmistir. Ilk olarak, biyojenik mangan oksit
tiretim ortami hazirlanmis ve bakteri kiiltiirii bu ortama aktarilarak 28 °C’de inkiibe
edilmistir. 24 saat sonra Mn (11) (nihai konsantrasyon 1 mg/L) eklenmis ve inkiibasyona
devam edilmistir. Mn (Il), ortamda kahverengi parcaciklar olarak goriilen biyojenik
mangan okside oksitlenmistir. Ikinci asamada, 1 mg/L Mn iceren ortamda inkiibe edilen
kiiltiir, hazirlanan biyojenik mangan oksit liretim ortamina 1/10 oraninda aktarilmis, 24
saatlik inkiibasyondan sonra, Mn (II) (nihai konsantrasyon 2 mg/L) ilave edilmis ve
inkiibasyona devam edilmistir. Mn konsantrasyonu ayni1 sekilde arttirilmaya devam edilmis
Mn (II) konsantrasyonundaki artisla, oksitlenmis Mn konsantrasyonu artmis ve boylelikle

bakteri mangana alistirilmistir.

Tablo 5.2. Biyojenik mangan oksit iiretimi ¢alismalarinda kullanilan besin ortami

Bilesen Miktar Sterilizasyon
Maya ekstrakti 500 mg/L Otoklavlama
Glukoz 900 mg/L Otoklavlama
CaCl,.2H,0 141 mg/L Otoklavlama
MgSO,.7H,0 409 mg/L Otoklavlama
FeCl,.4H,0 2 mg/L Otoklavlama
HEPES tampon 2383 mg/L Filtre ile sterilizasyon
Casamino asit 500 mg/L Filtre ile sterilizasyon
Iz element ¢ozeltisi 1 mL/L Filtre ile sterilizasyon

Iz element ¢ozeltisi bilesenleri:

CuSQO,.5H,0 10 mg/L
ZnS0,.7H,0 44 mg/L
CoCl,.6H,0 20 mg/L
NaMo0O,.2H,0 13 mg/L

5.3. Kesikli Deneyler

pH''n Mn’nin oksidasyonu fizerindeki etkisi, 6 ila 8 arasindaki pH birim
araliklarinda, 28 °C’de ve 10 mg/L baslangi¢ Mn (Il) konsantrasyonunda degistirilerek
arastirtlmistir. Baslangig pH’1n1 ayarlamak igin H,SO4 ve NaOH kullanilmistir. Sicakligin
Mn (11)’nin oksidasyonu tizerindeki etkisi de 23, 28 ve 40 °C’de, pH 7°de ve 10 mg/L
baslangi¢ Mn (II) konsantrasyonunda belirlenmistir. Baslangic Mn (I1) konsantrasyonunun
Mn (II) oksidasyonu iizerindeki etkisini belirlemek i¢in, bir dizi Mn (II) oksidasyon
deneyi, 28 °C’de pH 7°de, 5 ila 100 mg/L arasinda degisen alt1 farkli Mn (II)
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konsantrasyonunda gergeklestirilmistir. 10 mL'lik numuneler, belirli zamanlarda alinmistir

ve 5 dakika boyunca 5000 rpm'de santrifiijlenmistir.

5.4. Iki Adimh Ekstraksiyon

CuSOQOq ve hidroksilamin hidrokloriir ¢ozeltileri kullanarak iki adimli ekstraksiyon
uygulanmistir. Bu ekstraksiyon dizisi, biyojenik mangan oksitlerde sorplanmis ve
oksitlenmis Mn (I1)’nin ayrilmasi i¢in kullanilmistir. 10 mL siv1 kiiltiir alinmig ve 5 dakika
5 000 rpm'de santrifiijlenmis, durusu, 0.22 um PTFE bir filtreden siiziilmiis ve ¢6ziinmiis
Mn (II) konsantrasyonu AAS kullanilarak ol¢lilmiistiir. Kahverengi c¢okeltiler (mangan
oksit pargaciklar1 ve bakteriyel kiitle, biyojenik mangan oksitler), 3 kez safsu ile yikanmis
ve daha sonra 10 mL 10 mM CuSO, ile ¢oziildiikten sonra bir orbital ¢alkalayicida 150
rpm’de 25 °C’de 12 saat boyunca karistirilmistir. Bu islem, adsorbe edilmis Mn (II)’nin
biyojenik mangan oksitlerden ayrilmasi igin yapilmistir (Tani vd, 2004). Cozelti daha
sonra ayni1 sekilde santrifiijlenmis, siiziilmiis ve filtrattaki Mn (1) konsantrasyonu, AAS’de
Olgtilmistiir. Ekstrakte edilen Mn (1), adsorplanmis fraksiyon olarak adlandirilmistir. 10
mM CuSOy ile ekstraksiyondan sonra kalan ¢okeltiler safsu ile yikanmis ve 10 mL 50 mM
hidroksilamin hidrokloriir i¢inde 150 rpm’de orbital bir calkalayicida 25 °C’de ii¢ saat
boyunca karistirtlmistir. Karigim 5000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenmis ve 0.22 pum 'lik
PTFE bir filtreden siiziilmiis ve siizlintiinin Mn (II) konsantrasyonu, daha once tarif
edildigi gibi bir AAS kullanilarak ol¢iilmiistiir. Ekstrakte edilen Mn iyonlar1 oksitlenmis

fraksiyon olarak adlandirilmistir.

5.5. Biyojenik Mangan Oksitlerin Karakterizasyonu

Bakteri tarafindan iiretilen biyojenik mangan oksit; X-1sin1 kirinimi (XRD), Fourier
Transform Infrared Spectrophotometresi (FTIR) ve Taramali Electron Microskopu (SEM-
EDX) ile karakterize edilmistir. FTIR spektrumlari, Thermo Scientific marka Nicolet™
IS™ 5 model cihaz ile 400-4000 cm™ arasinda kaydedilmistir. XRD deseni, Bruker marka
D8 powder model bir X-ray Diffractometer ile elde edilmistir. Yiizey morfolojisi ve
tekstiirii ZEISS marka EVO MA 10 model Scanning Electron Microskobu (SEM-EDX) ile
karakterize edilmistir. Biyojenik mangan oksit 6rneklerindeki manganin oksidasyon hali
XPS (PHI 5000 Versa Probe) ile olgiilmiistiir. XPS data analizi OriginPro (Origin2018b,

deneme siirlimii) kullanilarak yapilmaistir.
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5.6. Parasetamol Analizi

Parasetamol analizi Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi (HPLC) (Shimadzu)
ile gerceklestirilmistir. Metotta mobil faz olarak metanol/safsu/asetik asit (35/65/0.1, v/v/v)
karisimi kullanilmistir. Akis hizi 0.4 mL/dk., dedektor dalga boyu: 243 nm ve Ornekleme
hacmi ise 30 pL olarak ayarlanmistir. Kolonun tipi C18 5 um, 150x4.6 mm ve alikonma
stiresi 5.31 dakikadir.
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6. BULGULAR VE TARTISMA
6.1. Pseudomonas putida ile Biyojenik Mangan Oksit Uretimi

6.1.1. Biyojenik Mangan Oksit Uretimine pH’1n Etkisi

P. putida ’nin Mn (I1)’1 oksidize etme yetenegi iizerine pH’1n etkisi pH 6,7 ve 8’de
28 °C’de ve 10 mg/L baslangi¢c Mn (II) konsantrasyonunda arastirtlmistir. Durusuda kalan,
adsorbe edilen ve oksitlenen Mn (II) yiizdeleri, materyal metot boliimiinde tarif edildigi
gibi tespit edilmistir. Farkli pH’ta reaksiyon siiresine gére Mn (1) yiizdeleri Sekil 6.1.’de
(a-c) gosterilmektedir. P. putida’nin Mn (II) oksitleme yetenegi farkli pH degerlerinde (6-
7-8) degisiklik gostermektedir. 20 giinliik reaksiyon siiresinden sonra pH 6, 7 ve 8’de Mn
(I) oksidasyon yiizdeleri 12.1, 74.7 ve 23.6 olarak hesaplanmigtir. 20 giin reaksiyon
sliresinden sonra pH 6, 7 ve 8’de durusuda kalan Mn (II) yiizdeleri 76.3, 11.3 ve 57.0 ve
adsobe edilen Mn (II) yiizdeleri ise sirasiyla 11.6, 15.5 ve 19.4’tiir. Sonuglar Mn (I1)’nin
biyolojik oksidasyonunun pH tarafindan oldukga etkilendigini gostermektedir. En yiiksek
Mn (I1) oksidasyon yiizdesi pH 7’de belirlenmistir. Mn (Il) oksidasyon yiizdesi, 7.0°den
kiigiik veya daha yiliksek pH degerlerinde ¢ok diisiiktiir. Bu sonuglar Mn (II) oksitleyici
enzimlerin aktivitesinin pH degerinden etkilendigini ve nd6tr kosullarin Mn  (II)
oksidasyonu ig¢in elverisli oldugunu gostermektedir. Zhang vd. (2002), Leptothrix
discophora SS1 bakterisi ile Mn (Il) oksidasyon kinetigini arastirmiglar, Mn (1)
oksidasyonu i¢in optimum pH’in yaklasik olarak 7.5 oldugunu ve pH 7.5’in lizerinde Mn
(I) oksidasyon oraninda azalma oldugunu belirtmislerdir. Bohu vd. (2015), asidik ve
uranyum madenciligi alanindan izole edilen yeni bir izolat olan Mesorhizobium
australicum strainT-G1'in, farkli enzimatik yollar kullanarak hem asidik hem de nétr pH'ta
Mn (1) 'yi oksitleyebildigini bildirmislerdir. Aside toleransh bir mangan oksitleyen bakteri
olan M. australicum T-G1'in pH'a bagl olarak oksidasyon mekanizmalarini degistirerek
Mn (Il) oksidasyonunu baslatabildigini ve diisik pH’in manganin biyojeokimyasal
dongiisiinde 6nemli bir rol oynayabilecegini belirtmislerdir. Ek olarak, Larsen vd. (1999),
maksimum Mn (I1) oksitleyici aktivitenin pH 7’de meydana geldigini bildirmislerdir. pH

7’nin iizerinde ve pH 5.5’in altinda, aktivitede keskin bir azalma gézlemlenmistir.
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Sekil 6.1. Farkli pH’ta reaksiyon siiresine gére Mn (II) yiizdeleri (Mn kons.: 10 mg/L, T: 28 °C, KH: 160
rpm, ¢: Durusuda kalan Mn (II), m: Adsorplanan Mn (II), A: Oksitlenen Mn (11))
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6.1.2. Biyojenik Mangan Oksit Uretimine Sicaklik Etkisi

Sicakligimn Mn (II)’nin oksidasyonu iizerindeki etkisi de 23, 28 ve 40 °C
sicakliklarda, pH 7°de ve 10 mg/L baslangic Mn (Il) konsantrasyonunda incelenmistir.
Farkli sicakliklarda oksitlenmis, adsorbe edilmis ve durusuda kalan Mn (II) yiizdeleri,
Sekil 6.2. (a-c)’de gosterilmektedir. 20 giin reaksiyon siiresinden sonra 23, 28 ve 40 °C 'de
Mn (1) oksidasyon yiizdeleri 67.1, 74.7 ve 38.7 iken durusuda kalan Mn (II) yiizdeleri
25.5, 11.3 ve 42.6°dir. 20 giin reaksiyon siiresinden sonra 23, 28 ve 40 °C’de adsorbe
edilen Mn (II) ylizdeleri 7.4, 15.5 ve 20.4 olarak hesaplanmistir. Sonuglar, P. putida B
1478 tarafindan Mn (II)’nin oksitlenmesinin sicakliga karsit duyarli oldugunu ve Mn (1)
oksidasyonu i¢in optimum sicakligin 28 °C oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Sicaklik 23’den
28 °C’e arttinldiginda, Mn (Il) oksidasyon yiizdesi artmistir. Mn (Il) oksidasyon
yiizdesindeki artis, reaksiyonun sicakliga bagli aktivasyonuna baglanabilir (Zhang vd.,
2002). 40 °C’de reaksiyonun termal deaktivasyonundan dolay1 Mn (II) oksidasyon yiizdesi
38.7’¢ dugmiistiir. Ancak, bakteri tiirline bagli olarak literatiirde farkli sonuglar elde
edilmistir. Jiang ve dig. (2010), Mn (I1)’in P. putida MnB1 tarafindan 28 yada 30 °C’de
okside edilmedigini ve mangan oksitlerin optimum 24 °C sicaklikta olustugunu
belirtmistir. Zhang vd. (2002) tarafindan L. discophora SS1 ile Mn (II) oksidasyonu i¢in 30
°C’lik optimal bir sicaklik rapor edilmistir.. Toyoda ve Tebo (2016), 58 °C’de Bacillus sp.
SG1 tarafindan Mn (Il) oksidasyonunun ger¢eklesmedigini bildirmislerdir. Ek olarak,
Mandernack vd., (1995) tarafindan, hem kisa siireli (4 giin-2 hafta) hem de uzun siireli
yaslandirma deneyleri (1 yila kadar), 25 ve 55 °C’de zamanla mineralojik degisimleri
incelemek ve kisa veya uzun vadeli etkileri gbézlemek igin gergeklestirmistir. Mangan
minerali olusumunun sicakliga, Mn (II) konsantrasyonuna ve ortama (deniz suyu vs.
HEPES tamponu) bagli oldugu gosterilmistir. Daha diisiik degerlikli minerallerin yiiksek
Mn (1) konsantrasyonu (baslangigta 1 mM) veya/yada yiiksek sicakliklarda, SG-1 sporlari
tarafindan olusturulmus ve daha diisiik Mn (II) konsantrasyonlar1 ve sicakliklarda Mn (IV)

manganatlar ¢cokelmistir.
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Sekil 6.2. Farkli sicakliklarda oksitlenmis, adsorbe edilmis ve durusuda kalan Mn (1) yiizdeleri (Mn kons.:

10 mg/L, pH: 7, KH: 160 rpm, e: durusuda kalan Mn (II), m: Adsorplanan Mn (II), A: Oksitlenen
Mn (11))
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6.1.3. Biyojenik Mangan Oksit Uretimine Baslangic Mn (11) Konsantrasyonunun
Etkisi

Baglangic Mn (Il) konsantrasyonunun Mn (II) oksidasyonu iizerindeki etkisini
belirlemek igin, bir dizi Mn (II) oksidasyon deneyi, 28 °C’de ve pH 7’de, 5 ila 100 mg/L
arasinda degisen alti farkli Mn (II) konsantrasyonunda gergeklestirilmistir. Mn (1)
konsantrasyonlarinin bir fonksiyonu olarak zamanla durusuda kalan, adsorplanan ve
oksitlenen Mn (II) yiizdeleri Sekil 6.3. (a-€)’de gosterilmistir. 5, 10, 20, 30, 50 ve 100
mg/L Mn (Il) konsantrasyonlar1 i¢in Mn (II) oksidasyonu yiizdeleri sirasiyla 91.4, 74.7,
46.9, 37.5, 21.4 ve 7.0 olarak belirlenmistir. 5, 10, 20, 30, 50 ve 100 mg/L Mn (lI)
konsantrasyonlari i¢in durusuda kalan Mn (II) yiizdeleri sirasiyla 0, 11.3, 39.5, 49.9, 68.6
ve 84.9 olarak hesaplanmistir. Adsorbe edilen Mn (II) yiizdeleri ise sirasiyla 8.6, 14.0,
13.6, 12.6, 10.0 ve 8.1°dir. P. putida B 1478, 5 mg/L baslangi¢ Mn (I1) konsantrasyonunda
Mn (II)’nin oksitlenmesinde olduk¢a basarili olmustur. Bakteriler, 5 mg/L Mn
konsantrasyonunda kiiltiir ortamindaki manganin tamamint 14 giin reaksiyon siiresinde
uzaklagtirmigtir. Ayrica Mn (II) konsantrasyonlarinin artmasi ile Mn (II) oksidasyon
yiizdesinde bir azalma gézlenmistir. Bu, Mn (II)’nin yiiksek konsantrasyonlarinin Mn (1)
oksidasyonunu engelledigini gostermektedir. Adsorplanmis Mn (II) yiizdeleri arasinda
onemli bir fark yoktur. Jiang vd. (2010), yiiksek baslangi¢ Mn (11) konsantrasyonunda Mn
(1) 'nin oksidasyonunun inhibe edildigini ve bu inhibisyonun hiicredisi1 tabakada mangan
oksit partikiillerinin birikimi nedeniyle Mn (Il)’nin y1gin fazdan hiicre yiizeyine kiitle
transferinin engellenmesinden kaynaklandigini bildirmislerdir. Tani vd. (2004), baslangic
Mn (I1) konsantrasyonu 3 mM’yi astiginda KR21-2 tiirii ile Mn oksit olusum hizinin
azaldigint ve 5 mM’dan daha yiiksek Mn (II) konsantrasyonunda KR21-2 tiiriiniin
biiylimesinin inhibe edilmemesine ragmen, mangan oksitleme aktivitesi sergilemedigini
rapor etmiglerdir. 2 MM’ altindaki Mn (II) konsantrasyonlarda mangan oksit olusumu 72
saat i¢cinde tamamlanmistir. Zhou vd. (2015), baslangic Mn (1) konsantrasyonu ile
tiretilen biyojenik mangan oksit miktarinda oransal artis gozlemlemistir. Zhang vd. (2002),
L. discophora SS1 ile Mn (II) oksidasyon hizinin Mn (II) konsantrasyonun artist ile

arttigin1 belirtmislerdir.
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Sekil 6.3. Farkli Mn (II) konsantrasyonlarinda oksitlenmis, adsorbe edilmis ve durusuda kalan Mn (II)

yiizdeleri (T: 28 °C, pH: 7, KH: 160 rpm, #: durusuda kalan Mn (II), m: Adsorplanan Mn (l1),
A : Oksitlenen Mn (11))
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Sekil 6.3. Farkli Mn (II) konsantrasyonlarinda oksitlenmis, adsorbe edilmis ve durusuda kalan Mn (1)
yiizdeleri (T: 28 °C, pH: 7, KH: 160 rpm, ¢ : durusuda kalan Mn (II), m: Adsorplanan Mn (II), A:
Oksitlenen Mn (11)) (Devami)
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6.2. Biyojenik Mangan Oksitin Karakterizasyonu

Pseudomonas putida tarafindan iretilen biyojenik mangan oksitlerin  X-1gm1
difraktogrami Sekil 6.4.’de gosterilmistir. XRD desenlerinde belirgin kristalin noktalari
gozlenmemistir. Bu, biyojenik mangan oksitlerin zayif sekilde kristalize oldugunu
gostermektedir. Mangan oksitleyici bakteriler tarafindan iiretilen biyojenik mangan
oksitlerin benzer X-1isim1 difraktogrami onceki ¢alismalarda rapor edilmistir (Wang vd.,
2017; Meng vd., 2009; Tran vd., 2018).

Biyojenik mangan oksitlerin bilesimi FTIR spektrumlari ile dogrulanabilir (Xiaoye
vd.., 2013). Biyojenik mangan oksit 6rneginin FTIR spektrumlar1 kaydedilmis ve Sekil
6.5.°de gosterilmistir. Literatiirde, 1500 cm™’den daha diisik dalga boyundaki piklerin
mangan oksitlerin Mn-O titresimini ve 200-1400 cm™ arahiginda piklerin birnesitin ana
absorpsiyon bantlarini temsil ettigi bildirilmistir (Xiaoye vd., 2013). Yaklasik olarak 763,
723, 698, 657 ve 596 cm™’deki pikler, biyojenik mangan oksitlerin Mn-O kafes
titresimlerine atfedilebilir. 1528, 1440, 1379, 1277, 1235 ve 1059 cm™deki pikler ise
birnesitin Mn (I11)-OH titresimine atfedilebilir (Xiaoye vd., 2013; Sinha vd. 2011). 3282 ve
1588 cm™ absorpsiyon bantlari, sirasiyla kristalizasyon suyuyla iliskili OH-gruplarinin
biikiilme ve titresim gerilmeleri nedeniyle olusabilir (Li vd., 2017; Wu vd. 2017a). Bu
sonuglara gore, biyojenik mangan oksitler, literatiirde bildirilen karakteristik FTIR
spektrumlarini gostermektedir (Xiaoye vd., 2017; Li vd. 2017; Wu vd. 2017a; Sinha vd.
2011).
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Sekil 6.4. Pseudomonas putida tarafindan tiretilen biyojenik mangan oksitlerin X-igin1 difraktogrami
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Sekil 6.5. Biyojenik mangan oksit 6rneginin FTIR spektrumlari

Sekil 6.6., biyojenik mangan oksitlerin SEM-EDX goriintiilerini gostermektedir.
Biyojenik mangan oksitler, bakteriyel hiicrelere yakindan bagl yogun diizensiz pargacik
agregasyonu gostermektedir. Bu nedenle, biyojenik mangan minerallerini bakteriyel
hiicrelerden ayirmak ve parcacik boyutlarin1 tahmin etmek ¢ok zordur. Bu goriintii ayrica
mangan oksitlerin bakteriyel yiizey lizerinde dogrudan ¢okelme egiliminde olmadigini da
gosterir (Xiaoye vd., 2013). Benzer sonuglar bir¢ok yazar tarafindan bildirilmistir (Xiaoye
vd., 2013; Kim vd., 2012; Wu vd., 2017b; Wang vd., 2017; Barboza vd., 2017). EDX
spektrumlarinda goriildiigi gibi, biyojenik mangan oksitler; karbon (C), oksijen (O), azot
(N) ve fosfor (P) elementlerine ek olarak Mn’den olusmaktadir. Bu olgu, biyojenik mangan

oksitlerin; bakteriyel hiicrelerle bir mangan oksit kompleksi olarak da ortaya g¢iktigini
gostermektedir (Liang vd., 2017).
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EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :9 Apr 2018
WD = 7.5 mm Mag= 100X Time :9:65:07

10 pm EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :9 Apr 2018
- WD = 7.5 mm Mag= 1.00KX Time :9:57:56

Sekil 6.6. Biyojenik mangan oksitlerin SEM-EDX goriintiileri
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EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :9 Apr 2018

WD = 7.5 mm Mag= 5.00 KX Time :10:03:23

2 um EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :9 Apr 2018
WD = 7.5 mm Mag= 7.50KX Time :10:04:57

Sekil 6.6. Biyojenik mangan oksitlerin SEM-EDX goriintiileri (devami)
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2 pum EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Date :9 Apr 2018
WD = 7.5 mm Mag= 10.00 KX Time :10:06:27

¥ 0.001 cps/eV

C & 47.1% 59.57
o B8 25.00 23.71
Mn 25 11.25 3.11
H 7 10.17 11.02
Ca 20 4.92 1.86
P 15 1.49 0.73

Total: 100.00 100.00

8 10 12 14

Sekil 6.6. Biyojenik mangan oksitlerin SEM-EDX gériintiileri (devam)

XPS bir maddenin yiizey element bilesimi ve elementin oksidasyon halinin
incelenmesinde kullanilan iyi bir aragtir (Wang vd., 2012). Biyojenik mangan oksitlerin

yiizey atomik bilesimlerinin tayini XPS analizi ile ger¢eklestirilmistir. Analizden elde
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edilen genis spektrumlar Sekil 6.7. (a-b)’de verilmektedir. Bu spektrumlarda pikler
sirastyla Cls, Ols ve Mn (2p1/2 ve 2p3/2) atomlarina ait pikleri gostermektedir. Mn 2p3/2
ve Mn2pl/2 sinyallerinin dekonvoliisyonun manganin oksidasyon halinin ayirt edilmesi
i¢in faydali oldugu bilinmektedir (Wu vd., 2017a). Mn 2p pikleri Gaussian curve fitting ile
degerlendirilmistir. Biyojenik mangan oksitin yilizeyinde Mn 2p’nin XPS spektrumlari
641.6 eV, 644.4 eV (2p3/2) ve 652.9 eV (2pl/2)’de ii¢ pik igermektedir. 641.6 eV’da
konumlanan baglanma enerjisi Mn (III)’e indekslenir (Du vd., 2016; Wu vd., 2017a).
644.4 eV’deki pik Mn (IV)’e karsilik gelir (Wang vd., 2016). Biyojenik mangan oksitin
yiizeyinde Mn (1) ve Mn (IV)’iin atomik orani1 67.2: 32.8 olarak tespit edilmistir. Bu
sonuclar biyojenik mangan oksitteki mangan tiirleri igcinde Mn (III)’lin esas degerlik hali

oldugunu gostermektedir.
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6.3. Biyojenik Mangan Oksitler ile Parasetamol Giderimi

6.3.1. Biyojenik Mangan Oksitler ile Parasetamol Giderimi Uzerine pH’mn EtKkisi

Literatiirde, bakteriyel hiicreler biiylimenin duragan fazina girmesinden sonra Mn (I1)
oksidasyonunun basladig1 belirtilmistir (Furgal vd., 2015). Bu nedenle, bakteri hiicreler
ekimden sonra yaklasik 24 saat sonra inkiibe edilmistir. Daha sonra istenen
konsantrasyonda (20 mg/L) Mn (II) biiyiime ortamina eklenmistir. Mangan oksidasyonu ile
kahverengi ¢okeltiler olusmus ve olusan kahverengi ¢okeltiler 5000 rpm’de 5 dakika
santrifiijleme ile toplanmis, safsu su ile yitkanmis ve biyojenik mangan oksitler olarak
parasetamol giderilmesinde kullanilmigtir. Biyojenik mangan oksitleri ile parasetamol
gideriminde ¢6zelti pH’ min etkisi 5 ila 8 arasinda dort farkli pH degerinde incelenmistir.
Baslangi¢ parasetamol konsantrasyonu 2 mg/L iken biyojenik mangan oksit
konsantrasyonu (BMO) 1 g/L’dir. Sekil 7.8.’den gorildigii gibi, pH 5, 6, 7 ve 8’de
yaklasik olarak % 48.5, 48.8, 68.7 ve 51.3 oraninda parasetamol 216 saat iginde
giderilmistir. pH 5 ve 6’da, hemen hemen ayn1 giderim verimi elde edilmistir. En yiiksek
giderim verimi pH 7’de elde edilmistir. 24 saat sonra giderim verimi % 21.5 iken 48 saat
ve 216 saat sonra sirasiyla parasetamolin % 32.9 ve 68.7’i giderilmistir. Bu,

parasetamoliin biyojenik mangan oksitlerle giderilmesinde pH 7’nin uygun oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 6.8. Farkli ¢ozelti pH’inda parasetamol giderim verimlerinin zamanla degisimi (T: 30 °C, C,: 2 mg/L,
BMO: 1g/L, ¢:pH5, m:pH6, A:pH 7, @:pH8)
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Tu ve dig. (2014), Pseudomonas sp. G7 tarafindan olusturulan biyojenik mangan
oksitlerin pH 7°de siprofloksasin oksidasyonu i¢in en yiiksek reaktiviteye sahip oldugunu
belirtmislerdir. Meerburg vd. (2012), biyojenik mangan oksitlerin ve giimiisiin birlesik
aktivitesi ile pH 7’de diklofenak ve 2-anilinofenilasetat degradasyonunu arastirmis ve
Pseudomonas putida MnB6 ile devam eden mangan oksidasyonu sirasinda diklofenak’in
hizla pargalandigini bildirmistir. Liang vd. (2017), Microbacterium sp. CSA40 ile
biyojenik mangan oksit (BMnOx) iiretimini ve BMnOx ile As (III) giderilmesini arastirmis
ve As’in % 90’indan fazlasinin pH 7°de BMnOx tarafindan uzaklastirildigini belirtmistir.
Wu vd. (2017b), biyo-islenmis kimyasal endiistriyel atik suyundan 1,2,4-triazol
giderilmesinde biyojenik mangan oksitlerin (BioMnOx) roliinii arastirmiglar ancak iretilen
BioMnOx ile 1,2,4-triazol gideriminin optimal olarak pH 5°te gerceklestigini rapor
etmisleridir. Yazarlar, daha diisik pH degerlerinde elektron transferinin kolaylastirildigini
belirtmislerdir. MNOy’nin indirgenmesi i¢in protonlarin gerektigini ve biyojenik mangan
oksitleri ile 1,2,4-triazol giderilmesinin biyojenik mangan oksitlerin yiizey yiikiine
kuvvetle bagl bir yiizey reaksiyonu oldugunu ifade etmislerdir. Kim vd. (2012), EE2
gideriminin Mn oksitlerin oksitleyici giicline ve ¢ozelti pH'ina bagl oldugunu bildirmistir,
clinkii MnO,’nin Mn (11)’e indirgenmesi, Denklem (6.1.)’de gosterildigi gibi protonlarin

katiliminm gerektirmektedir.

1 1
—MnO, +2H +e ->—-Mn*_ +HO
2 2fs} 2 {aq} (61)

2

Ancak, bizim ¢alismamizda farkli pH'larda elde edilen giderme verimleri arasinda
cok biiyiik bir fark yoktur. pH 7°de elde edilen giderim verimi diger pH’larda elde edilen
verimlerinden biraz daha biiyiiktiir. Onceki sonuglarimiza gore, Mn (II)’nin Pseudomonas
putida tarafindan yeniden oksitlenmesi pH 7 disinda meydana gelmeyebilir. Forrez vd.
2010, diklofenakin notr pH'da (6-7.5) BioMnOx varliginda oksitlendigini ve mangan
oksidize edici bakteriler tarafindan Mn (II)’nin yeniden oksidasyonunun bu aralik disinda
meydana gelmedigini bildirmistir. Bu nedenle, pH 7’deki giderim verimi biraz daha
yiiksek olabilir. Buna ek olarak, dogal toprak ve su zayif asidik ve nétiirdiir, bu nedenle,
dogal ortamda Kkirletici maddeler biyojenik mangan oksitleri ile giderilebilir. Biyojenik
mangan oksitlerin, bakterilerin mangan oksit barinaklariyla ultraviyole karsi korunma
avantaji vardir (Liu vd., 2017). Sekil 6.9.’da biyojenik mangan oksitleri ile parasetamol

giderimi sirasinda reaksiyon c¢ozeltisindeki Mn (1) konsantrasyonunun degisimini
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gosterilmektedir. Reaksiyon sirasinda mangan (1) konsantrasyonu siirekli artmigtir. Bu,
Mn (111 veya IV)’iin Mn (I1)’e indirgendigini gosterir. Cozelti pH’1 5, 6, 7 ve 8°de, 216 saat
sonra ¢ozelti igindeki Mn (II) konsantrasyonlar1 sirasiyla 3.9, 2.8, 3.2 ve 2.8 mg/L
civarinda olmustur. Literatiirde, bir elektron alicis1 olarak biyojenik mangan oksitlerin
kirleticilerle reaksiyona girdiginde Mn (II)’e indirgenebilecegi belirtilmistir (Tu vd. 2014,
Liang vd., 2017). Deneylerin sonunda pH degerleri 6l¢iilmiis ve ¢ozelti pH’larinin sirasiyla
5.38, 6.46, 7.26 ve 8.53’¢ yiikseldigi goriilmistiir.
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Sekil 6.9. Farkli ¢ozelti pH’larinda Mn (IT) konsantrasyonunun zamanla degisimi (T: 30 °C, C,: 2 mg/L,
BMO: 1g/L, «:pH5, m: pH6, A:pH7, e:pH8)

Reaksiyon hizi sabitlerini belirlemek i¢in asagidaki denklemde (Denk. (6.2.)) verilen
birinci mertebeden kinetik model uygulanmstir (Liu vd., 2017). Burada, k birinci derece
hiz sabiti, C ¢esitli zamanlarda (t) parasetamol konsantrasyonudur. C,, parasetamoliin
baslangic konsantrasyonudur. Zamana kars1 In (C/Cy) grafige gegirilmis (Sekil 6.10.) ve
verilerin yiiksek regresyon katsayilarina sahip birinci dereceden kinetik modelle iyi bir
sekilde uyum sagladigi goriilmiistiir. Reaksiyon hizi sabitleri 5, 6, 7 ve 8’lik ¢6zelti pH’1
icin sirastyla 0.0029, 0.0030, 0.0051 ve 0.0033 h olarak belirlenmistir.

In (C/Co) = - k.t (6.2.)
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Ln(C/C,)
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Sekil 6.10. Zamana kars1 Ln (C/Cy) grafigi (T: 30 °C, C,: 2 mg/L, BMO: 1 g/L, ¢:pH 5, m: pH 6, A: pH 7,
e:pH8)

6.3.2. Biyogenik Mangan Oksitlerle Parasetamol Giderimi Uzerine Biyojenik Mangan
Oksit Miktarmin EtKisi

Parasetamol gideriminde biyojenik mangan oksit miktarinin etkisi 0.5 ila 5 g/L
arasinda degisen 5 farkli miktarda incelenmistir. Baslangi¢ parasetamol konsantrasyonu 2
mg/L iken ve c¢ozeltisi pH’1t 7’e¢ ayarlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 6.11.°de
gosterilmistir. Cozeltideki biyojenik mangan oksit miktarinin artmasi, parasetamol giderim
verimini artirmigtir. 0.5, 1, 2, 3 ve 5 g/L biyojenik mangan oksit kullanildiginda 24 saat
sonunda sirastyla parasetamoliin % 15.9, 21.5, 26.6, 36.4 ve 48.9’u 48 saat sonra ise
sirasiyla % 23.2, 32.9, 39.3, 53.3 ve 68.6°1 giderilmistir. 216 saat sonra ise parasetamol
giderim verimleri ise sirasiyla % 48.6, 68.7, 82.6, 96.6 ve 100 olmustur. Parasetamoliin
tam giderimi 5 g/L biyojenik mangan oksit miktarinda 216 saat sonunda basarilmistir. Bu
nedenle, sonraki deneylerde 5 g/L biyojenik mangan oksit miktar1 kullanilmistir. Sonuglar,
biyojenik mangan oksitlerle parasetamol gideriminin yiizeye bagimli bir reaksiyon
oldugunu ortaya c¢ikarmistir. Biyojenik mangan oksit miktarinin artmasi, ylizey reaktif
alanlarin sayisinin artmasina neden olabilir (Kim vd., 2012). Wu vd. (2017b), biyojenik
mangan oksit tretiminin Mn (II) konsantrasyonunun artmasiyla arttigini ve biyojenik
mangan oksit miktarinin artmasi ile artan aktif yiizey alanlarina bagh olarak 1,2,4-triazol
gideriminin beklendigi gibi arttigin1 belirtmistir. Liang vd. (2017), biyojenik mangan
oksitler ile As (I1ll) giderilmesini arastirmigs ve biyojenik mangan oksit dozlarinin

artmasmin As giderimini arttirdigini, toplamda % 90°’dan fazla As’nin 0.5 g/L biyojenik
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mangan oksitler ile giderildigini belirtmislerdir. Sekil 6.12.’de farkli biyojenik mangan
oksit miktarlarinda parasetamol giderimi siliresince ortama salman Mn (II)
konsantrasyonunun degisimini gosterilmektedir. 0.5 ve 1 g/L biyojenik mangan oksit
miktarlarinda reaksiyon siiresince mangan (II) konsantrasyonu siirekli olarak artmistir. Bu
Mn (Il veya IV)’in Mn (I)’a indirgendigini gostermektedir. Ancak; 2, 3 ve 5 g/L
biyojenik mangan oksit kullanilan ortamlarda Mn (II) konsantrasyonu baglangicta artmistir.
Yaklasik olarak 36 saatten sonra Mn (III/IV) indirgenmesi durmus ve Mn (II)
konsantrasyonu siirekli olarak azalmistir. Bu ortama salinan Mn (II)’nin P. putida

tarafindan yeniden oksitlendigini gostermektedir.
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Sekil 6.11. Parasetamol gideriminde biyojenik mangan oksit miktarimn etkisi (T: 30 °C, C,: 2 mg/L, pH:
7,4:050/L,m:1g/L, A:2g/L,e:3¢g/L,a:5g/L)
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Sekil 6.12. Farkli biyojenik mangan oksit miktarlarinda parasetamol giderimi siiresince ortama salinan
Mn (II) konsantrasyonunun degisimi (T: 30 °C, C,: 2 mg/L, pH: 7, :05g/L, m: 1 g/L, A:2
g/L, e:3 g/L,0:50/L)
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Liu vd. (2017), bunun biyojenik mangan oksitin siirekli reaktivitesini sagladigini
bildirmistir. Liang ve dig. (2017), ortama salinan Mn (II)’nin uygulama siirecinde yeniden
Mn (111/1V)’e oksitlendiginden dolayi, biyojenik mangan oksitin As (l1l) giderimi igin
kirlilik igermeyen, maliyeti az ve yliksek verimli bir malzeme oldugunu belirtmistir. Forrez
vd. (2010)’de benzer bir durum goézlemlemistir. 0,5, 1, 2, 3 ve 5 g/L biyojenik mangan
oksit miktarlarinda, 216 saat sonra ¢ozelti igindeki Mn konsantrasyonlari sirasiyla 2.0, 3.2,
5.6, 4.8 ve 5.0 mg/L civarindadir. Deneyin sonunda ¢ozelti pH’lar1 sirasiyla 7.28, 7.26,
7.22, 7.38 ve 7.52’¢ yiikselmistir. Liu ve dig. (2017), mangan-oksitleyen bakterilerin
metabolizma yolu ile pH’1 muhtemelen arttirdigini belirtmislerdir.

Reaksiyon hizi sabitlerini belirlemek icin birinci dereceden Kkinetik model
uygulanmis ve Sekil 6.13.’den goriildiigii gibi, veriler birinci mertebeden kinetik model ile
uyum saglamistir. Reaksiyon hiz1 sabitleri, 0.5, 1, 2, 3 ve 5 g/L biyojenik mangan oksit
miktarlar i¢in sirasiyla 0.0029, 0.0051, 0.0074, 0.0139 ve 0.0171 h™ olarak belirlenmistir.
Biyojenik mangan oksitler konsantrasyonu 0.5’den 5 g/L’ye ¢ikarildiginda, birinci derece
reaksiyon hiz1 sabiti yaklasik alt1 kat artmistir ve goriildiigli gibi en yiiksek hiz sabiti 5 g/L
biyojenik mangan oksit miktarinda elde edilmistir. Forrez vd. (2010), biyojenik mangan

oksit miktarinin hiz sabitleri {izerinde dogrusal bir etkiye sahip oldugunu bildirmislerdir.
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Sekil 6.13.  Zamana kars1 In (C/Cg) grafigi (T: 30 °C, C,: 2 mg/L, pH: 7, ¢: 05g/L, m: 1 g/L, A: 2 g/L, e:
3g/L,o:50/L)

6.3.3 Biyojenik Mangan Oksitler ile Parasetamol Giderimi Uzerine Parasetamol

Konsantrasyonunun EtkKisi

05 ile 10 mg/L arasinda degisen bes farkli baslangic parasetamol
konsantrasyonlarinda parasetamol giderimi, pH 7°de ve 5 g/L biyojenik mangan oksit

miktarinda incelenmis ve elde edilen sonuglar Sekil 6.14.’de gosterilmistir. 0.5 ve 1 mg/L
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parasetamol konsantrasyonlar1 kullanildiginda 192 saat sonra parasetamol tamamen
giderilmistir. 2 mg/L parasetamol konsantrasyonunda tam giderim 216 saat sonra
basarilmistir. 5 ve 10 mg/L parasetamol konsantrasyonlarinda giderim verimleri sirasiyla
% 93.7 ve 93.5°dir. 5 ve 10 mg/L parasetamol konsantrasyonlar1 kullanildiginda giderim
verimlerinde hafif bir diisiis gézlenmistir. Wu vd. (2017b), biyojenik mangan oksitlerle
1,2,4-triazol gideriminin 5.00 mg/L’nin {izerindeki 1,2,4-triazol konsantrasyonlarinda
belirgin sekilde azaldigimi bildirmislerdir. Kirletici maddelerin uzaklastirilmasinin bir
yiizey reaksiyonu ile gerceklestirildigini one siirmiislerdir. Ik asamada, yiizey
kompleksinin olustugunu, daha sonra kirleticinin doniisiim {irlinlerinin ve yeni olusturulan
Mn (11)’nin biyojenik mangan oksit yiizeyinde birikebilecegini belirtmislerdir. Ek olarak,
yiksek konsantrasyonlardaki kirleticinin yiiksek toksisite dogasi, hem mangan
oksidasyonunda hem de kirletici maddelerin uzaklastirilmasinda yer alan
mikroorganizmalarin faaliyetlerini engelleyebilir ve bu da daha yiiksek konsantrasyonlarda
kirletici maddelerin gideriminin diisiik olmasina neden olabilir.

Sekil ~ 6.15.de  parasetamol  giderimi  sirasinda  farkli  parasetamol
konsantrasyonlarinda salinan Mn (II) konsantrasyonunun degisimi gosterilmektedir. Mn
(IT) konsantrasyonu baslangicta artmis ve yaklasik olarak 36 saatten sonra Mn (III/IV)
indirgenmesi durmustur. 0.5, 1, 2, 5 ve 10 mg/L parasetamol konsantrasyonlarinda 216
saat sonra ¢ozeltiye salinan Mn (II) konsantrasyonlar1 sirasiyla 3.6, 9.0, 8.6, 10.3 ve 4.2

mg/L olarak tespit edilmistir.
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Sekil 6.14. Farkli baglangig parasetamol konsantrasyonlarindaki giderim yiizdeleri (T: 30 °C, pH: 7, BMO: 5
g/L, ¢:0.5mg/L, m: 1 mg/L, A:2mg/L, e: 5 mg/L, o: 10 mg/L)
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Sekil 6.15. Parasetamol giderimi sirasinda farkli parasetamol konsantrasyonlarinda salinan Mn (II)
konsantrasyonunun degisimi (T: 30 °C, pH: 7, BMO: 5 g/L, ¢: 0.5 mg/L, m: 1 mg/L, A: 2
mg/L, e: 5 mg/L, o: 10 mg/L)

6.4. Tepki Yiizey Yontemi ile Ortam Optimizasyonu

Calismanin bu asamasinda, maksimum parasetamol giderimi elde etmek ve birbirini
etkileyen degiskenlerin rollerini anlamak i¢in tepki yiizey metodu ile parasetamol giderimi
optimize edilmeye ¢alisilmistir. Calismada gergeklestirilen 6n denemelerde; pH, biyojenik
mangan oksit ve parasetamol konsantrasyonlarinin giderimi etkileyen onemli faktorler
oldugu belirlenmistir. Optimizasyon Merkezi Kompozit Tasarim (MKT) ile yapilmigtir.
Burada 2° faktdriyel dizayn, 20 deney ile tamamlanmistir. Ikinci dereceden polinominal
katsayilar Design Expert Software (versiyon 7.0, State-Ease, Inc., Mineapolis, MN)
istatistik paketi kullanilarak hesaplanmis ve analizlenmistir. Modelin istatistiksel analizi
varsans analizi (ANOVA) kullanilarak yapilmistir.

pH (A), parasetamol konsantrasyonu (B) ve biyojenik mangan oksit konsantrasyonu
(C) bagimsiz degiskenler olarak se¢ilmis ve dizaynda her bir faktor bes farkli seviyede (-a,
-1, 0, 1, +a) calisilarak bagimsiz degiskenlerin seviyeleri optimize edilmistir. 8. giinde elde
edilen parasetamol giderimi (%) dizayn deneylerinin tepkisi (response) olarak alimmaistir.
Bu c¢alismada arastirilan bagimsiz degiskenlerin araliklar1 ve seviyeleri Tablo 6.1.’de

verilmistir.
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Tablo 6.1. Merkezi Kompozit Tasarim (MKT)’a gore bagimsiz degiskenlerin kodlanmis ve gercek
degerleri

Degiskenler Sembol  Calisma arahgi ve degerleri

-1.682(-a) -1 0 1 +1.682(+a)
pH A 5.00 5.81 7.00 8.19 9.00
Parasetamol kons. (mg/L) B 0.50 5.47 12,75 20.03  25.00
Biyojenik mangan oksit C 0.0 2.03 5.00 7.97 10.00

konsantrasyonu (g/L)

MKT deneysel planina gore deneyler yapilmis ve elde edilen sonuglar Tablo 6.2.’de

verilmistir.

Tablo 6.2. MKT’a gore deney tasarim ve gdzlenen parasetamol giderim ytizdeleri (%)

Degiskenler Tepki
Deney A B C Parasetamol giderim

No verimi, (%)
1 7.00 12.75 5.00 95.3
2 7.00 12.75 5.00 95.3
3 5.81 5.47 2.03 70.9
4 8.19 5.47 2.03 82.0
5 5.81 20.03 2.03 40.0
6 7.00 0.50 5.00 94.9
7 8.19 20.03 7.97 99.2
8 8.19 5.47 7.97 76.2
9 7.00 12.75 5.00 95.3
10 5.81 20.03 7.97 90.8
11 7.00 12.75 5.00 95.3
12 7.00 12.75 5.00 95.3
13 7.00 25.00 5.00 51.5
14 5.81 5.47 7.97 70.6
15 7.00 12.75 5.00 95.3
16 9.00 12.75 5.00 76.8
17 8.19 20.03 2.03 33.3
18 5.00 12.75 5.00 67.6
19 7.00 12.75 0.00 1.2
20 7.00 12.75 10.00 97.5

Bu degerlere gore Tepki Yiizey Metodu analizi gergeklestirilmis elde edilen
sonuglarin varyans analizi (ANOVA) Tablo 6.3.’de verilmistir.

63



Tablo 6.3. Ortam bilesenlerinin bir fonksiyonu olarak parasetamol giderim veriminin ikinci dereceden

polinom (kuadratik) modeli i¢in varyans analizi (ANOVA)

Kareler Serbestlik  Ortalama F degeri  p degeri
toplam derecesi Kare Prob > F
Model 12106.27 9 1345.14 11.39 0.0004 6nemli
A-pH 84.01 1 84.01 0.71 0.4188
B-parasetamol kons. 876.20 1 876.20 7.42 0.0214
C-biyojenik man. ok. 5439.55 1 5439.55 46.04 <0.0001
kons.
AB 28.13 1 28.13 0.24 0.6341
AC 11.52 1 11.52 0.098 0.7613
BC 1884.98 1 1884.98 15.95 0.0025
A? 632.77 1 632.77 5.36 0.0432
B’ 567.05 1 567.05 4.80 0.0533
c 3116.26 1 3116.26 26.38 0.0004
Artik 1181.47 10 118.15
Uyum eksikligi 1181.47 5 236.29
Saf hata 0.000 5 0.000
Dogrulanmis Toplam 13287.75 19

R?% 0.9111, Adj R% 0.8311, Adeq. Precision; 9.973

ANOVA degerlerinden de anlasilacagi gibi, verilerin modele uygunlugu oldukca
anlamhidir. Ornegin, verilerin dagilimdan uzakligmin 6lgiisii olan Fisher’s F-test degeri
11.39 (ortalama kare regresyon/ ortalama kare artik) olup oldukga diisiik olasilik
degerlerine sahiptir [(Pmoger™>F)= 0.0004]. Prob>F degerinin 0.05’den kiigiik olmas1 model
terimlerinin anlamli oldugunu gostermektedir. Model terimlerinin 0.10’den daha biiyiik
degerler1 onemli degildir. Model F degerleri ve ¢ok diisiik olasilik degerleri (P degeri:
0.0004) modelin olduk¢a Onemli oldugunu isaret etmektedir. Ayrica determinasyon
katsayisinin R? = 0.9111 olmasi1 da modelin dogrulugunun bir gostergesidir. R? degerleri,
deneysel parametreler ve karsilikli etkilesimlere bakilarak ifade edilen gozlenmis tepki
degerinin ne kadar degistiginin bir 6liisiinii verir. R”nin 1’e yakin degerleri deneysel ve
tahmin edilen degerler arasinda iyi bir korelasyon ve tahminler ve yanitlar arasinda iyi bir
model oldugunu gosterir. Yiizde olarak ifade edildigi zaman, parasetamol giderimi i¢in
toplam varyasyonun % 91’1 bagimsiz degiskenlere atfedildigi ve toplam varyasyonun %
9’unun modelle agiklanamadigini belirtmektedir.

Ayarlanmis (Adj) R? degeri 0.83’diir. Ayarlanmig R? 6rnek hacmi ve modeldeki
degisken sayisindan dolay1 R? degerini diizenler. Eger modelde bircok degisken varsa ve
ornek hacmi olduk¢a fazla degilse ayarlanmig R? degeri R%den daha diisiik olabilir
(Kaushik vd., 2006). Bu degerler, R* degerleri ile uyum icindedir. Yeterli kesinlik
(adequate precision), sinyal giiriiltii oranin1 gosterir ve genelde 4’den biiyiik bir deger

olmasi istenir (Pareek vd., 2011). Parasetamol giderimi igin elde edilen 9.973 ‘adequate
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precision’degerleri uygun bir sinyali isaret eder ve modelin dizayn alani iginde
kullanilabilecegini 6ne siirer.

Tepki ylizey metodu analizi sonucu elde edilen ve parasetamol giderimi ile pH,
parasetamol konsantrasyonu ve biyojenik mangan oksit konsantrasyonu arasindaki amprik
iliskiyi veren kodlanmis birimdeki regresyon esitligi;

Parasetamol giderimi = +95.06 + 2.48A -8.01 B +19.96 C -1.87 AB +1.20AC
+1535BC -6.63 A" -6.27 B* -14.71C

Katsayilara ait P-degerleri kiyaslandiginda; B, C, BC, A®ve C?’nin 0.05’den kiigiik
degerleri bu proses degiskenlerinin etkisinin parasetamol giderimi {izerinde ©Onemli
oldugunu; bu degiskenlerde yapilacak degisikliklerin parasetamol giderim yiizdesini
degistirecegini belirtmektedir. Modele gore hesaplanmis tahmini degerler ve gozlenmis
degerlere karsi ¢izilmis egriler Sekil 6.16.’de verilmistir. Sekilden de goriildigi gibi
deneysel gercek degerlerle modelden tahmin edilen degerler kabul edilebilir bir sinirdadir.

Sekil 6.17.”de referans noktasina gore secilmis bir degere gore aktivitenin A, B ve C

ile olan degisimleri goriillmektedir.

100.00 _

75.25 —

50.50 -

25.75

Tahmin Edilen Degerler

1.00 -

L T T T T
1.20. 25.70 50.20 74.70 99.20
Gergek Degerler

Sekil 6.16. Parasetamol giderimi i¢in gdzlenmis degerlere kars1 hesaplanmis tahmini degerlerin degisimi

65



Perturbation

110 —

O

325 —| B

55 —

Parasetamol giderim yiizdesi

275 —

T T T T T
-1.000 -0.500 0.000 0500 1.000

Referans noktadan sapma (kodlanms birimler)

Sekil 6.17. Referans noktasina gore secilmis bir degere gore parasetamol gideriminde bagimsiz
degiskenler olan A, B ve C’nin etkisini gosteren perturbation grafigi

Tepki yiizey metodu analizi sonucu elde edilen regresyon esitligi ti¢ boyutlu ve iki
boyutlu kontur ¢izim ile ifade edilebilmektedir. Ug boyutlu ve kontur egrileri Sekil
6.18.’de verilmistir. Her bir egride, bir degisken sifir (0) seviyesinde korunurken iki

faktoriin etkisi verilmistir.

66



=]
f’“h 87
:
'E' 75
3
= 63
:
g 5
1o
3]
By
20.03 8.19
547 581
2003
77 G482 81.7463 77 6452
16,39 —
B
1275
9.11
5.47
581 B.41 7.00 7.59 8.19
A
Sekil 6.18. Parasetamol giderim veriminde; pH (A) ve parasetamol konsantrasyonu (B) ve biyojenik

mangan oksit miktarinin (C) etkisini gosteren ii¢ boyutlu ve iki boyutlu tepki yiizey egrileri

67



110

s 825
g 55
£
B 275
<
-
w
g
3]
By

7.97
797
6.49

C

5.00
351

()
O’:
%

o
s
¥

y
/
i

o

.

:

i
0
A
o
sy

Leietiey

g
%
0
)
¢

i

O

s
4
5
"

;
/
b
0

v
4

emeds
2

§

4
i
)

203 381

77.3701

69.0784

60.7868

203 h

581

6.41

[
7.00

A

7.59 8.19

Sekil 6.18. Parasetamol giderim veriminde; pH (A) ve parasetamol konsantrasyonu (B) ve biyojenik mangan

oksit miktarimin (C) etkisini gosteren ii¢ boyutlu ve iki boyutlu tepki yiizey egrileri (devami)

68



£ go5 e
E b
3
F 55
@
@ 275
:
L
o 0
1™
3]
By
7.07 "'" 20.03
6.49
5.00
C
351 911 g
203" 547
7.97
§.40
C
5.00
3.51 76.5702
54 6696
42 7104
2.03 ]
547 9.11 1275 16.39 20.03
B

Sekil 6.18. Parasetamol giderim veriminde; pH (A) ve parasetamol konsantrasyonu (B) ve biyojenik mangan

oksit miktarimin (C) etkisini gosteren ii¢ boyutlu ve iki boyutlu tepki yiizey egrileri (devami)

69



6.5. Parasetamol Giderim Mekanizmasi

Biyojenik mangan oksitler ile parasetamol gideriminde bakteriyel metabolizma,
adsorpsiyon ve oksidasyonun Onemini ortaya ¢ikarmak i¢in Pseudomonas putida kiiltiiri,
1s1 ile inaktive edilmis Pseudomonas putida kiiltiri ve 1s1 (30 dakika otoklavla
inaktivasyon) ve sodyum azid (20 mM NaN3) ile inaktive edilmis biyojenik mangan
oksitler ile kontrol deneyleri yapilmis elde edilen sonuglar Sekil 6.19.’da sunulmustur.
Pseudomonas putida kiiltiirii ve 1s1 ile inaktive edilmis Pseudomonas putida kiiltiiri
varliginda parasetamol giderim verimi sirasiyla % 54.7 ve 53.3 olarak tespit edilmistir. Bu
sonu¢ bakteriyal metabolizmanin parasetamol gideriminde bir 6neminin olmadigin1 ve
inaktive Pseudomonas putida hiicrelerinde % 53 oraninda parasetamoliin adsorplandigini
gostermektedir. Ist ve sodyum azid ile inaktive edilmis biyojenik mangan oksitler
varliginda parasetamol giderim verimleri % 94.5 ve 96.3 olarak belirlenmistir. 10 mg/L
parasetamol ve 5 g/L biyojenik mangan oksit iceren reaksiyon kosullarinda parasetamol
giderim verimi % 93.5°dir. Elde edilen bu sonuglar 1s1 ve sodyum azid ile muamele sonucu
biyojenik mangan oksitlerdeki mangan oksitleyen bakterilerin mikrobiyal aktivitesinin
azalmasinin parasetamol giderimini etkilemedigini ortaya cikarmistir. Ancak Onceki
caligmalarda 1s1 ve azid ile inhibe olan mikrobiyal aktivitenin kirletici gideriminde énemli
bir azalmaya sebep oldugu bulunmustur (Tran vd., 2018). Bu calismalarda mangan
oksidasyonu ve kirletici giderimi es zamanli olarak gerceklestirilmis ve kirleticinin
mangana bagli degradasyonunda mikrobiyal aktivitenin etkisi 1s1 ve elektron taginim ile
baglantili oksidasyonunun bilinen bir inhibitdrii olan sodyum azid ilavesi ile test edilmistir.
Bizim calismada ise Onceden oksitlenmis biyojenik mangan oksitler kullanildigi igin
bakterinin mikrobiyal aktivitesinin azalmasi giderim veriminde bir etkiye sebep
olmamistir. Biyojenik mangan oksitler ile parasetamol giderimi yiizeye bagimli bir
reaksiyondur ve ylizey reaktif bolgelerin sayisinin artisiyla zenginlesmektedir. Organik
kirleticiler once oksit yilizeye adsorplanmakta ve oncii bir kompleks olusmaktadir. Daha
sonra elektronlar bu kompleks igine transfer olmakta ve oksidasyon firiinleri ve Mn (II)
ortama salinmaktadir. Biyojenik mangan oksit ile parasetamol gideriminin reaksiyon ya da
adsorpsiyon yolu gerceklestigini ortaya c¢ikarmak i¢in zamana karsi ornekler alinmis ve
santrifiijlenmis, ¢oken kisma indirgeyici madde olarak askorbik asit (50 mg) eklenmistir.
Boylece biyojenik mangan oksitin yiizeyindeki parasetamol ekstrakte edilmistir. Ancak
biyojenik mangan oksitlerin yilizeyinde Onemsiz miktarda parasetamol belirlenmistir.

Yukaridaki sonuglar; biyojenik mangan oksit yilizeyine adsorpsiyondansa oksidatif
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parcalanmanin baskin oldugunu ve parasetamol oksidasyonundan sorumlu olan bir ya da
iki elektronun aktarimi ile biyojenik mangan oksitlerin Mn (Il)’e indirgenmesi igeren
biyojenik mangan oksitlerle parasetamol giderim mekanizmasini ortaya ¢ikarmistir (Sekil

6.20.).
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Sekil 6.19. Farkli etkiler altinda parasetamol giderimi (parasetamol kons: 10 mg/L, BMO: 5 g/L, pH: 7, »:
otoklav ile muamele, m: NaN; ile muamele, A: islemsiz, ®: P. putida, o: P. putida+Otoklav)
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Sekil 6.20. Biyojenik mangan oksitlerle parasetamol gideriminin sematik gésterimi
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6.6. LC-MS/MS ile Parasetamol Déniisiim Uriinlerinin Belirlenmesi

10 mg/L parasetamol konsantrasyonu ve 5 g/L biyojenik mangan oksit miktar1 ile
yapilan deneyde 192 saat sonra alinan numunenin analizi negatif iyonizasyon modunda
LC-MSMS ile yapilmistir. Bu teknik M—1 (M analitin molekiiler agirligr) m/z degerli
deprotonlanmig negatif iyonlar tiretir (Lu vd., 2009; Xiao vd., 2013). Sekil 6.21, 6rnegin
tipik bir kiitle spektrumunu gostermektedir. 150 m/z pik degeri, c¢ozeltide kalan
parasetamole (M=151) karsilik gelir. Bu pik noktasina ek olarak, 108, 115, 123, 138, 166,
239, 256, 281, 298, 339, 344, 430, 448, 485, 597 ve 716 m/z degerlerine sahip pik
noktalar1 bulunmustur. 298, 448 ve 597 m/z olan pik noktalar, parasetamoliin dimer, trimer
ve tetrameri olan ana molekiil ¢iftlesmesinin ilgili kiitleleridir. Bu nM—2(n—1) sablonunu
takip eder. Bu; bu iyonlarin, 2-4 parasetamol molekiiliiniin birlesmesinden kaynaklandigini
gosterir. Biyojenik mangan oksitler, dimer olusturmak i¢in birbirleriyle ardisik olarak cift
olusturabilen serbest radikalleri olusturacak substratin bir elektron oksidasyonuna aracilik
edebilir. Radikal-radikal birlesmesi (giftlesmesi), elimine edilen iki hidrojen atomu ile iki
ana molekiiliin kovalent baglanmasina neden olur. Cogu durumda, bu tiir bir birlestirme
trlinii oksidatif birlesmenin hala bir substratidir ve dolayisiyla daha yiiksek seviyelerde
oligomer {irtinleri lreterek daha fazla birlestirme reaksiyonlarina girebilir. Birlestirme
trlinlerinin molekiiler agirliklarinin  bir nM—2(n—1) modeli vardir. Kovalent bag
olusumunun meydana geldigi parasetamol molekiillerinde reaktif bolgelerin belirlenmesi
reaksiyon yollarinin aydinlatilmasinda kritik dneme sahiptir. Bir parasetamol molekdilii, bir
hidroksil grubu ile substitude olan bir benzen halka ¢ekirdegi ve bir para pozisyonundaki
bir asetamino grubunun azot atomundan olusur (Lu vd., 2009; Xiao vd., 2013).
Parasetamol yaygin konjuge bir sistemdir. Potansiyel olarak, boyle bir sistem bir elektron
kaybederek oksidasyona duyarlidir. (Lu vd., 2009). Dimer ve trimerin ikincil kiitle
spektrumlari, birlestirme triinlerinin yapilarini daha fazla agiklamak igin Sekil 6.21.’de
gosterilmistir. Her ikisi de, Sekil 6.21.’de gosterildigi gibi, benzer desenler gdstermistir.
239, 256, 281, 339, 344, 430, 485 ve 716 m/z degerli pik noktalari, birlestirme tiriinlerinin
ilgili kiitleleridir. Baglica pargalanma yollari, ya bir su ya bir keten ya da bir asetik asit
molekiiliiniin elimine edilmesidir (sirasiyla (M-1-18), (M-1-42) ya da (M-1-60) m/z degerli
parcalanma firlinleri). 281, 256 ve 239 m/z’li iyonlar, ana iyondan bir su molekiiliiniin
(M=18), bir ketene molekiiliiniin (H,C=C=0, M=42), ve bir asetikasit molekiiliiniin (M-1-
60) eliminasyonuyla {retildigini gosterebilir (Xiao vd., 2013). Bu c¢alismada

parasetamoliin dimer, trimer ve tetramerinin olusumunun yani sira farkli reaksiyon
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triinleride gozlenmistir. 166 m/z’li bir pik, benzen halkasinin hidroksilasyonundan
kaynaklanan ilgili tiriin (3-hidroksiasetaminofen) kiitlesi (M=167) olabilir. Parasetamol
icindeki karbonil grubundan azot ve karbon arasindaki bagin parcalanmasi sonucu 4-
aminofenol (M=109) olusur. 108 m/z’li pik, bu reaksiyondan kaynaklanan 4-aminofenoliin
kiitlesi olabilir. Parasetamolunhidrokinona doniisiimii parasetamoliin fotodegradasyonunda
ana yol olarak onerilmistir. Ancak bu ¢alismada hidrokinon gdzlenmemistir. Hidrokinonun
metilasyonu ayrica 4-metoksifenol (M=124) ve 1,4-dimetoksibenzen (M=138) ile
sonuglanabilir. 123 ve 138 bir m/z’li pik noktalar, bu ara iirtinlerin ilgili kiitleleri olabilir
(Li vd., 2014). Butenedioik asit (M=116) parasetamoliin fotokatalitik bozunmasi sirasinda
aromatik halkalarin boliinmesinden kaynaklanabilir (Yang vd., 2009). 115 m/z’li pik
noktasi, bunun ilgili kiitlesi olabilir. Bu sonug, parasetamoliin aromatik halkasinin

boliindiigiinii de dogrulamaktadir.
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7. SONUCLAR VE ONERILER

Sunulan tez ¢alismasinda P. putida tarafindan iiretilen mangan oksitler ile sulu
ortamdan farmasotik giderimi incelenmistir.

Zengin besiyerinde iiretilen bakteri kiiltiirii biyojenik mangan oksit {retim
ortamina aktarilmigtir. Bakterilerin mangana alistirllmasi agamali olarak bir dizi deney ile
gerceklestirilmistir. Ilk olarak biyojenik mangan oksit iiretim ortami hazirlanmis ve bakteri
kiiltiirti bu ortama aktarilarak 28 °C’de inkiibe edilmistir. 24 saat sonra 1 mg/L Mn (I1)
eklenmis ve inkiibasyona devam edilmistir. Ikinci asamada, 1 mg/L Mn igeren ortamda
inkiibe edilen kiiltiir, hazirlanan biyojenik mangan oksit iiretim ortamina aktarilmis, 24
saatlik inkiibasyondan sonra 2 mg/L Mn (II) ilave edilmis ve inkiibasyona devam
edilmistir. Boylece bakteri, mangana alistirilmastir.

Yaptigimiz ¢alismanin bir diger asamasinda mangana alistirilan bakterinin hangi
sartlarda optimum oksidasyon gergeklestirdigi incelenmis ve uygun pH’in 7, uygun
sicakligin ise 28 °C oldugu belirlenmistir.

Bir sonraki asamada ise ilave edilen Mn (II) konsantrasyonunun mangan
oksidasyonu iizerinde nasil bir etki yapacagi incelenmistir. Oksidasyon i¢in optimum
sartlar olan pH 7 ve 28 °C’de, 5-100 mg/L arasinda degisen 6 farkli Mn (II)
konsantrasyonunda deneme yapilmistir. En yiiksek Mn (II) oksidasyonu 5 mg/L’de % 91,4
olarak belirlenmistir.

Optimum ortamda {iretilen biyojenik mangan oksit XRD, FTIR, SEM-EDX ve
XPS teknikleriyle karaktrize edilmistir.

Bakteri tliretimi ve iiretilen bakterinin mangani oksitlemesi i¢in optimum sartlar
arastirildiktan sonra parasetamol giderimi iizerine pH, biyojenik mangan oksit miktar1 ve
parasetamol konsantrasyonunun etkisi belirlenmistir.

Yapilan incelemeler sonucu ;

- Baglangic parasetamol konsantrasyonu 2 mg/L, biyojenik mangan oksit
konsantrasyonu 1 g/L sartlarinda pH 5-8 araliginda yapilan deneylerde en yiiksek giderim
verimi 216 saat sonra % 68,7 ile pH 7 de elde edilmistir.

- Baglangic parasetamol konsantrasyonu 2 mg/L, ¢ozelti pH’1 7 iken, 0.5-5 g/L
arasinda degisen 5 farkli miktarda biyojenik mangan oksit miktar1 incelenmistir. Yapilan

deneyler sonucunda 216 saat sonra % 100 parasetamol giderimi 5 g/L’de ger¢eklesmistir.
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- 0.5 ila 10 mg/L arasinda degisen bes farkli baslangi¢ parasetamol konsantrasyonu
pH 7 ve biyojenik mangan oksit miktart 5 g/ miktarinda incelenmis ve 0.5 ve 1 mg/L
parasetamol konsantrasyonlarinda tam giderim 192 saat sonra, 2 mg/L parasetamol
konsantrasyonunda tam giderim 216 saat sonra, 5 ve 10 mg/L parasetamol
konsantrasyonlarinda ise 216 saat sonra giderim verimleri sirasiyla %93.7 ve %93.5
bulunmustur.

Calismanin son asamasinda ise, ortam bilesenleri Tepki Yiizey Metodu ile
Merkezi Kompozit Tasarim kullanilarak optimize edilmeye calisilmistir. Burada 2°
faktoriyel dizayn 20 deneyle tamamlanmistir. pH (A), parasetamol konsantrasyonu (B) ve
biyojenik mangan oksit konsantrasyonu (C) bagimsiz degiskenler olarak segilmis ve
deneyler yapilmistir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda ndétral pH, diisiik parasetamol
konsantrasyonu ve yiiksek biyojenik mangan oksit konsantrasyonunda maksimum giderim
verimi elde edilmistir.

Biyojenik mangan oksitler ile parasetamol gideriminde bakteriyel metabolizma,
adsorpsiyon ve oksidasyonun 6nemini ortaya ¢ikarmak igin Pseudomonas putida kiiltiirii,
1s1 ile inaktive edilmis Pseudomonas putida kiiltirii ve 1s1 (30 dakika otoklavla
inaktivasyon) ve sodyum azid (20 mM NaNs) ile inaktive edilmis biyojenik mangan
oksitler 1ile kontrol deneyleri yapilmis ve biyojenik mangan oksit ylizeyine
adsorpsiyondansa oksidatif pargalanmanin baskin oldugunu ortaya ¢ikarilmistir.

10 mg/L parasetamol konsantrasyonu ve 5 g/L biyojenik mangan oksit miktar1 ile
yapilan deneyde 192 saat sonra alinan numunenin analizi negatif iyonizasyon modunda
LC-MSMS ile yapilmistir. Bu g¢alismada parasetamoliin dimer, trimer ve tetramerinin
olusumunun yani sira farkli reaksiyon triinleri de gozlenmistir.

Daha sonra yapilacak caligsmalarda {retilen mangan oksit ¢esitli metotlarla
muamele edilerek (6rnegin termal olarak ) cesitli kirleticilerin giderimi calismalarinda

kullanilabilir.

80



KAYNAKLAR

Barboza N., Morais M.C.A., Queiroz P.S., Amorim S.S, Guerra-sa R. and Leao V.A. 2017.
High manganese tolerance and bipoxidation ability of serratia marcescens isolated
from manganese mine watrer in Minas Gerais, Brazil, Frontiers in Microbiology,
volume 8, article 1946.

Beyazit M., Oguz, B. 1998. Miihendisler I¢in Istatistik, Birsen Yaymevi, istanbul.

Bohu T., Santelli C.M., Akob D.M., Neu T.R., Ciobota V., Rosch P., Popp J., Nietzsche S.,
Kiisel K. 2015. Characterization of pH dependent Mn Il oxidation strategies and
formation of a bixbyite-like phase by Mesorhizobium australicum T-G1, Frontiers
in Microbiology, 6: 734. doi: 10.3389/fmicb.00734.

Boogerd, F.C., De Vrind, J.P.M. 1987. Manganese oxidation by Leptothrixdiscophora, Journal of
Bacteriology, 169(2), 489-494.

Caspi R. 1996. A dissertation submitted in partial satisfaction of the requirements for the degree
Doctor of Philosophy in Marine Biology, Molecular Biological Studies of
Manganese Oxidizing Bacteria, University Of California, San Diego.

CSB. 2013. Tiirkiye'de Avrupa Birligi Cevre Mevzuati ile Uyumlu Tehlikeli Atik Yonetimi. Cevre
ve Sehircilik Bakanligi.

Demiryiirek O., 2009. Polyester/Viskon Karistmli Open-End Rotor Iplik Ozelliklerinin Yapay
sinir Aglar1  ve Istatistiksel Modeller Kurularak Tahmin Edilmesi, Doktora Tezi,
Cukurova Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Tekstil Miihendisligi Anabilim
Dal1, Adana.

Du, J., Bao, J., Liu, Y., Ling, H., Zheng, H., Kim, S.H., Dionysiou, D.D. 2016. Efficient
activation of peroxymonosulfate by magnetic Mn-MGO for degradation of
bisphenol A. J. Hazard. Mater., 320, 150-159.

Duran N., Marcato P.D: , Duran M., Yadav A., Gade A., Rai M. 2011. Mechanistic aspects in
the biogenic synthesis of extracellular metal nanoparticles by peptides, bacteria,
fungi, and plants, Applied Microbiol. Biotechnol, 90, 1609-1624.

Ersan M., 2011. Rhizopus delemar ile Lipaz ve Asit Fosfataz Enzimlerinin Uretimi ve Agir Metal
Biyobirikiminin Es Zamanali Olarak Incelenmesi, Doktora Tezi, Kimya
Miihendisligi Ana Bilim Dali, Cumhuriyet Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Sivas

Forrez 1., Carballa M., Fink G., Wick A., Hennebel T., Vanhaecke L., Ternes T., Boon N.,
Verstraete W. 2011. Biogenic metals for the oxidative and reductive removal of
pharmaceuticals, biocides and iodinated contrast media in a polishing membrane
bioreactor, Water Research, 45, 1763-1773.

Forrez 1., Carballa M., Verbeken K., Vanhaecke L., Schlusener M., Ternes T., Boon N.,
Verstraete W. 2010. Diclofenac Oxidation By Biogenic Manganese Oxides,
Environ. Sci. Technol 44, 3449-3454.

Forrez 1., Carballa M., Verbeken K.,Vanhaecke L., Schliisener M., Ternes T., Boon N,
Verstraete W. 2010. Diclofenac oxidation by biogenicmanganese oxides,
Environmental Science and Technology, 44, 3449-3454.

Francis M. 2011. Biologically produced manganese oxides Bio-MnOx and silver nanoparticles
Bio-Ag0 for the catalytic degradation of organic micropollutants, Master Thesis,
Universiteit Gent, Faculty of Sciences, Department of Biochemistry and
Microbiology, Belgium.

81



Furgal K.M., Meyer R.L., Bester K. 2015. Removing selected steroid hormones, biocides and
pharmaceuticals from water by means of biogenic manganese oxide nanoparticles
in situ at ppb levels, Chemosphere, 136, 321-326..

Gonen F., Aksu Z. 2009. Predictive expressions of growth and Remazol Turquoise Blue- G
reactive dye bioaccumulation properties of Candida utilis, Enzyme and Microbial
Technology 45, 15-21.

Hargreaves J.S.J., Alharthi A.l. 2015. Biogenic and bio-structured inorganic materials in
heterogeneous catalysis: a brief review, J Chem Technol Biotechnol, Baskida.

Hennebel T., De Gusseme B., Boon N., Verstraete W. 2008. Biogenic metals in advanced water
treatment, Trends in Biotechnology, 272, 90-98.

Jiang S., Kim D-G., Kim J., Ko S-0O. 2010. Characterization of the Biogenic Manganese Oxides
Produced by Pseudomonas putida strain MnB1, Environ. Eng. Res.,154: 183-190.

Jinjun Tu, Zhendong Yang, Chun Hu, Jiuhui Qu, 2014. Characterization and reactivity of
biogenic manganese oxides for ciprofloxacin oxidation, Journal of Environmental
Sciences 26, 1154-1161

Kaushik R., Saran S., Isar J., Saxena R.K., 2006. Statistical optimization of medium components
and growth conditions by response surface methodology to enhance lipase
production by Aspergillus carneus, Journal of Molecular Catalysis B: Enzymatic
40, 121-126.

Kazuhiro Toyoda, Bradley M. Tebo, 2016. Kinetics of Mnll oxidation by spores of the marine
Bacillus sp. SG-1, Geochimica et Cosmochimica Acta 189, 58-69

Kevin W. Mandernack, Jeffrey Post, And Bradley M. Tebo, 1995. Manganese mineral
formation by bacterial spores of the marine Bacillus, strain SG-1: Evidence for the
direct oxidation of Mn Il to Mn IV, Geochimica et Cosmochimica Acta, Vol. 59,
No. 21, pp. 4393-4408.

Kim, D.-G., Jiang, S., Jeong, K., Ko, S.-O., 2012. Removal of 17a-ethinylestradiol by biogenic
manganese oxides produced by the Pseudomonas putida strain MnB1, Water Air
Soil Pollution, 223, 837-846.

Ko¢ B., Kaymak-Ertekin F., 2009. Yanit Yiizey Yontemi ve Gida Isleme Uygulamalari,
Derleme,/Review, Gida 3, 1-8.

Larsen E.I., Lindsay I., Alastair S., McEwan G. 1999. Manganesell adsorption and oxidation by
whole cells and a membrane fraction of Pedomicrobium sp. ACM 3067, Arch
Microbiol 171: 257-264.

Liang G, Yang Y., Wu S,, Jiang Y., Xu Y. 2017. The generation of biogenic manganese oxides
and its application in the removal of Aslll in groundwater, Environ Sci Pollut Res,
24: 17935-17944.

Liao, S., Zhou, J., Wang, H., Chen, X., Wang, H., Wang, G., 2013. Arsenite oxidation using
biogenic manganese oxidesproduced by a deep-sea manganese-oxidizing
bacteriumMarinobactersp. Mn-17-9, Geomicrobiology Journal, 30, 150-159.

Liming Yang, Liya E. Yu, And, Madhumita B. Ray, 2009. Photocatalytic Oxidation of
Paracetamol: Dominant Reactants, Intermediates, and Reaction Mechanisms,
Environ. Sci. Technol 43, 460—465.

Liu Z., Wang J., Qian S., Wang G., Wang J., Liao S. 2017. Carbofuran Degradation by Biogenic
Manganese Oxides, Bull Environ Contam Toxicol 98: 420-425.

82



Mandal, D., Bolamder, M.E., Mukhopadhyay, D., Sarkar, G., Mukherjee, P., 2006. The use of
microorganisms for the formation of metal nanoparticles and their application,
Applied Microbiol. Biotechnol, 69, 485-492.

Mandernack, K.W., Post, J., Tebo, B.M. 1995. Manganese mineral formation by bacterial spores
of the marine Bacillus, strain SG-1: Evidence for the direct oxidation of Mn (1) to
Mn (IV) , Geochimica et Cosmochimica Acta, Vol. 59, No. 21, pp. 4393-4408.

Meerburg, F., Hennebel, T., Vanhaecke, L., Verstraete, W., Boon, N. 2012. Diclofenac and 2-
anilinophenylacetate degradation by combined activity of biogenic manganese
oxides and silver, Microbial Biotechnology, 53, 388—-395.

Meng Y.-T., Zheng Y.-M., Zhang L.-M., He J.-Z. 2009. Biogenic Mn oxides for effective
adsorption of Cd from aquatic environment, Environmental Pollution, 157, 2577-
2583.

Montgomery D.C. 2009. Design And Analysis Of Experiments, Arizona State University, Seventh
Edition, John Wiley & Sons,Inc.

Narayanan K.B., Sakthivel N. 2010. Biological synthesis of metal nanoparticles by microbes,
Advences in Colloid and Interface Science, 156, 1-13.

Nelson Y.M., Lion L.W., Ghiorse W.C., Shuler M.L. 1999. Production of biogenic Mn oxides
by Leptothrix discophora SS-1a chemically defined growth medium and evaluation
of their Pb adsorption characteristics, Applied and Environmental Microbiology,
175-180.

Pantidos N., Horsfall L.E. 2014. Biological synthesis of metallic nanoparticles by bacteria, fungi
and plants, Nanomedicine and Nanotechnology, 55, 1-10.

Pareek N., Singh R.P., Ghosh S. 2011. Optimization of medium composition for enhanced chitin
deacetylase production by mutant Penicillium oxalicum SAEM-51 using response
surface methodology under submerged fermentation, Process Biochemistry 46,
1693-1697.

Sabirova J.S., Cloetens L.F.F., Vanhaecke L., Forrez l., Verstraete W., Boon N. 2008.
Manganese-oxidizing bacteria mediate the degradation of 17a-ethinylestradiol,
Microbial Biotechnology, 16, 507-512.

Schrofel A., KratoSova G., Safarik I., Safarikova M., Raska L., Shor L.M. 2014. Applications
of biosynthesized metallic nanoparticles — A review, Acta Biomaterialia 10, 4023—
4042.

Sinh A., Singh V.N., Mehta B.R., Khare S.K. 2011. Synthesis and characterization of
monodispersed orthorhombic manganese oxide nanoparticles produced by Bacillus
sp. cells simultaneous to its bioremediation, Journal of Hazardous Materials 192,
620-627.

Sen Z., 2002. istatistik Veri Isleme Yontemleri (Hidroloji ve Meteoroloji), Su Vakfi Yayimnlari,
[stanbul.

Tani Y., Ohashi M., Miyata N., Seyama H., lwahori K., Soma M. 2004. Sorption of Coll, Nill,
and Znll on Biogenic Manganese Oxides Produced by a Mn-Oxidizing Fungus,
Strain KR21-2, Journal of Environmental Science and Health Part A—
Toxic/Hazardous Substances & Environmental Engineering Vol. A39, No. 10, pp.
2641-2660.

Tebo B.M., Bargar J.R., Clement B.G., Dick G.J., Murray K.J., Parker D., Verity R., Webb
S.M. 2004. Biogenic manganese oxides: Properties and mechanisms of formation,
Annual Reviews of Earth and Planetary Science, 32, 287-328.

83



Tebo B.M., Ghiorse W.C., van Waasbergen L.G., Siering P.L., Caspi R. 1997. Bacterially
mediated mineral formation: Insights into manganese Il oxidation from molecular
genetic and biochemical studies, in Geomicrobiology: Interactions Between
Microbes and Minerals, Banfield, J.F. and Nealson, K.H., Eds., Mineralogical
Society of America, Washington, D.C., p. 225.

Toyoda, K., Tebo, B.M. 2016. Kinetics of Mn (Il) oxidation by spores of the marine Bacillus sp.
SG-1, Geochimica et Cosmochimica Acta 189, 58-69

Thakkar K.N., Mhatre S.S., Parikh R.Y. 2010. Biological synthesis of metallic nanoparticles,
Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine, 6, 257-262.

Tran T.N., Kim D-G., Ko S-O. 2018. Synergistic effects of biogenic manganese oxide and MnllI-
oxidizing bacterium Pseudomonas putida strain MnB1 on the degradation of 17 a-
ethinylestradiol, Journal of Hazardous Materials 344, 350-359.

Tu J., Yang Z., Hu C., Qu J. 2014. Characterization and reactivity of biogenic manganese oxides
for ciprofloxacin oxidation, Journal of Environmental Sciences, 26, 1154-1161.

Wang R., Wang S., Tai Y., Tao R, Dai Y., Guo J, Yang Y., Duan S. 2017. Biogenic
manganese oxides generated by green algae Desmodesmussp. WR1 to improve
bisphenol A removal, Journal of Hazardous Materials 339,310-319.

Wang W., Shao Z., Liu Y., Wang G. 2009. Removal of multi-heavy metals using biogenic
manganese oxides generated by a deep-sea sedimentary bacterium-
Brachybacterium sp. strain Mn32, Microbiology, 155, 1989-1996.

Wang, F., Dai, H., Deng, J., Bai, G., Ji, K., Liu, Y. 2012. Manganese oxides with rod-, wire-,
tube-, and flower-like morphologies: highly effective catalysts for the removal of
toluene. Env. Sci Technol., 46, 4034-4041.

Wang, Y., Xie, Y., Sun, H., Xiao, J., Cao, H., Wang, S. 2016. 2D/2D nano-hybrids of y-MnO2
on reduced graphene oxide for catalytic ozonation and coupling peroxymonosulfate
activation. J. Hazard. Mater., 301, 56—64.

Wu R., Wu H., Jiang X., Shen J., Faheem M., Sun X., Li J., Han W., Wang L., Liu X. 2017b.
The key role of biogenic manganese oxides in enhanced removal of highly
recalcitrant 1,2,4-triazole from bio-treated chemical industrial wastewater, Environ
Sci Pollut Res 24: 10570-10583.

Wu, Y., Feng, R, Song, C., Xing, S., Gao, Y., Ma, Z. 2017a. Effect of reducing agent on the
structure and activity of manganese oxide octahedral molecular sieve OMS-2 in
catalytic combustion of o-xylene. Catal. Today, 281, 500-506.

XiaO H., Song H., Xie H., Huang W., Tan J., Wu J. 2013. Transformation of acetaminophen
using manganese dioxide-mediated oxidative processes: Reaction rates and
pathways, Journal of Hazardous Materials 250— 251, 138— 146.

Xiaoye C., Xiancei L., Huan L, Juan L., Wanli X., Rui Z., Jianjun L. 2013. Oxidation and
mineralization of Mn®* ions mediated by pseudomonas putida: insights from an
experimental study, Acta  Geologica Sinica, vol. 91 no 4 pp. 1276-1285.

Yang, L., Yu, L.E., Ray, M.B. 2009. Photocatalytic Oxidation of Paracetamol: Dominant
Reactants, Intermediates, and Reaction Mechanisms, Environ. Sci. Technol 43,
460-465.

Zeiner C.A., Lion L.W., Shuler M.L., Ghirose W.C., Hay A. 2006. Cycling of biogenic Mn-
oxides in a model microbial predator-prey system, Geomicrobiology Journal, 23,
37-43.

84



Zhang J., Lion L.W, Nelson Y.M, Shuler M.L, William C. 2002. Ghiorse, Kinetics Of Mnll
Oxidation By Leptothrix discophora SS1, Geochimica Et Cosmochimica Acta,
Vol. 65, No. 5, Pp. 773-781,.

Zhou D., Kim D., Ko S. 2015. Heavy metal adsorption with biogenic manganese oxides generated
by Pseudomonas putida strain MnB1, Journal of Industrial and Engineering
Chemistry 24, 132-139.

85



OZGECMIS

Semih COMERT 1991°de Elaz13’da dogdu. ilkokulu Dumlupinar 1.0.0, ortaokulu
Mezre 1.0.0°da, liseyi Cubukbey Anadolu Lisesinde okudu. 2009 yilinda Firat
Universitesi Cevre Miihendisligi Béliimiide basladign lisans 6grenimini 2014 yilinda
tamamladi. Firat Universitesinde 2016 yilinda basladigi is Sagh@g ve Giivenligi tezsiz
yiiksek lisansinm1 2017 senesinde bitirdi. 2015 yilinda Firat Universitesinde Cevre

Miihendisliginde basladigi tezli yiiksek lisans1 devam etmektedir.

86



