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IN VITRO SARTLARDA LAKTIK ASIT BAKTERILERININ
VE YOGURDUN KURSUN VE KADMIYUM BAGLAMA
OZELLIGININ INCELENMESI

BARAN OZKALP
Yiiksek Lisans, Gida Miihendisligi Boliimii
Tez Damisman: Doc¢. Dr. Ali TOPCU
Haziran 2018, 75 sayfa

Bu ¢alismada; laktik asit bakterilerinin (LAB) (canli ve cansiz) agir metalleri (Pb ve Cd)
baglama ozelliklerinin ve baglama stabilitelerinin arastirilmasi, farkli LAB kombinasyonlari
iceren yogurt drneklerinin agir metal biyosorpsiyon potansiyelinin incelenmesi ve in vitro

model sindirim sistemde biyosorpsiyon etkilerin tespit edilmesi amaglanmustir.

Deneyler 3 grup altinda planlanmistir. Ik kisimda sicaklik, siire, biyokiitle ve agir metal
konsantrasyonu, pH gibi etkenler karsisinda 7 farkli ticari LAB kiiltiiriiniin biyosorpsiyon
performanslar1 test edilmistir. Bu sayede LAB Kkiiltiirlerinin farkli kosullardaki

biyosorpsiyon kapasiteleri belirlenmistir.

Deneylerden elde edilen veriler Langmuir adsorpsiyon izotermine yerlestirilerek her

kiiltiiriin azami baglama kapasitesi birbiriyle kiyaslanabilecek sekilde hesaplanmistir.

Elde edilen veriler LAB’lerin agir metal biyosorpsiyonundaki en etkili parametrenin pH
oldugunu gdstermektedir. Genel bir egilim olarak pH degerleri diistiilk¢e biyosorpsiyon
kapasitesi azalmakta, pH 3 ve daha asidik pH’larda olduk¢a siirli kalmaktadir. Sicakligin
biyosorpsiyonda etkili oldugu belirlense de, 4 - 37 °C aralifinda bu etki sinirli kalmastir.
Farkl1 inkiibsayon siirelerinde yapilan deneyler ise biyosorpsiyon isleminin hizl bir sekilde

yiizeyde, biiyiik oranda 5-30 dakikada ger¢eklestigini, daha uzun siirelerde yiizeye baglama



disindaki mekanizmalarin devreye girmis olabilecegini gostermistir. Kursun ve
kadmiyumun ayni ortamda bulundugu baglanma 6nceligi denemesinde kursunun daha ¢ok
baglandig1 belirlenmistir. ideale yakin kosullardaki biyosorpsiyon kapasitesine bakildiginda
genelde probiyotik LAB suslarinin daha yiiksek baglama kapasitesine (Qmax) sahip oldugu
goriilmiistiir. Probiyotik Lactobacillus acidophilus NCFM susuna ait Qmax degeri Pb igin,
75.1 mg/g (canli) ve 68.2 mg/g (cansiz) Cd i¢in 16.4 mg/g (canli) ve 28.1 mg/g (cansiz)

olarak hesaplanmustir.

Ikinci kisimda, iyi performans gdsterdigi belirlenen bazi suslarin ve sus kombinasyonlarinin
biyosorpsiyon performanslari yogurt matriksi icerisinde incelenmistir. Yogurtta bulunan
mikroorganizma haricindeki bilesenlerin de biyosorpsiyon kapasitesini arttiric bir etkisinin
oldugu, biyosorpsiyon kapasitesi yliksek suslarla hazirlanan yogurtlarin agir metalleri

baglamada daha etkili oldugu tespit edilmistir.

Ugiincii kisimda ise in vitro model sindirim sistemi kullanilarak, énceden biyosorpsiyon
kapasitesinin yiliksek oldugu belirlenen suslarin ve matrikslerin, insan viicudundaki sindirim
islemine yakin kosullarda (pH, siire, sicaklik, sindirim sivilar1) gosterdigi baglama

performansi test edilmistir.

LAB ve probiyotik suslari igeren yogurtlarin agir metalleri biyosorpsiyon yoluyla baglama
ve sindirim yoluyla alinan agir metallerin viicut tarafindan emilimini azalma yoniinde 6nemli

bir potansiyele sahip oldugu tespit edilmistir.

Anahtar kelimeler: Laktik asit bakterileri, probiyotikler, yogurt, biyosorpsiyon, kadmiyum,

kursun



ABSTRACT

INVESTIGATION OF LEAD AND CADMIUM BINDING
PROPERTIES OF LACTIC ACID BACTERIA AND
YOGHURT IN IN VITRO CONDITIONS

BARAN OZKALP
Master of Science, Department of Food Engineering
Supervisor: Assoc. Prof. Ali TOPCU
June 2018, 75 pages

The main purpose of this study is to investigate the heavy metal (Pb and Cd) binding and
binding stability properties of lactic acid bacteria (LAB), to examine the heavy metal
biosorption potential of yoghurts containing different LAB combinations and to determine

biosorption effects in iv vitro model digestion system.

Experiments are conducted under 3 main groups. In the first part, biosorption performances
of 7 different commercial cultures of LAB were tested against factors such as temperature,
incubation time, biomass and heavy metal concentration and pH. Thus, biosorption capacity

of LAB strains under different conditions was determined.

The data obtained from experiments were fitted into the Langmuir adsorption isotherm.
Maximum binding capacities are calculated with this method and allowed us to compare

biosorption capacities of different LAB cultures.

It is observed that the most indicative parameter in the heavy metal biosorption of LABs is
the pH. As an overall trend, as the pH values decreases, the biosorption capacity decreases

as well; and is very limited at pH 3 and more acidic pH values. Although the temperature



was seen to affect biosorption, this effect was limited in the range of 4 - 37 ° C. Experiments
with different incubation times showed that the biosorption process takes place rapidly on
the surface, largely in the first 5-30 minutes. But over a longer time, different mechanisms
other than surface bonding may have took place. In the experiment of binding priority in
which lead and cadmium were in the same environment, lead had been bound more. It has
been found that probiotic LAB strains generally have a higher binding capacity (gmax) when
examining biosorption capacities in conditions close to ideal. gmax Value of the probiotic
strain Lactobacillus acidophilus NCFM was found 75.1 mg/g (viable) and 68.2 mg/g (non-
viable) for Pb; 16.4 mg/g (viable) and 28.1 mg/g (non-viable) for Cd.

In the second part, biosorption performances of some strains (individually) and strain
combinations that were found to perform well in the first experiments were examined in the
yogurt matrice. It is determined that components other than the microorganisms found in
yoghurt had an enhancing effect of biosorption capacity, and yoghurt prepared with higher
binding strains performed better at binding heavy metals.

In the third part, in vitro model digestive system was used to test the binding performance
of strains which were found to have higher biosorption capacity in the previous experiments
and certain matrices in conditions close to human digestive system (pH, duration,
temperature, digestive fluids).

It is determined that yoghurts containing LAB and probiotic strains have a significant
potential to bind heavy metals via biosorption and reduce the absorption of heavy metals in
the body.

Keywords: Lactic acid bacteria, probiotics, yoghurt, biosorption, cadmium, lead
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1. GIRIS
Agir metallerin neden oldugu kirlilik, giiniimiizde karsi karsiya oldugumuz en biiyiik
cevresel sorunlar arasindadir. Bir¢ok agir metal iyonu insanlar i¢in toksiktir. Belirli iyonlarin
toksisiteleri Cizelge 1.1°de siralanmistir. indirgenemeyen bu metal iyonlar, ¢evrede kalict

olarak birikebilmektedir. Bu nedenden otiirii, ¢evresel bulasilarla kirlenmis gidalarin

tilkketimine bagli olarak ortaya ¢ikabilecek sikintilar 6nemli bir halk sagligi sorunudur.

Cizelge 1.1. Agir metaller ve insanlar iizerindeki etkileri [1]

Agir metal Ana kaynak Toksik etki
Kursun Madencilik, boyalar, pigmentler, Anemi, beyin hasari, anoreksi, halsizlik, istah kaybi;
elektrokaplama, pil Gretimi, kdmir karaciger, bobrek ve bagirsak hasari, cocuklarda
yakilmasi zihin geriligi
Kadmiyum Plastik, kaynak, pestisit, giibre, Bobrek hasari, bronsit
madencillik, rafinasyon Sindirim sistemi bozuklugu, kemik iligi kanseri,
akciger yetmezligi, hipertansiyon, itai-itai hastaligi,
kilo kaybi
Bakir Kaplama, bakir cilalama, boya, baski | Norotoksisite ve akut toksisite, bas donmesi, ishal
islemleri
Cinko Madencilik, rafineriler, piring imalati | Kisa dénemli metal dumani atesine yol agar,
sindirim rahatsizligi
Civa Piller, kagit endustrisi, boya Sinir sistemi hasari, protoplazma zehirlenmesi; cilt,
endustrisi, madencilik gozler, kaslar igin asindirici, bébrek hasari
Arsenik Eritme/dokmecilik, kaya Bronsit, dermatit, kemik iligi ¢oklintlisti, hemoliz
sedimentasyonu, pestisitler (alyuvar yikimi), hepatomegali (karaciger bliytimesi)

Civa haricindeki en toksik metaller arasinda yer alan kadmiyum (Cd) ve kursun (Pb), birgok
gida iirliniinde farki miktarlarda bulunabilmektedir. Diinya genelinde bazi iilkelerde s6z
konusu metallere maruz kalma seviyesi Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafinda belirlenen
haftalik tolere edilebilir alim miktarini agmaktadir (Cd i¢in 7 pg/kg viicut agirligi, Pb i¢in 25
ug/kg vicut agirligl). Ancak bu sinir degerler, kimi belirsizlikler nedeni ile kaldirilmustir.
Ideal olan bu agir metallerin viicuda hi¢ almmamas1 veya olabildigince az alimasidir.

Normal kosullarda agir metallerin dogadaki diizeyi diisiiktiir [2].

Giimiis, civa, bakir, Cd ve Pb gibi agir metaller, dogal konsantrasyon seviyelerinin tizerinde
bulundugunda organizmaya toksik etki yapmakta ve enzimleri inhibe etmektedir. Pb etkisini
en fazla merkezi sinir sistemi ve bobrekler tizerinde gosterirken, Cd bobrek ve karaciger
tizerinde tahribata neden olmaktadir. Ayrica Cd kemik kirilmasina ve siddetli kemik
agirilarina sebep olmaktadir. Bu ve buna benzer saglik sorunlarina neden olmasindan dolay1

bu agir metallerin gidalardaki miktar1 belli limitlerle sinirlandirtlmistir [3].

Beslenme ile saglik arasinda yakin bir iliski vardir ve bu iliskide, fermente iiriinler insan

sagliginin korunmasinda 6nemli bir yere sahiptir. Laktik asit bakterileri (LAB) GRAS
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(Generally Recognized as Safe) listesinde yer almakta ve birgok fermente gidanin tiretiminde
kullanilmaktadir. LAB grubunda yer alan probiyotik suslarin saglik a¢isindan bir¢ok olumlu
etkisi bulunmaktadir. Bu nedenle giiniimiizde probiyotik bakteri i¢eren fermente tiriinler

giderek artan bir popiileriteye sahiptir.

Yapilan c¢aligmalarda probiyotik ve LAB’larin agir metalleri bagladigi belirtilmistir.
Buradan hareketle, LAB’larin, gesitli yollarla viicuda alinan agir metalleri biyosorpsiyon
yoluyla baglayarak emilimi azaltmak i¢in etkili bir arag olabilecegi arastirmacilar tarafindan

ongoriilmektedir [4], [5].

Biyosorpsiyon islemi, metal ve metaloid tiirlerinin, bilesiklerin ve partikiillerin, biyolojik
malzemeler tarafindan ¢6zeltiden uzaklastirilmasi seklinde tanimlanmaktadir [6]. Genel
olarak bu olay, bir adsorban {iizerine pasif ve enerji-bagimsiz molekiiler tutulmay: ifade

etmektedir.

Agir metallerin s1vi ortamdan uzaklastirilmasinda, fiziksel, kimyasal ve biyolojik yontemler
uygulanabilmekle birlikte, gida ve/veya diger yollarla viicuda alinan agir metallerin
uzaklastirlmasinda veya emiliminin azaltilmasinda en etkili ve akilci yaklasimin LAB
oldugu kabul edilmektedir. Bu bakterilerde biosorbsiyon mekanizmasi; iyon degisim,
kompleks olusturma, adsorpsiyon, elektrostatik etkilesimler, kelat olusumu,

mikropresipitasyon yontemlerinden biriyle veya bunlarin bilesimiyle gerceklesmektedir [6].

Ulkemizde yapilan ve SCI kapsamindaki dergilerde de yaymimlanmis olan bilimsel
aragtirmalarda, ¢cogu gida iriiniinde kabul edilebilir diizeyin iizerinde agir metal varligi
ortaya konulmaktadir. Ayrica endiistrilesme ve bunun sonucu olarak ¢evre kirliligindeki artis
gida Uriinlerinde (deniz iriinleri, tahillar, meyve ve sebze vb.) toksik kontaminantlarin
artmasima neden olmaktadir. Kiiresel 1sinma sonucu iklimsel degisiklikler ve gilivenli
olmayan su kaynaklarinin kullanim oraninin artmasi, sigara kullanimindaki artis insanlarin

toksik maddelerle kars1 karsiya gelme olasiligini artirmaktadir.

TUIK 2017 verilerine gore; Tiirkiye’de yilda 163.500 civarinda yeni kanser vakasi teshis
edilmektedir. Ulkemizde bir giinde yaklasik 450 kisinin kanser teshisi aldi1g1 sdylenebilir. En
stk goriilen kanser tiirleri arasinda kolorektal kanserin goriilme sikligi kadinlarda %8,

erkeklerde %9’dur.

Kuzey Avrupa’da kolon kanseri vakalarinin daha seyrek goriilmesi, yerel beslenme
aliskanlig1 cercevesinde siit ve hububat {iriinlerinin sik tiikketilmesi ile iliskilendirilmektedir.

LAB gerceklestirdikleri bir¢ok faaliyet sonucunda kolon kanseri riskini azaltabilmektedir
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[7]. Risk azaltma; intestinal icerigin mutajenitesinin degistirilmesi, intestinal mikrobiyotanin
kompozisyonunun ve metabolik aktivitelerinin degistirilmesi ve bunun yaninda bakteriyal
glukuronidaz, glukosidaz, nitrorediiktaz ve iirecaz enzimlerinin miktarlarinin diisiiriilmesi

gibi etkilerle s6z konusu olmaktadir [8].

Yogurt, siitiin Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus
bakterilerin gergeklestirdigi laktik asit fermentasyonu ile iiretilen, pthtilagmus siit tirlintidiir.
Geleneksel bir iiriin olmakla birlikte biiyiik bir ticari degeri de olan yogurt; toplumumuzda
geleneksel olarak zehirlenme durumunda tiiketilmesi Onerilen bir gida iirliniidiir. Diinya

genelinde de detoksifikasyon diyetlerinde yogurda yer verilmektedir.

Yogurt tikketiminin agir metallere maruz kalmayr onleyip onlemedigi sorusu baglaminda;
probiyotik yogurt iiretiminde kullanilabilecek LAB’lerin gida matriksiyle birlikte insan
sindirim sistemi kosullarindaki biyosorpsiyon 6zelligi ve yogurdun LAB biyosorpsiyonu

lizerine etkisi arastirmaya deger bir konu olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Bu dogrultuda, ¢alismamizda temel olarak;

e Ticari probiyotik ve laktik starter kiiltiirlerinin (canli ve cansiz) agir metalleri (Pb ve

Cd) baglama 6zelliklerinin ve baglama stabilitesinin arastirilmasi,
e Yogurdun agir metalleri baglama ozellikleri ile baglama stabilitesinin arastiriimasi

e In vitro model sindirim sisteminde biosorpsiyon etkilerin tespit edilmesi

amaclanmustir.



2. LITERATUR OZETi

2.1. Laktik Asit Bakterileri
Laktik Asit Bakterileri (LAB) Gram-pozitif, sporsuz, mikroaerofilik, fakiiltatif anaerobik,
kok ve rod sekilli, karbonhidrat fermantasyonunda temel iirlin olarak laktik asit iireten

mikroorganizmalardir.

LAB; Aerococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Lactobacillus, Lactococcus,
Leuconostoc, Oenococcus, Pediococcus, Sterptococcus, Tetragenococcus, Vagococcus ve
Weissella cinslerine ait tiirlerden olusmaktadir. LAB terimi, seker fermente etme yollari
kendilerine 6zgii ve filogenetik agidan laktik asit bakterileriyle iligskisiz olmasina ragmen,

bifidobakter cinsi i¢in de yaygin bir sekilde kullanlmaktadir [9], [10].

LAB insan ve diger hayvanlarda yerlesik olarak bulunmaktadir. Bu bakteriler, konak
organizma ile simbiyoz igerisinde yasamakta; sindirim sistemi, tim mukoz membranlar ve
ciltte yaygin olarak yer almaktadir. LAB grubunda yer alan bazi suslar, faydali teknolojik
ozellikleri veya faydali saglik etkileri nedeniyle gida ve icecekleri fermente etmek igin

kullanilmaktadir [10], [11].

2.2. Bakteri Hiicre Duvari

Bakteri hiicre duvari antibiyotiklerin kesfinden beridir bilim insanlarinin dikkatini ¢eken bir
konudur. Tiim bakterilerin hiicre duvari ortak 6zellikler gostermektedir ve peptidoglikan ve
bitisik tabakalarin nemine dayanarak 3 ana bakteri hiicre duvari1 grubundan bahsedilebilir:

Gram-pozitif bakteri, Gram-negatif bakteri ve arkebakter [12].

2.2.1. Gram-pozitif Bakteri Hiicre Duvari

Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvar1 50-150 nm kalinliktadir ve hiicre duvari
malzemesinin %40-90’1 peptidoglikandan olugmaktadir. Peptidoglikan siki1, porlu ve amorf
bir maddedir ve tiim bakterilerde aynidir. 3 boyutlu yapisi kitinin kristal yapisindan farklilik
gostermektedir [13].

Sekil 2.1°de, Gram-pozitif bakteriye ait hiicre duvari bilesenleri goriilmektedir. Hiicre
duvarinin ana bilesenleri; plazma membrani, peptidoglikan (murein), teikoik asitler,
proteinler, karbonhidratlar ve kismet peptidoglikan tabakasina bagli durumdaki S-tabakasi

proteinleridir.
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Notr polisakkarit S-layer _

Teikoik asit

Peptidoglikan {

membrani ———  Membran proteini

Sitoplazma { “ |

Porin Fosfolipit

Sekil 2.1. Gram-pozitif laktik asit bakterilerin hiicre duvari (Stok gorsel sitesi
www.shutterstock.com’dan ticretli sekilde indirilmis, kismi modifikasyonlar ile son hali
verilmistir)

Peptidoglikan molekiilii genel olarak N-asetilglukozamin-beta (1—4)-N-asetilmuramik asit
disakkaritinin lineer zincirlerinden olusmaktadir. N-asetilglukozamin ayn1 zamanda kitinin

de ana bilesenidir.

Genellikle 4 veya 5 amino asitten olusan peptit zincirleri muramik asitin karboksil grubu
yerine ge¢mistir. Belirli amino asitlerin D-izomerik formda bulunmasi onemli bir
karakteristik Ozelliktir. Disakkarit peptit birimleri dogrudan peptit baglari veya kisa
peptitlerle baglanmistir. Bu genel model, 6rnegin peptit kopriisiiniin dogas1 ve yerlesimine
bagl olarak birkag¢ peptidoglikan tipi olmasini saglamaktadir. Bu peptidoglikan tiplerinin
taksonomik 6nemi vardir. Peptidoglikan anyonik gruplar1 agiga c¢ikaran birka¢ tabakadan
olusturmaktadir ve ag yapisindan dolayr molekiiler agirligi 1200 ve 70000 dalton arasinda
olan molekiillere kars1 yiiksek gecirgenlige sahiptir [14]. Peptidoglikanin ¢alismasi, her
olusumunda olusturulan maddelerin %8-10"unu teskil eden disakkarit peptit birimlerinin

sitoplazmadaki siirekli sentezi sayesinde yiiriitiilmektedir.

Mikrobiyal hiicre duvarinin metal baglama kapasitesi sadece sayi, fonksiyonel gruplarin tipi
ve erisimi tarafindan degil, ¢okelti veya ¢ekirdegin miktari ile seklini belirleyen hiicre duvari
cergevesinin tel ¢ap1 ve hiicre duvar iskeletindeki bosluklarin derecesine baglidir. Ayni

zamanda peptidoglikanin boyutsal yapisinin da daha iyi anlagilmasi gerekmektedir.
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Disakkarit baglar1 helikoidal bir ¢izgi boyunca arka arkaya tutunmus olan peptit capraz
baglarini ortaya ¢ikaracak bir tiibiiler heliks seklinde organize olmustur. Bu model Gram-
pozitif ve Gram-negatif bakteri hiicre duvarlarindaki peptit baglanma derecesinin ve mevcut
peptit tiplerinin (oligomerler, dimerler ve trimerler) tahmin edilmesini miimkiin kilmaktadir
[6].

Bahsedildigi gibi Gram-pozitif bakterilerin hiicre duvarlar1 anyonik gruplari agiga ¢ikaran
birka¢ tabakadan olusmaktadir. Peptidoglikana kovalent olarak baglanmis 2 duvar bileseni
duvarin anyonik oOzelligine katki saglamaktadir. Bunlar; teikoik asitler ve teikuronik
asitlerdir. Teikoik asitler 30-40 gliserol veya ribitol fosfat kalintisi molekiiliinden
olugsmaktadir. Ester gruplar (glikozik ve D-alanin) fosfat grubu tarafindan peptidoglikanin
N-asetilmuramik asitine baglanmis olan teikoik asit dogrusal zincirine baglhdir. Teikuronik
asitlerde fosfat yoktur ve hekzuronik asit dogrusal zincirlerinden olugmustur. Teikoik asit ve
teikuronik asitlerin orani kiiltiir kosullarina, 6zellikle fosfat miktarina baglidir. Plazma
membraninin bir bileseni olan lipoteikoik asit membrana molekiiliin lipit ucu tarafindan
baglidir ve hiicre duvari peptidoglikani ag1 boyunca devam eder. Teikoik asit ve teikuronik
asitlerin metal yakalamada rolii oldugu ispatlanmistir, ancak genelde ozellikle plazma

membranina magnezyum saglama gibi fizyolojik rolleri ile bilinirler [12].

2.2.2. Gram-negatif Bakteri Hiicre Duvari

Gram-negatif bakterilerin hiicre duvar1 pozitif tiirlerinkinden daha incedir. Kalinlig1 30-80
nm arasindadir. Peptidoglikan plazma membrani ve dig membran arasinda sandvic¢ benzeri
bir durumdadir. Baz1 6zellikler yoniinden Gram-pozitif bakteri peptidoglikanindan farklidir.
Ince peptidoglikan tabakasi yalnizca 15-20 nm kalinliktadir ve hiicre duvart maddesinin
yaklagik olarak %10 una denk gelmektedir. Gram-pozitif bakterideki gibi yogun bir sekilde
capraz baglanmis degildir. Glikan zincirleri arasinda yalmizca bir tip peptit kopriisii
olugmaktadir. Dis membran lipopolisakkaritin (LPS) dis tabakasi ile fosfolipitler ve
proteinlerden olusmaktadir. Magnezyum kimyasal stabilitesine katkida bulunmaktadir.
Gram-negatif bakterilerin agir negatif ylizeyi agirlikli olarak LPS’nin net negatif yiikiinden
kaynaklanmaktadir [6], [10].

D1s membran lipoproteinleri, magnezyum veya kalsiyum gibi bivalent katyonlar: tarafindan
ortaya ¢ikarilan iyonik baglariyla peptidoglikan iizerine bagli oldugundan hiicre duvari
saglamligia katkida bulunmaktadir. Bazi lipoproteinler serbest kalir ve baglamada yer
almaz. Coziinen maddeler dis membran i¢inden kolayca gegemez. Transferler genellikle

belirli proteinler (porinler) tarafindan olusturulan kanallar yoluyla gerceklesir. Bu kanallar
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molekiil agirligi 600-6000 dalton arasindaki molekiillerin akisina miisade eder [6], [11],
[12].

2.2.3. Bakteri Yiizey Tabakalar:

Gram-pozitif, Gram-negatif ve arkaebakteri gruplarina ait bazi bakteri suslarinin hiicreleri
genelde alttaki hiicre duvari ile iliskili ilave ancak kovalent olmayan bir bagla baglanmus,
25-50 kDa boyutunda, bazik karakterde, pl degeri 9.35-10.88 arasinda olan bir ylizey
tabakasi ile kaplanmistir. S-tabakalar1 (S-tabaka proteinleri), bakterinin “dogal” ortaminda
hayatta kalmasi i¢in hayati 6neme sahip oldugu kabul edilmekte, ancak bir¢ok yabani bakteri
susu laboratuvar alt kiiltiirlerinde bu yiizeyleri kaybetmektedir. S-tabakas1 genelde homojen
polipeptitler ve bazen de ikinci bilesik olarak karbonhidratlarin diizenli diziliminden
olusmaktadir [11], [12]. S-tabakalar1 hiicre dis1 polimerleri karboksil ve bazi durumlarda
fosfonat veya siilfonat gruplar1 icermektedir. Bunun haricinde, belirli bakteriler SO+ veya
S2 veya HPO4? yi serbest birakan enzimler iiretmektedir. Ligandlar metal katyonlariyla

mikro ¢okeltiler olusturabilmektedir [15].

2.3. Yogurt
Yogurt, Lactobacillus delbrueckii spp. bulgaricus ve Streptococcus thermophilus
kiiltiirlerini iceren fermente bir siit iirlintidiir. Yogurt, kent yasamindaki insanlarin diyetinde

yeterli miktarda alinamayan kalsiyum, D vitamini ve potasyum gibi besinleri igermektedir.

Hem miidahaleye hem de gozleme dayali ¢ok sayida ¢alisma, yogurt tiiketimini insan sagligi
tizerindeki birgok olumlu etkiyle iliskilendirmistir. Bunlar arasinda laktozun ve bazi diger
belirli besin maddelerinin daha iyi sindirilmesi, kemik minerali aliminin artmasi, viicut

agirhigr yonetimi, kalp sagligi, metabolik saglik, ve bagisiklik sistemi sagligi bulunmaktadir
[16].

Saglik faydalarini arttirmak amaciyla geleneksel yogurda 6zel faydali (probiyotik) kiiltiirler
eklenebilmektedir [17]. Bu iriinler probiyotik yogurt veya biyo-yogurt olarak ifade
edilmekte olup, bireylerin bagirsak mikroflorasini veya sagligini tehdit eden bazi risklerin,
bu iiriinlerin tiiketimiyle azaltilabilecegi ongdriilmektedir. Genel olarak asagidaki sartlarin
saglanmas1 kosuluyla probiyotik yogurtlarin olumlu saglik etkilerine sahip oldugu kabul
edilmektedir [16].

e Tiikedildiginde iiriinde en az graminda 1.0 x 10° canli probiyotik Lactobacillus
ve/veya Bifidobacterium bulunmasi gerekmektedir.



e Mide ve sindirim sistemininin {ist kismindan gegerken dayanabilmesi, sindirim
sisteminin alt kisimlarmin epitel duvarlarinda kolonize olabilmesi/yerlesebilmesi

gerekmektedir.

e Tiiketimin diizenli olmasi, (haftada yaklasik 200-300 g) gerekmektedir. Diizenli

ifadesinin kesin tanimi bireye ve bireyin yasam tarzina baglidir.

Bu kosullar mevcut oldugunda biyo-yogurttaki kiiltiirler agiz yoluyla alinan probiyotikler
olarak tanimlanabilmekte ve saglik ilizerine ilave olumlu etkiler gosterebilmektedir [18].
Toplum saghigindaki islevselligiyle birlikte tiiketici talebi hesaba katildiginda, bu {irtinlere

yonelik pazarin stirekli biiyiidiigii goriilmektedir.

2.3.1. Tarihsel Arka Plan

Fermantasyon insanlar tarafindan uygulanan ve siitiin daha uzun raf 6mriine sahip tiriinlere
donistiirtildiigii en eski metotlardan biridir. Fermente siit yapmanin kesin ¢ikis noktasini
(veya noktalar) belirlemek zordur, ancak insanlarin gida toplayiciligindan gida tireticiligine
gecmesi ile 10,000-15,000 y1l 6ncesine dayandigi sdylenebilir. Bu degisim bazi hayvanlarin
(6rnegin inek, koyun, ke¢, manda ve deme) evcillestirmesini de kapsamaktadir ve

muhtemelen diinyanin farkli bolgelerinde farkli zamanlarda gergeklesmistir.

Arkeolojik kanitlar baz1 medeniyetlerin (6rnegin Mezopotamya’da Siimerler ve Babilliler,
kuzey dogu Afrika’da Antik Misir ve Asya’da Hintliler) tarim ve hayvancilik ile yogurt gibi

fermente siitlerin {iretiminde geligsmis oldugunu gdstermektedir.

Yogurdun kdkeni ile ilgili mevcut bir kayit olmasa da, insan saglig1 ve beslenme {izerindeki
faydali etkisine olan inan¢ uzun bir donem boyunca bir¢ok medeniyet tarafindan
benimsenmistir. Pers gelenegine gore Ibrahim yaraticilik ve uzun miirliiliigiinii yogurda
bor¢luydu, ve daha yakin zamanlarda Fransa Imparatoru Francis I'1n kegi siitiinden yapilan

yogurdu tiiketerek kendisini gii¢siizlestiren hastaligini tedavi ettigi sdylenmektedir.

Buna karsin yogurdun kdkeninin Orta Dogu olmasi muhtemeldir ve bu fermente {iriiniin
zamanla ge¢irdigi evrim diinyanin bu bolgesinde yasayan gocebe insanlarin ascilik
yetenekleriyle iligkilendirilebilir [19]. Bu konuda bir diger goris ise ¢ok eski ¢aglardan beri
Orta Asya kavimleri ile Iskitlerin temel tiiketim maddeleri arasinda yer aldig1 ve gdgebe
Tirklerce tiiketildigi seklindedir. Giiniimiizde yaygin goriise gore yogurt bir Tiirk bulusudur
[20]. Fermente siit triinleri (yogurt) tiretimi endiistriyel olarak 1900’lerin basindan itibaren

yaygin bir muhafaza sekli haline gelmis, belirlenen mikroorganizmalar bu {irtinleri



fabrikalarda biiyiik 6l¢eklerde iiretmek i¢in kullanilmistir. Bu iirlin Tiirkge’deki “jugurt”
kelimesinden &tiirii Ingilizce’ye yoghurt olarak ge¢mistir [16].

2.3.2. Fermente Uriin Cesitleri

Diinyada iiretilen geleneksel ve endiistriyel fermente siit lirtinlerinin 400 civarinda jenerik
ismi vardir [19]. Bu iriinlerin isimleri farkli da olsa pratikte hepsi aynidir. Robinson ve
Tamime [16] kullanilan siit ¢esidini, floraya hakim mikrobiyal tiirii ve asil metabolik tiriinleri
hesaba katarak fermente siitleri 3 genis kategoriye ayirmistir: Bunlar; laktik fermantasyonlar,
maya-laktik fermantasyonlar1 ve kiif-laktik fermantasyonlar olarak siniflandirilmaktadir
(Sekil 2.2).

Fermente Siit Uriinleri
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Sekil 2.2. Fermente siit tiriinlerinin siniflandirmasi. ABT L. acidophilus, Bifidobacterium
bifidum ve S. thermophilus; BRA, B. infantis, L. reuteri ve L. acidophilus [16]

Yogurt bircok istenen 6zellige sahip olmasina karsin, 6zellikle ortam sicakliginda, birkag
giin igerisinde bozulma egilimdeki bir iiriindiir. Bu nedenle c¢esitli islemlerle daha uzun raf
Omriine sahip iirlinlere doniistiiriilebilir veya yeni iiriinlerin hammaddesi olarak kullanilabilir

(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Yogurtla ilgili tiriinlerin tiretimindeki farkli islemlerin sematik gosterimi [16]

Alternatif bir muhafaza igleminde yogurt birkag saatligine kisik ateste belirli bir odun tipiyle
wsitilir, elde edilen firtine isli yogurt denir. Bu tip yogurt kavanozlara konarak ve iizeri

zeytinyagi veya i¢ yagla kaplanarak saklanabilir.

Yogurt liretim metotlar1 yillar gegtikge az bir degisim gecirmis ve 6zellikle fermantasyonu
gerceklestiren LAB’lerle ilgili baz1 gelismeler yasanmis olsa da, yogurt iiretim islemindeki

ana adimlar halen aynidir ve su sekildedir:
e Siitteki toplam kat1 madde miktarimni 14-16 g/100 g’a ¢gikarmak.

e Ideal olarak siitiin yiiksek sicaklikta 5-30 dakikalik bir siire tutulabilecegi bir

yontemle siitii 1sitmak (Kesin stire secilen sicakliga gore degisecektir).

e Siitii L. delbrueckii subsp. bulgaricus ve S. thermophilus’un baskin organizma

oldugu bakteri kiiltiiriiyle asilamak.

e Mayalanmis siitii ambalajda veya tankta, topaksiz viskoz bir pithtinin ve istenen

aromatik tadin/aromanin elde edilecegi kosullarda inkiibe etmek.

e Sogutmak ve istenirse ileri isleme tabi tutmak; 6rnegin meyve ve diger bilesenlerin

katilmasi, pastdrizasyon veya konsantrasyon.
e Soguk kosullar altinda tliketiciye dagitim i¢in ambalajlama.

Bununla birlikte, yogurt kelimesi  genigs bir yelpazedeki iiriin cesitliligi iginde
kullanilmaktadir (Ornegin kurutulmus yogurt, dondurulmus yogurt ve hatta pastdrize

edilmis yogurt). Yogurt esasen bol miktarda starter kaynakli canli bakteri igermesi
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gerektiginden bu cesitlerin de yogurt adi altina dahil edilmesi bazi insanlari rahatsiz
etmektedir. Ancak ambalaj son islem hakkinda yeterince bilgi verdigi takdirde (6rnegin
pastorize yogurt), popiiler kullanimlarin temel iirliniin biitiinliiglinden taviz vermedigi

anlasilmaktadir.

Bu yaklagim ayni1 zamanda yogurt liretiminde her zaman fermantasyon asamasi yer almasi
ve dogrudan laktik asit eklenmesiyle elde edilen pihtinin asla yogurt ve hatta yogurt benzeri
irlin olarak tanimlanmamasi gerektigi ve bu asamanin ticari uygulamada son derecede

degisken oldugu anlamina gelmektedir.

Siit bilesimindeki degisimler, starter organizmalarin diizensiz davraniglari, inkiibasyon
sicakligindaki hatali uygulamalar ve bunlarin yaninda bazi diger islem degiskenleri toplam
kalite yoniinden yetersiz iiriine yol agabilir. Hatali iirlin riskini azaltmanin tek yolu

fermantasyona tiim yonleriyle hakim olmaktir.

2.3.3. Yogurt ve Saghk

Yogurt ve benzeri fermente gidalar insanlarin beslenmelerinde uzun zamandir 6nemli bir
yere sahiptir. Insanlardaki saghik sorunlarmin bagirsaktaki zararli bilesiklerin kana
gegmesiyle tetiklendigi bilinmektedir. Bu zararli bilesikler disaridan alinabildigi gibi ince
bagirsagin alt yaris1 ve kalin bagirsaktaki ciiriitiicii (putrefektif) bakterilerin faaliyeti
neticesinde de ortaya g¢ikabilmektedir. Bu bakterilerin faaliyeti baskiladiginda bakterilerin
metabolik iiriinlerinin olumsuz etkileri ortaya ¢ikmayacak ve birey daha uzun ve saglikli bir

yasam siirebilecektir.

Boyle bir hipotez kulaga ¢ok mantikli gelmektedir, ve yogurdun bu c¢iirtik¢iil bakteri
faaliyetini engellemekteki rolii su sekilde agiklanmustir; ilk olarak yogurttaki laktik asit
bakterileri diisiik pH degerlerini tolere edebilir, oysa ki ¢ogu bakteri ideal biiyiime ve
metabolizma faaliyetini notr pH degerleri civarinda gostermektedir. O nedenle asidik yogurt
bagirsaklardan gectikce gidadaki laktik asit istenmeyen floray1 Sldiirebilir. ikinci olarak,
yogurdun bu etkisinin L. delbrueckii subsp. bulgaricus'un bagirsakta yerlesmesi ve yerlesik
mikrofloraya hakim olmasi tarafindan arttirildig ileri siirtilmektedir. Bu ikinci degisiklik
yogurdun tiiketilmedigi zamanlarda dahi ciiriik¢iik organizmalarin bulunmamasini
saglamakta ve tiiketicinin sagligin1 korumaktadir. Su anda bilim insanlar1 arasindaki fikir
birligi yogurt bakteri kiiltiirlerinin bagirsak yolunun mukozal yiizeylerine tutunamadigi
yoniindedir, ancak bazi durumlarda tiir farkliligi, deneysel tasarim ve/veya hayvan
caligmalarinin insanlara yanlis bir sekilde uygulanmasi nedeniyle ¢elisen sonuglar ortaya
¢ikmaktadir [16].
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Yillar boyunca bu orijinal fikirler yogun bir tartisma ve aragtirmaya konu olmus ve kritik
etmenin Urliniin mikroflorasi oldugu netlesmistir. Dolayisiyla yogurt tanimi geregi yalnizca
S. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus’tan olusan bir mikrofloraya sahip
olmaliyken [21], pazara yeni giren bazi iriinlerde S. thermophilus, L. acidophilus, L.
paracase subsp. paracasei ve/veya Bifidobacterium spp. bulunabilmektedir. Son bahsedilen
tirtinler siklikla probiyotik-yogurt olarak isimlendirilir ve kimyasal bilesim olarak yogurtla
benzer 6zellige sahiptir, ancak mikrofloranin tiiketicinin sindirim sistemi lizerindeki etkisi
tamamen farklidir. Bu nedenle s6z konusu iiriinleri tiiketenlerdeki saglik etkileri ayri

degerlendirilmelidir [16].

2.3.4. Yogurdun Tedavi Edici Ozellikleri

Kalin bagirsaktaki bakterilerin sketol ve indol gibi canli dokuya zarar veren birtakim fenolik
bilesikler iirettigi bilinmektedir. Bu maddelerin bagirsak duvarinda fark edilebilir etkilere
yol agmas1 veya emilmesi, bu maddelerin konsantrasyonuna, bagirsaktaki diger maddelerin
onlar1 i¢ine alma kabiliyetine ve alikonma siiresine baglidir. Bununla birlikte bu maddelerin
kalin bagirsakta kanser baslangicinda rolleri oldugu yoniinde endise vardir [16]. Bu
maddelerin iretilmesini baskilayacak herhangi bir islem faydali olacaktir. Laktik asitin
curiikciil bakterilerin biliylimesini/metabolizmasint inhibe etmesi buna Ornek olarak

gosterilebilecek bir iglemdir.

Gergekte yogurttaki laktik asitin bir kismimin safra bilesenlerinin nétrlestirici etkisinden
etkilenmeyecegi tartismaya agik olsa da, yogurdun az da olsa bagirsaktaki pH gradyanini

degistirebilecegi goriisii devam etmektedir.

Yogurdun hipokolesterolemik (diisiik kolesterol) etkisi oldugu 6ne siiriilmiistiir. Bu etkinin
gercek sebebi belli degildir, ancak yogurdun bu yonden fermente olmamis siite kiyasla daha
aktif olmast mikrobiyal kaynakli enzim sistemi veya biyokimyasal bilesenlerin etkili
oldugunu diisiiniilmektedir. Hidroksimetil glutaratin kolesterol sentezini sinirlayan bir
starter kiiltiir metaboliti oldugu 6ne siiriilmiistiir, ancak hem bu fenomenin gercekligi hem

de olasi sebebi spekiilasyona agiktir [16].

Farelerle yapilan caligmalarda canli veya pastorize edilmis yogurt tiiketiminin belirli timor
tiplerinin biiylimesini onledigini, ve bakterinin hiicre duvarindaki bazi faktorlerin bu etkiyi
saglamis olabilecegi One sirilmiistir [22]. Bunun gibi sonuglarin insanlar igin
uygulanabilmesi baska bir konu olsa da, yogurt tiikketiminin g6z ard1 edilemeyecek olasi bir

faydasi1 s6z konusudur.
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Benzer sekilde, bagirsaktaki normal mikrofloranin uyarilmasi diizenli yogurt tiiketimi ile
iliskilendirilmis ve starter bakterilerin pargalanan hiicrelerinin bagirsakta Ornegin L.
acidophilus gelisimini tesvik eden vitamin veya diger biiylime faktorleri agiga ¢ikardigi 6ne
stiriilmiistiir. Bu fikri destekleyen insan ¢alismalarindan elde edilmis klinik kanitlar bulunsa
da, belirli bir toplumdaki normal tiiketici niifusundaki diizenli tiikketimin etkisinin ne kadar

yaygin olacagini saptamak giigtiir.

2.3.5. Probiyotik Yogurdun Saghga Faydah Ozellikleri

S. thermophilus’un asitligi tolere edemedigi ve bu tiire ait ¢ok az sayidaki hiicrenin mideden
canli kalarak gegebilecegi; hatta asitlige daha dayanikli L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un
dahi canli durumda bagirsaga ulasma ihtimalinin zayif oldugu bilinmektedir. Ayni
bakterilerin sodyum taurokolat ve glikolat dahil olmak {izere safra tuzlarina kars1 direnci de
zayiftir. Hatta bazi L. delbrueckii subsp. bulgaricus suslari laboratuvar farelerinin
bagirsaklarina yerlestirilmesine ragmen bu durum degismemistir. Bunun sonucunda genel
fikir birligi S. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un insanlardaki sindirim

isleminde canli kalamadig1 yoniindedir [16].

Buna karsin, probiyotik yogurt olarak isimlendirilen yeni iirinlerin geleneksel iiriinden
farklt bir mikrofloras: vardir. Bu iirinlerde L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un hakim bir
sekilde yer almama durumu bu iiriin i¢in yogurt isminin kullanilmasi1 konusunda tartigmalara
yol agmustir. O nedenle probiyotik yogurtlarin florasinda genelde L. acidophilus, L.
paracasei subsp. paracasei veya L. paracasei biovar shirota, L. rhamnosus, L. reuteri, L.
gasseri, Bifidobacterium adolescentis, B. bifidum, B. breve, B. infantis ve B. longum, ve son
zamanlarda B. lactis gibi suslar yer almaktadir [16], [23]. Ek olarak bazi iiriinler B. animalis
icermektedir, bu sus diger Bifidobacterium tiirlerine gore siitte daha hizli ¢ogaldigindan
ireticiler i¢in ¢ekicidir, ancak hi¢bir zaman insan bagirsagindan izole edilmemistir. Belirli
in vitro caligmalar B. animalis suslarinin insan kaynakli epitel hiicrelere tutunabildigini
gostermistir, yine de bu tiirlerin saglhiga faydali etkileri oldugu iddia edilen {iriinlerde

kullanilmas: tartigmaya acgiktir.

Bu grubun 6nemi, S. thermophilus ve L. delbrueckii subsp. bulgaricus’un aksine tiim diger
tiirlerin insan bagirsaginda dogal olarak bulunmasidir, LAB’ler ince bagirsagin u¢ kisminda
kolonize olur, Bifidobacterium ise kalin bagirsaktaki dominant gruplardan biridir. Ince
bagirsakta, laktik asit bakterileri hem bagirsak lumeninde yer tutmakta hem de epitel
hiicrelerindeki belirli reseptérlere fiziksel olarak tutunmaktadir [24]. Ornegin; tutunan

Lactobacillus suslar1 burada mikrofloray1 olusturacak, bagirsagin yiizey alanini isgal edecek,
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besinleri alacak, laktik asit ve muhtemelen antimikrobiyel bilesikler salgilayacaktir [23]. Bu
nedenle; LAB insan sagh acisindan belirli bir dereceye kadar koruma saglayabilmektedir.
Ayrica, LAB popiilasyonu kalin bagirsaga ulasan kalint1 sekerin (laktoz) olumsuz etkilerini

de azaltabilmektedir.

Ince bagirsaktaki laktik asit bakterisi kolonizasyonunun bu iki etkisi iyice anlagilmistir. Ayni
poplilasyonun viicudun bagisiklik sistemini tetikleyebilecegi, serum kolesterol seviyesini
diistirebilecegi ve bazi hastalik tiirlerine karsi koruma saglayabilecegi 6ne stiriilmiistiir [25].
Bu fikirleri destekleyen kanitlar mevcuttur, ancak bu sonuglar bireyler arasindaki

degisikliklerin s6z konusu etkilerin gecerliligi agisindan kritik oldugunu sdylemektedir [20].

Sonug olarak yogurtlarin ve/veya probiyotik yogurtlarin sagliga katkilari vardir ancak
bulunan etkileriyle ilgili ifadelerde biiyiik itina gosterilmelidir. Cizelge 2.1°de laktik
kiiltiirlerin genel olarak gegerli kabul edilen etkileri gosterilmektedir.

Cizelge 2.1. Yogurtla iligkilendirilen sagliga faydali etkilerden bazilar1 ve bu etkilerin
insanlar igin gegerliligi [19]

Faaliyet/etki Iddia edilen saghk faydasi Insanlarda
belirlenmesi

Sindirim sistemi Heliobacter pylori’ye karsi etkili v

tizerinde Artan laktoz sindirimi

Bagirsak bagisikliginin tetiklenmesi
Crohn hastaliginin dengelenmesi
Bagirsakta peristalsis hareketinin tetiklenmesi

Bagirsak Mikrobiyel popiilasyonlar arasindaki dengeyi  Diski
mikroflorasi iyilestirmesi bifidobakterinden
tizerinde Diski enzim aktivitesinde azalma artis

Bagirsak yolunun kolonizasyonu 4

Salmonella spp. i¢in diisiik tagima siiresi

Rotaviriis diyarenin 6nlenmesi/tedavisi

v

Ishal iizerinde Akut diyarenin 6nlenmesi/tedavisi v
v

Antibiyotige bagli diyarenin dnlenmesi v

Diger etkiler Hastaliga kars1 gelismis bagisiklik
Serum kolesterolunda azalma
Hipertansiyonda azalma

Bifidobakterler ve diger probiyotikler kalinbagirsak lumenini isgal etmekte ve daha spesifik
bir sekilde ¢ok yiiksek sayilarda duvarlarda kolonize olmaktadir. Bu bolgede besinleri
almakta; laktik asit,asetik asit ve muhtemelen antimikrobiyal bilesikler salgilamaktadir.
Diskidaki giirtikgiil bakterilerin ¢ogalmasinin baskilanmasi faal bir LAB ve probiyotik LAB

niifusu varligiin diger bir avantajidir, ve bu baskilamanin kalin bagirsaktaki fermantasyon
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sirasinda kanserojen bilesiklerin serbest kalma riskini azalttigi 6ne siiriilmektedir. Son
yillarda yapilan ¢aligmalarda, LAB ve probiyotik LAB bakterilerinin viicuda alinmis kimi
toksik maddelerin (mikotoksinler, agir metaller vb.) emilimini azaltti1 ve biyosorbe ettigi
boylece bu zararli maddelerin diski ile atilmasina katki sagladigina dair ciddi ¢alismalar

bulunmaktadir [5], [6], [26]-[28].

2.4.  Agir Metaller

Suda, farkli mikroorganizmalar (bakteriler, viriisler, parazitler) ve kimyasal bulasanlar (agir
metaller, siyanotoksinler, pestisitler dezenfektan yan iiriinler) bulunabilmektedir. Igme
sularinin biiyiik 6l¢ekli kirlenmesi genellikle flor, arsenik, uranyum, selenyum, kursun, nitrit
ve nitrat gibi bulaganlar nedeniyle yasanmaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO), igme

suyuna bulagabilen 160’un iizerinde mikrobiyal ve kimyasal bulasandan s6z etmektedir [29].

Cd, Pb ve arsenik, insana bagli kaynaklardan ¢evreye bulagsmaktadir [11], [30]. Arsenik, yer
alt1 sularina bulasabilen dogal bir agir metaldir. Arsenik, Cd ve Pb maddelerinin disiik
dozlarda dahi agiz yoluyla kronik alimi, cilt, i¢ organlar ve sinir sistemi {lizerinde zararl

etkilere neden olmaktadir [11].

Agir metallerin sudan uzaklastirilmasi i¢in ¢okeltme, topaklastirma, iyon degisimi ve
filtrasyon gibi yontemler uygulanmaktadir [6]. Metallerin ¢ozlnirliikleri ile ortam pH’s1
arasinda yakin bir iligki vardir. Yiiksek pH’larda metallerin ¢oziniirligii diiser,metal
hidroksit kompleksi olusur ve ¢okelmeler meydana gelir. Kimi metallerin metal hidroksit

cokeltileri olusum pH degerleri Cizelge 2.2°de verilmistir.

Cizelge 2.2. Metal Hidroksit olusumu i¢in pH degerleri [1]

Metal pH degeri
Kursun 6.3
Kadmiyum 9.7
Bakir 7.1-7.3
Nikel 9.2-9.4
Cinko 8.3-8.5
Demir 4.3
Aluminyum 5.2
Kalay 1.0-4.5
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Inaktive edilmis algal, fungal ve bakteriyel biyokiitleler kullanarak agir metallerin
uzaklastirilmasi, 6zellikle son 20-25 yillik donemde geleneksel yontemlere alternatif, diisiik

maliyetli bir yontem olarak birgok arastirmada incelenmistir [6], [31]-[34].

Insan kaynakli kirlilik hayvan ve insanlar iizerinde felaket anlamina gelen, yiiksek seviyede
metal seviyesine sahip yerel kosullara yol agabilir. Aslinda insan irkinin diinyanin mineral
kaynaklarimi isletmesi ve teknolojik aktiviteler; kimyasal elementlerin topraktan ¢ikarilmasi,

yerinden alinmasi ve dagitilmasi anlamina gelmektedir.

Bu kimyasal elementler arasinda 6zellikle son zamanlarda gevreye benzeri goriilmemis
miktar ve konsantrasyonlarda ve asir1 yliksek hizlarda dagilan metalik elementler
bulunmaktadir. Bir¢ok metalik element canli organizmalarin islevlerinde temel gorevlere
sahiptir; besinsel bir ihtiyag teskil ederler ve fizyolojik rolleri yerine getirirler. Buna karsin
temel iz elementlerin fazla bulunma durumu ve O6zellikle temel olmayanlarla yer
degistirmeleri (mesela Cd, nikel, Pb veya giimiis) zehirlenme semptomlar1 veya 6liimle
sonuglanabilir. Insanlar iz elementlerini gida ve su yoluyla almaktadir. Gida zincirindeki yeri
doldurulamayan bir baglanti olan bitki yasami da aym1 zamanda hayvan yasamini
desteklemektedir. Metallerin 6ziimsenmesinin mikrobiyal diinya ve bitkilerde gerceklestigi
bilinen bir gergektir ve bu elementler gida zincirinde ilerledik¢e daha konsantre bir hale
gelmektedir. Zincirdeki dengesizlikler ve metal tiirlerinden birinin asir1 miktarda olmasi

toksisite semptomlarina, hiicresel fonksiyonlarda bozukluklara ve netice olarak dliime yol
acmaktadir [6], [12].

Iz elementlerin alimi genelde yiik ve iyonik yaricapin orami ile belirlenen iyonik
potansiyeliyle iliskilidir. Diisiik iyonik potansiyele sahip Na* ve Ca*? gibi elementler kolayca
¢oziinilir katyonlar olusturmakta, 6te yandan yiiksek iyonik potansiyele sahip elementler (P
® ve N°) ¢oziiniir olmayan hidrolizatlar olusturmaktadir. Cd bitkiler yoluyla biriken toksik
bir metaldir ve genelde endiistriyel atiklardan bulagmaktadir. Iyonik potansiyeli 2.0’dr.
Iyonik potansiyeli 5.9 olan berilyum kolayca ¢okebilmekte ve ¢evrede birikme egilimi diisiik
olmaktadir. Iyonik potansiyel grafiklerine bakarak bu maddelerin ¢evredeki gdgiinii tahmin

etmek, birikimini ve insanlara verecegi olasi zarar1 degerlendirmek miimkiindiir [12].

2.4.1. Kadmiyum

Kadmiyum (Cd, atom numarasi 48) yumusak, giimiisiimsii mavimsi beyaz renkte bir agir
metaldir. Kimyasal Ozellikleri iki kararli metal olan ¢inko (Zn) ve civaya (Hg)
benzemektedir. Genellikle Cd*? seklinde (okside) ortamda bulunmaktadir. Dogal olarak
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havada, suda, toprakta bulunur. Ancak bulunma diizeyi ¢evresel kirleticiler nedeniyle artan

bir egilim igerisindedir [9].

Diinyanin farkli bolgelerinden bildirilen igme suyu ve dogal sularla ilgili raporlarinda 0-3
ng/L’a kadar kadmiyum konsantrasyonlari oldugu belirlenmistir [11]. Cd konsantrasyonu
yiikksek sular genelde terkedilen ve faal durumdaki madenler ve metal dokiimciilerin
etrafinda [11], 6zellikle demir bulunmayan metallerin tiretildigi yerlerde belirlenmistir [35],
[36]. Tarimda kullanilan fosfat giibrelerinde de yiiksek Cd konsantrasyonu
goriilebilmektedir. Toprak ve suyun asitlendirilmesi, topraga ve c¢okeltilere bagh
kadmiyumun serbest kalmasina, sonrasinda da bulasiya yol agabilir. Cesme suyu ve ¢esme
acildiginda ilk anda akan sularda (boruda beklemis su), lehimli baglanti ve ¢inko galvanizli
tesisattan kaynaklanan yiiksek Cd konsantrasyonlar1 57 pg/L’ye kadar ulagabilmektedir
[37]-[40]. Buna karsin c¢alismalarda incelenen ¢ogu evde kabul edilebilir Cd seviyeleri
belirlenmistir; 6rnegin Almanya’da incelenen 6rneklerdeki Cd konsantrasyonlarinin WHO

talimat degeri olan 3 pg/L’yi yalnizca %0.7 oraninda astig1 belirlenmistir [39].

Cd dogal sularda 3 farkli sekilde bulunmaktadir: ¢éziinmiis, asili partikiillere bagh ve
¢cokelmis halde. Cd’nin partikiil maddesi i¢in yiiksek bir afinitesi vardir ve ¢okeltiler 100
mg/kg’m iizerinde konsantrasyonlara sahip olabilir [41], [42]. Bunun bir sonucu olarak,
¢oziinmiis organik madde konsantrasyonunun yiiksek olmasi [43] ve diisiik pH, ¢6ziinmiis

Cd miktarmi arttirabilse de, sulardaki ¢6ziiniir Cd konsantrasyonu genelde diistiktiir.

Kadmiyum akut toksisitesi nedeniyle Pb ve civa ile birlikte insanlara ve ¢evreye potansiyel
tehlikesi en biiyiik olan agir metallerin yer aldigr “biiyiik i¢liyl” olusturmaktadir. Cd
kirliligini azaltmak i¢in gelecekte ¢ok daha biiylik caligmalara ihtiyag¢ duyulacaktir. Cd’nin
endistriyel kullanim1 elektrolizle kaplama, boya pigmentleri, plastikler ve glimiis-
kadmiyum piller alaninda yaygindir ve gittik¢e artmaktadir. Diinyanin yillik Cd iretimi
20000 ton civarindadir. Cd’nin dogal sulara dokiilmesi kismen elektrolizle kaplama
endiistrisinden kaynaklanmakta ve ABD’deki yillik Cd tiiketiminin yaklasik %50’sine
tekabiil etmektedir [32].

Cd’ni son derecede toksik bir agir metal oldugu kabul edilmektedir. Japonya’da “Itai-Itai”
adryla bilinen bir hastalik 6zellikle Cd zehirlenmesiyle iliskilendirilmekte ve osteomalaziden
kaynaklanan ¢ok sayida kirikla sonug¢lanmaktadir [44]. Kadmiyum insan viicudunda birikme
egilimdedir, birikimin %331 bobreklerde %14°1 karacigerde goriilmektedir. Kronik Cd
zehirlenmesi proteiniiri {iretmekte ve bobrek tasi olusumuna yol agmaktadir. Cd ve

hipertansiyon arasinda bir baglanti oldugu yoniinde de kanitlar vardir [9].
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Beslenme yoluyla kadmiyuma maruz kalmanin bobrekler, karaciger, kemik, periferik
vaskiiler dokular, meme bezi, plasenta, protat, gégiis, pankreas ve kolonda olumsuz saglik

etkilerine yol agtig1 belirlenmistir [45].

Daha o6nce deginildigi gibi, Cd’nin asil hedefi bobreklerdir ve viicuttaki Cd’nin yaklasik
olarak iicte biri bobrek korteksinde yer almaktadir. Bobrekteki Cd idrar ile ¢ok yavas
salgilanmaktadir ve bobrekteki Cd’nin yar1 Omriiniin onyillarla ifade edilebilecegi
bildirilmistir [11]. Sonug olarak Cd’ye agiz yoluyla kronik maruz kalmanin ilk olumsuz
etkisi bobreklerde ortaya c¢ikmaktadir. Yiiksek konsantrasyonlara maruz kalmak bdbrek
yetmezligine dahi yol agabilir, ancak genelde proteinuri, kalsiiiri, aminoasidiiri, glukoziiri
ve tiibiiler doku oliimiine yol agan renal tiibiiler bozuklugu gézlenmektedir [46]. Olumsuz
kemik etkileri, kemik yumusamasi, osteoporoz olumsuz bobrek etkileriyle kombinasyon
halinde kronik Cd’ye maruz kalma ile iliskilendirilmistir [47]. Kemikler tizerindeki olumsuz
etkiler Cd’ye bagh tiibiiler bozuklugun [48] ve bobrekteki vitamin D3 onciillerinin diisiik
faaliyetinin kandaki kalsiyum konsantrasyonunu arttirmak ve kemik desorpsiyonu suretiyle
yol ac¢tig1 hiperkalsurinin bir sonucu olabilmektedir [49]. Genelde akciger yoluyla, mesleki
olarak yiiksek konsantrasyonlarda Cd’ye maruz kalmanin akciger kanserine yol agtig
belirlenmistir [11]. Buna karsin beslenme yoluyla alinan Cd’nin kanser olusumuna katkisi
yalnizca hayvan galismalari ve in vitro ¢alismalar ile gosterilmistir [50]. Hayvan ¢alismalari
ayni zamanda Cd’nin basta hipertansiyon olmak iizere olumsuz kalp damar etkilerindeki

olas1 roliinii gostermistir, ancak bu durum insan ¢aligmalarinda onaylanmamstir [11].

Ortak Gida ve Tarim Organizasyonu/Diinya Saglik Orgiitii Gida Katkilar1 Uzman Komitesi
(WHO/FAO) [51] Cd’nin bdbrek toksisitesine dayanarak gegici tolere edilebilir haftalik
alim diizeyini 7 pg Cd/kg viicut agirligi/hafta (PTWI) olarak belirlemistir. Buna karsin yakin
donemdeki calismalar bu kilavuz degere ¢ok yiiksek oldugunu sdyleyerek karst ¢ikmuigtir.
Buradaki dayanak kisa zaman Once mevcut veriler iizerinde yapilan bir meta analizde
yalnizca 3 pg Cd/kg viicut agirligi seviyesindeki bir maruz kalmada proteiniirinin bir
biyoisaret¢isi olan beta-2-mikroglobulin konsantrasyonunun yiikseldiginin belirlenmesidir

[9], [52].

2.4.2. Kursun
Kursun (Pb, atom numaras1 82) yumusak, kolayca sekil alabilen, diisiik erime noktasina
sahip, mavimsi-beyaz renkte (bekledikce griye doniisen) bir agir metaldir. Genellikle Pb*?

seklinde (okside) ortamda bulunmaktadir.
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WHO i¢gme suyundaki kursun konsantrasyonu i¢in 10 pg/L sinir koymustur [29]. Sularin
dogal Pb konsantrasyonu genelde diisiiktiir ve yer alt1 sularinin <0.45—14 ng/L arka plan
kursun konsantrasyonlarina sahip oldugu bildirilmistir [53]. Buna karsin insan kaynakli
bulasi daha yaygindir, metal madenleri ve izabe tesisi etrafinda yiiksek kursun
konsantrasyonlar1 belirlenmistir [36], [54], [55]. Endiistriyel emisyon, tarim ve aritma
camurunun bosaltimina bagl olarak daha kiiciik 6l¢ekte bulasilar da meydana gelmektedir.
Kursunsuz benzin kullanilmadan 6nce, kursunlu benzinin kullanilmasi en 6nemli kursun
kirliligi kaynaklarindan biriydi. Pb ayn1 zamanda eski tesisat sistemlerinin boru, lehim ve
baglant1 pargalarindan (%50’ye kadar kursun igerebilen malzemeler) ¢esme suyuna
geemektedir. Musluk suyunda 5.580 pg/L’a kadar ¢ikan kursun konsantrasyonlari
belirlenmistir [40], [56], [57]. Buna karsin s6z konusu asir1 yiiksek konsantrasyonlar nadir
goriilmektedir, ve bir Alman ¢aligmasina goére musluktan alinan ilk su 6rnekleri (beklemis

su) 10 pg/L’lik WHO kilavuz degerini yalnizca %7.7 oraninda gegmistir [39].

Cd gibi Pb de suda ii¢ farkli sekilde bulunmaktadir: ¢oziinmiis, asil1 (siispanse) partiikiillere
bagli ve ¢okelmis halde. Kursunun partikiil halindeki maddeye yiiksek bir ilgisi vardir ve bu
nedenle biiyiik oranda asili partikiilat maddesine bagl ve ¢okelti seklinde bulunmaktadir, bu
nedenle ¢oziinen Pb miktar1 azdir [58], [59]. Buna karsin kursunun partikiil maddelerine
baglanmas1 kismen de olsa tersinir bir siirectir ve uygun kosullarda etraftaki suya gecebilir
[60]. Coziinen kursun miktari ¢oziinmiis organik maddenin yiiksek olmasi gibi bazi etkenler

[43] ve diisiik pH nedeniyle artmaktadir.

Belki de arsenik dahil higbir metalin toksikolojisi Pb’ninki kadar ¢alisilmamistir. Kursun
zehirlenmesi aslinda Roma Imparatorlugu’nun ¢okiisii ile dahi iliskilendirilmektedir. Roma
déneminde yasamis insanlarin kemiklerinde bulunan yiiksek kursun igerigi; sarap ve diger
icecekler igin kullanilan Pb kaplarin kullanimi, Pb su borulari kullanimi ve toprak kaplarin
Pb igeren seramikle sirlanmasi sebebiyle Pb kaplari satin almasi daha kolay olan yodnetici
smifinin  bliyiikk bir kismmin &lmesi  hipotezini desteklemektedir. Cocuklarda Pb
zehirlenmesi  modern sirlanmig  seramikler ve eski boyalarin pigmentleri ile

iligkilendirilmistir. En giincel acil sorun motorlu ara¢ egzozlarindaki kursun emisyonlarinin

kontroliidiir [12].

Sonuglar1 tartigmali olmasina ragmen, ¢evredeki Pb birikiminin ortaya ¢ikmasi, kuzey
Gronland’daki eski kar tabakalarinin analizi ile olmustur. Bu tabakalarda Sanayi
Devrimi’nin (1750°den itibaren) basindan itibaren kademeli olarak artan ve 1930’lardan

itibaren biiyiik bir logaritmik artig gosteren kursun miktari belirlenmistir. Otoban trafiginden
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kaynaklanan yiiksek kursun miktar1 yoldan itibaren 80 metrelik bir mesafeye kadar
izlenebilmektedir [61]. Havadaki Pb nedeniyle okyanus sularinin yiizeyleri hatir1 sayilir

derecede kirlenmektedir.

Madencilik faaliyetlerinden kaynaklanan kursun kirliligi nispeten yerel bir sorun teskil etse
de biiytliklik agisindan onemlidir. Dokiim islemlerinin yarattigi kirlilik uzun zamandir
bilinmektedir. Birincil dokiimciiler madenleri isler, biiyiik ve sayica kiigliktiir; buna karsin
ikincil dokiimciiler eski pil, kablo kaplamasi vs. hurdalari isler ve agir metal kirliliginin daha

daginik kaynagini teskil eder.

Kursunun toksikolojisi yaygin bir sekilde calisiimistir. Inorganik kursun (Pb*?) genel bir
metabolik zehirdir ve diger agir metallerin ¢ogu gibi enzim inhibitoriidiir . TEL (tetra etil
kursun) veya TML (tetra metil kursun) olarak organik kursun, inorganik kursundan daha
zehirlidir. Kursun zehirlenmesinin ilk semptomlarinin fiziksel oldugu goriilmektedir
(heyecan, depresyon ve sinirlilik). Kii¢iik cocuklar 6zellikle etkilenmekte, zihin geriligi ve
uzun donemli beyin hasar1 gibi sorunlar goriilebilmektedir. Inorganik Pb’nin en sinsi
etkilerinden biri kemiklerdeki kalsiyumun yerine gecebilmesi ve ilk bastaki sogrulmadan
sonra uzun bir siire boyunca burada gegici bir birikim olusturmasidir. Insanlardaki inorganik
Pb zehirlenmesinin derecesinin gostergesi kandaki kursun seviyesidir. Farkli uzmanlar 0.2-

0.8 ppm araligindaki seviyeleri giivenli olarak degerlendirmektedir [12].

Yetiskinlerin viicudunda bulunan kursunun yaklasik olarak %90’1 kemiklerde ve dislerde
yer alir. Ayni deger ¢ocuklarda %70’tir. Pb ¢ocuklardaki yiiksek hareketliliginin sebebi olan
stirekli bliylime ve salim/tekrar olusturma, ¢cocuklar1 kursunun olumsuz etkilerine kars1 daha
duyarli hale getirmektedir. Pb HEM (kanin kirmizi pigmenti hemoglobinin bilesenleri)
sentezinde yer alan enzimatik siirecleri etkilemektedir [62] ve Pb’nin kandaki
konsantrasyonunu yiiksek olmasi hemoglobin sentezi ve kirmizi hiicre miktarinin diisiik
olmasiyla [63], en k&tii durumda ise anemiyle iliskilendirilmistir [11]. Cd gibi, kursunun
kandaki konsatrasyonunun yiiksek olmasi kiigiik molekiiler proteinlerin iiriner bosaltimiyla
kendini gosteren bobrek bozuklugu ile iligkilidir [64]. Erken gocuklukta ¢evresel olarak Pb
maruz kalmak, zihinsel tahribat ile iliskilendirilmektedir [65]. Kandaki Pb
konsantrasyonunun 10 pg/dL’den 30 pg/dL’a ¢ikmasinin zeka diizeyinde (IQ) yaklasik 1-4
puanlik diistise yol agtig1 belirlenmistir [66]. Bir grup arastirmaci kandaki kursun miktari 1
pg/dL’den 10 pg/dL ¢iktiginda 1Q’da benzer bir diisiis oldugunu belirlemistir [65]. Sekil
2.4’de agir metallerin viicut sivisindaki konsantrasyonuna bagli olarak etkileri sematik

olarak verilmistir.
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Sekil 2.4.Toksikantlarin (Agir metelalerin) viicuda girisi, dagilimi, metabolizma ve
atilimyollar1 [67]

2.5. Biyosorbentler ve Biyosorpsiyon

Bazi metallerin artan degerinin yaninda cevreye birakilan toksik metallerin ekolojik
etkileriyle ilgili artan farkindaliga bagli olarak, metal geri kazanimi ve ¢ozeltilerden metal
uzaklastirilmas: gibi amagclarla metal toplama c¢alismalar1 yapilmaktadir. Giiniimiizde bu
amaglara ilave saghk faydalari saglayan fonksiyonel gidalar iiretmek de eklenmistir.
Metalleri uzaklastirmada kullanilan geleneksel yontemler arasinda kimyasal c¢oktiirme,
kimyasal oksidasyon veya rediiksiyon, iyon degisimi, filtreleme, elektrokimyasal uygulama,

membran teknolojileri ve evaporasyon geri kazanimi vardir [6], [68].

Alternatif metal uzaklastirma ve/veya geri kazanim metotlarindan birisi de biyolojik
kaynakli bazi dogal malzemelerin kullanilmasidir. Bir¢ok biyolojik material, 6zellikle
bakteriler, algler ve mayalar agir metallerin uzaklagtirilmasinda kullanilabilmektedir. Son

yillarda bununla ilgili birgok ¢alisma yapilmis olup bu biyolojik materyallerin diisiik
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maaliyetleri ile uygulanabilir olmas: bunlara duyulan ilgiyi artirmaktadir. Biyosorbent
olarak ifade edilen bu biyolojik materyaller, diger adsorbanlardan (iyon degisim regineleri
gibi) farkli olarak bir¢ok fonksiyonel gruba sahiptir. Bu fonksiyonel gruplar; karboksil,
imidazole, siilfidril, amino, fosfat, siilfat, tioeter, fenol, karbonil, amide ve hidroksil
kisimlarinda olusan kompleks yapilardir [6]. Biyosorbentler ucuz olmakla birlikte 6zellikle

stvi ortamlarda metalik kalintilarin uzaklastirilmasinda ¢ok etkilidirler.

Bu biyosorbentler yada mikrobiyel biyokiitleler “pasif” sorpsiyon ve/veya kompleks
olusturma yoluyla yiiksek miktarda metal iyonunu tutabilir. Bu olaymn adi biyosorpsiyondur

ve enerji gerektirmemektedir.

Bu noktada metalik tiirlerin belirli mikroorganizma tipleri ve onlarin iiriinleri tarafindan
tutulmasi ve konsantrasyonuyla ilgili uygun terminolojinin kullanimi1 6nemlidir. Biyolojik
materyaller tarafindan metal baglanmasinin aktif modeli genelde biyobaglama olarak
isimlendirilmektedir. Bu amagla canli veya 6lii biyokiitleler, polisakkaritler gibi hiicresel

triinler bu amacla kullanilabilmektedir.

Metallerin uzaklastirilmasinda birgok material biyosorbent olarak arastirilmistir. Bu amagla
kullanilan veya test edilen biosorbentler bazi katagorilere ayrilmistir. Bunlar; bakteriler
(LAB, Basillus subtillis vb), kiif mantarlar1 (Rhizopus arrhizus vb), mayalar (Saccharomyces
cerevisiae vb), algler, ve diger polisakkarit yapidaki materyaller olarak siralanabilmektedir
[6], [69].

Mikrobiyel biyosorbentlerin agir metalleri baglamak i¢in kullanilmasi fikri 30-40 y1l dnce
alisilmis su aritma yontemleri i¢in daha ekonomik ve etkili alternatifler arastirilirken
kesfedilmistir. Kullamishligi belirlendikten sonra metallerin biyosorpsiyonu kiymetli
metallerin zenginlestirilmesi gibi suyun aritilmasit digindaki alanlarda da kullanilmaya
baslanmistir. Son birka¢ on yillik dénemler boyunca bakteri, kiif ve alg dahil olmak tizere
cesitli biyosorbentlerle birtakim metallerin biyosorpsiyonu (6rnegin Al, Au, Cd, Co, Cr, Cu,
Fe, Hg, Ni, Pb, Th, U, Zn) ¢alisilmistir [14], [31], [70]

Cd ve Pb’nin algal, fungal ve bakteriyel biyokiitleler tarafindan uzaklastiriimasi,
uzaklastirmanin bliylik bir kisminin metal ¢dzeltisi ve biyokiitlenin temas ettigi ilk birkag
dakikada gergeklestigi hizli bir islemdir [11]. Uzaklagtirma pH’dan etkilenir ve genelde pH
2-3’1in altinda ¢ok diistik uzaklastirma goriiliirken pH 3’iin lizerinde uzaklastirmada keskin
bir artig goriiliir ve en yliksek uzaklagtirma genellikle pH 4-6’da goézlenir. pH’ nin etkisi

negatif yliklii baglanma konumlar i¢in katyonik metaller ve protonlar arasindaki rekabetin
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sonucudur. Diger katyonik metaller ve bu rekabete katilabilir ve Na*, K*, Ca*?, Mg*?, Cu*?,
Cd*?, Hg*?, Pb*2, Ni*2, Zn*?, Fe*2, Mn*2, Co*2 and Al*3 dahil olmak iizere birtakim metallerin

Cd ve Pb’nin uzaklastirilmasimi azaltti@i belirlenmistir [11], [34], [56].

Bu tez kapsaminda bakteriler (6zellikle LAB) esas olarak ele alindig1 i¢in biosorbent olarak
bu bakterilere agirlikli olarak deginilmistir. Gidalarla alinan mikrobiyota, 6zellikle bagirsak
mikrobiyotasi, biiylik olgiide metallerle ve diger kontaminantlar ile temas halindedir. Daha
once de bahsedildigi gibi insan viicudunda metal absorpsiyonu bagirsakta baglamaktadir. Bu
nedenle, bagirsak mikroflorasi ve 6zellikle probiyotikler, gida ile alinan agir metaller ile

etkilesime girerek bunlarin absorbsiyonunun engellenmesinde 6nemlidir [9].

Gram-negatif bakteriler i¢in lipopolisakkaritler, Gram-pozitif bakteriler i¢inse (lipo)teikoik
asitlerle birlikte peptidoglikan karakteristiktir (bu konuda detayli bilgi boéliim 2.2°de
verilmistir) [6]. Metal baglamadan sorumlu fonksiyonel gruplarin konsantrasyonlari
biyokiitleler arasinda degisiklik gosterebilmektedir. Ek olarak farkli fonksiyonel gruplarin
belirli metallere yonelik afiniteleri farklidir. Bu da farkli biyokiitlelerin uzaklagtirma

kapasitelerinin degisik olmasina neden olmaktadir [11].

Bakterilerin metal baglamasinda mikro ¢okelme yaygin sekilde goriilmektedir ancak hiicre
digt maddeler veya hiicre duvarinda azot (N) veya oksijen (O) ligandlarinin kompleks
olusturmasi ve bunun yaninda hiicre duvarindaki yiiklii gruplara elektrostatik ¢ekim de
goriilebilir. Mikro ¢okelme siklikla cekirdeklesme noktalari saglayan belirli konumlara
baglanmadan sonra goriilmektedir. Gram-pozitif yapinin Gram-negatife kiyasla daha yiiksek
metal baglama kapasitesinin nedeni gram pozitif bakteri daha kalin bir peptidoglikan

tabakaya sahip olmasidir [6].

Literatiirde, LAB kullanilarak agir metallerin uzaklastirimasina dair birgok arastirma
bulunmaktadir. Topcu ve Bulat [5], yaptiklar1 ¢alismada gidalarda sik rastlanan Cd ve
Pb’nin E.faecium EF031 ve M74 suslar tarafindan detoksifiye edildigini belirlemislerdir.
Yapilan ¢alismada, ortam pH’sinin 5 oldugu 48 saatlik inkiibasyon periyodu boyunca EF031
susunun Cd’yi %77.3 ve %98.1 arasinda, Pb’yi %66.9 ve %98.9 arasinda uzaklastirdig,
M74 susunun ise Cd’yi %53.5 ve %91 arasinda, Pb’yi %42.9 ve %93.1 arasinda

uzaklastirdigini bildirmislerdir.

Haltunen ve ark. [71] yaptiklar1 ¢alismada, L. rhamnosus GG (LGG), L. rhamnosus LC-705
ve Propionibacterium freudenreichii spp. shermanii JS kullanilmistir. LGG ve PJS

suslarinin hem canli hem 1sil islem gormiis formlarinin, toksinleri sivi ortamdan
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uzaklastirmada, LC-705 susundan daha etkili oldugu belirlenip, uzaklastirma mekanizmasi
baglama olarak varsayilmistir. Lactobacillus’larda baglanmayi, hiicre duvarindaki
polisakkarit ve peptidoglikan saglamakta oldugu gozlenmistir. L.rhamnosus LC-705
(LC705) ve P. freundenreichii subsp. shermanii JS suslari kullanilarak yapilan
calismada,metallerin uzaklastirllmasinda bu bakteriler i¢cin pH’nin optimum oldugu

degerlerin 2.9-3.9 oldugu sonucuna varilmistir [72]

Yapilan bir diger calismada, LAB ve bifidobakter tarafindan Cd ve Pb’nin yiizeye baglanma
Ozellikleri incelenmistir. Bu calismada L.fermentum ME3 and B.longum 46 suslar
kullanilmistir. Ortamda bulunan diger katyonik metallerin (Mg*?, Zn*2, Ca*, Fe'?)
bulunmasi, karboksil ve fosforil gruplarin bloke edilmesi Pb ve Cd baglanmasini
azaltmaktadir. Bu sonug¢ baglanmada elektrostatik ve iyonik etkilesimlerin dnemli oldugunu
gostermektedir. Gegirimli elektron mikroskobu (TEM) goriintiilerinde de bakteri ylizeyinde
metalik kursun c¢okeltilerinin olustugu ve baglamanin bakteri yiizeyinde oldugu not

edilmistir (Sekil 2.5). Ancak Cd’ye ait benzer bir goriintii elde edilememistir [73].

A B :‘H"’w

Sekil 2.5. Liyofilize B. longum 46 ve L. fermentum ME3’iin kursun baglamadan 6nce ve
sonraki gecirimli elektron mikroskobu (TEM) mikrograflari. Baglama sonrasinda her iki
tiirlin de ylizeyinde biiyiik kursun ¢okeltileri goriintirken (B ve D), kontrol mikrograflarinda
(A ve C) kursun gortinmemektedir [73]

Kumar ve ark. yaptiklar1 c¢alismada in vitro model sistemde LAB’nin Cd baglama
ozelliklerini incelemislerdir. Sonugta %24-41 arasinda Cd baglanma oldugunu tespit

etmiglerdir. Ayni ¢aligmada TEM goriintiisiini asagidaki sekilde vermislerdir [74].
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Sekil 2.6. Probiyotik L. plantarum HD 48 iin kadmiyum baglamadan 6nce (a) ve sonraki (b)
gecirimli elektron mikroskobu (TEM) mikrograflart (soldaki resim). Ayni bakterinin
taramali elektron mikroskobu (SEM) goriintiileri (a: bisorpsiyon 6ncesi, b:bisorpsiyon
sonrasi) [9], [74].

Bakteriler, yaygin olarak bulunmasi, kiiciik yapilari, kontrollii sartlarda ¢ogaltilabilmeleri
nedeniyle uygun biosorbentler olarak 6n plana ¢ikmaktadir. Bununla beraber, biosorpsiyon
kapasiteleri tiirler ve/veya cinsler arasinda farklilik gostermektedir. Bunun nedeni

biosorbsiyonda aktif olarak yer alan fonksiyonel gruplarindaki farkliliklaridir.

2.5.1. Baglanmada Etkili Fonksiyonel Gruplar

Hidroksil, karbonil, karboksil, siilfidril, tioeter, siilfonat, amin, imin, amid, imidazol,
fosfonat, fosfodiester gruplar iceren alg, bakteri veya biyopolimerlerlerin ¢esitli kimyasal
gruplariin biyosorpsiyon metal baglamaya katkida bulundugu 6ne siiriilmiistiir. Herhangi
bir grubun, belirli bir metalin biyosorpsiyonu igin nemli olup olmamasi1 asagidaki etmenlere

dayanmaktadir:
e Biyosorbentteki konumlarin miktari
e Konumlarin erisilebilirligi
e Konumlarin kimyasal durumu, 6rnegin uygunlugu

e Konum ve metal arasindaki ilgi, 6rnegin baglanma kuvveti
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Bir konumun metal tarafindan ne derecede kullanilabilecegi, konumu halihazirda isgal eden
metale kiyasla, s6z konusu metalin baglanma kuvvetine ve konsantrasyonuna baghdir. Bir

konum yalnizca halihazirda iyonlagsmissa elektrostatik metal baglama i¢in uygundur.

Biyosorpsiyondaki ana baglama konumlar1 asidiktir. Bir¢ok grup (hidroksil, karboksil,
stlfidril, siilfonat, fosfonat) protonlandiginda nétrdiir ve deprotonlandiginda negatif
yiiklidiir. Cozeltinin pH degeri onlarin pKa’sin1 agtiginda, gruplar ¢cogunlukla katyonlarin
cekimi i¢in uygun hale gelmektedir. Ote yandan amin, imin, amid, imidazole gruplari
deprotonlandiginda nétrdiir, protonlandiginda ise pozitif yiikliidiir. Bu nedenle pH
distiigiinde ve gruplar protonlandiginda anyonlari ¢ekmektedirler. Baglama gruplarinin
yapisal formiilleri ve pKa degerleri Cizelge 2.3’de verilmistir. pH 3.0-10.0 arast
mikroorganizma hiicresi ylizey yiikii genellikle ve agirlikli olarak negatiftir. pH 3.0’lin

altinda ise pozitif olurlar.

Biyosorbentler, ¢ok sayida farkli molekiilden olusan farkli yapi taglart bloklarinin birtakim
baglanma konumlar1 oldugu, son derecede karmasik bir yapidaki farkli hiicre tiplerinden
olusmaktadir. Ayrica, bir baglanma konumu dahi farkli baglanma mekanizmalar
gosterebilmektedir; Ornegin karboksil gruplari, metal katyonlarin hem kompeks
olusturmasini hem de elektrostatik baglanmasini saglamaktadir. Bunun sonucunda
genellikle birka¢ mekanizma kombinasyon halinde etki gostermektedir. Mekanizma aym
zamanda pH gibi dis etkenlerle de degismektedir. Toplam metal baglama mekanizmalari i¢in
iyon degisimi, elektriksel olarak notr maddenin (¢Ozilinebilir metal ligand kompleksleri)
belirli baglanma konumlarina sorpsiyonu ve mikro ¢okelme arasinda ayrim yapilmaktadir.
Bu ana mekanizmalar kovalent, elektrostatik ve van der Waals kuvvetlerinin
kombinasyonuna bagli olan sorbat/sorbent veya c¢oziinen/coziicii etkilesimlerine
dayanmaktadir. Baglanan belirli metal miktar1 yalnizca verilen biyosorbente degil ayni
zamanda metal iyonunun tipine, konsantrasyonuna ve ¢ozelti sicakligi, pH, iyonik kuvvet ve
mevcut diger metallerin iyon girisimi gibi diger fizikokimyasal etkenlere baglidir [75].
Ornegin yiiksek pH degerlerinde metallerin ¢dziiniirliigii azalmakta ve metal iyonlari
cokelmekte, bu da sorpsiyonu giiclestirmektedir. Baglanma bolgelerinin aktivite diizeyleri
pH ayarlanmalariyla modifiye edilebilmektedir. Bakteriyal biyosorpsiyon i¢in ideal pH
aralig1 pH 3.0 ve 6.0 araligindadir [1], [6], [31], [69].
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Cizelge 2.3. Biyosorpsiyonda gorev alan temel baglama gruplari [1], [6], [75]

Baglama grubu | Yapisal pKa Ligand Secilen biyomolekiillerde
formiil atomu goriilmesi
Hidroksil - OH 9.5-13 @) PS, UA, SPS, AA
Karbonil C=0 - @ peptit bag
(keton)
Karboksil - COOH, 1.7-4.7 (0] UA, AA
-C=0
I
OH
Stilfidril (tiol) -SH 8.3-10.8 S AA
Siilfonat - SOs, 1.3 @) SPS
)
Il
-S=0
Il
O
Tiyoeter -S - S AA
Amin - NH; 8-11 N Cto, AA
Ikincil Amin - NH 13 N Cti, PG
Amid -C=0 - N peptit bagi
I AA
NH:
Imin =NH 11.6-12.6 N AA
Imizdazol N 6.0 N AA
[ 3
M
H
Fosfonat OH 09-2.1 0 PL
—P=0
OH
Fosfodiester P=0 15 O TA, LPS
|
OH

PS = Polisakkaritler, UA = Uronik asitler, SPS = Siilfatlanamig PS Cto = Kitozan, PG = PeptidoGlikan, AA = Amino Asitler, TA = Teikoik
Asitler, PL = Fosfolipitler, LPS = LipoPS, O= Oksijen, S= Kiikirt, N= Azot
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2.5.2. Baglanmada Sicakhk Etkisi

Biyobirikim prosesinden farkli olaral, biosorpsiyon olay1r 20-30 °C’ler arasi sicaklik
degisimlerinden etkilenmemektedir. Bununla beraber yiiksek sicakliklara ¢ikilmasi, 6rnegin,
40 °C’ye ¢ikmasi baglamada ¢ok az bir artisa, 50-60 °C’ye ¢ikmast ise sorbent yapisinda
degisiklige ve malzeme bozulmasina neden oldugundan, sorpsiyon kapasitesinin azalmasina

yol agmaktadir [1], [76].

Sicakligin biyosorpsiyon iizerindeki etkisi adsorpsiyon 1sisina (entalpi degisimi) baglidir
[77]. Fiziksel adsorpsiyon igin, adsorpsiyon 1s1s1 AH® < 0 oldugunda adsorpsiyon reaksiyonu
ekzotermiktir ve diisiik sicakliklarda onceliklidir. Kimyasal tutunma (kemisorpsiyon) i¢in
adsorpsiyon reaksiyonu endotermiktir ve yiiksek sicakliklarda énceliklidir. Ornegin, Cu
(bakir) baglanmasi reaksiyonu denge sabiti sicaklikla arttigindan pozitif entalpi degisimi
gostermektedir (endotermik). Pratik biyosorpsiyon uygulamalari i¢in dar bir sicaklik araligi

beklenebilir. Bu aralikta sicakligin etkisi diger etki eden faktorlere kiyasla kisitlidir [78].

2.5.3. Baglanmada pH Etkisi

Biyosoprsiyon prosesisinde pH en Onemli parametredir. Biosorpsiyon, iyon degisim
kromatografisine  benzemektedir. Biyorsorbentler iyon degisim materyali gibi
davranmaktadir. Bunun nedeni yapilarinda bir¢ok zayif asidik ve bazik grubun yer almasidir.
Genellikle, agir metallerin uzaklastirilmas1 pH’nin 6.0 dan 2.5’a diismesiyle azalmaktadir.
Bu nedenle calismalarda optimum pH diizeyinin bilinmesi son derece onemlidir. Ayrica,
cozeltideki metallerin tilirlerinin de bilinmesi pH seciminde Onemlidir. pH metal

biyosorpsiyonunu 3 sekilde etkilemektedir;

e Kimyasal olarak aktif konumlarin durumu ¢ozelti pH’s1t tarafindan
degistirilebilmektedir. Metal baglayan gruplar zayif asidik veya bazik oldugunda,

serbest konumlarin uygunlugu pH’ya bagli olmaktadir.

e Rejenerasyon (desorpsiyon) i¢in kullanilan asir1 diisiik pH degerleri biyosorbent
malzemesinin yapisina zarar verebilir. Hiicrelerin bi¢ciminin bozulmasi: mikroskop
altina gbzlenmis ve biyokiitlede 6nemli agirlik kayb1 ve sorpsiyonik kapasitesinde

azalma meydana gelmistir.

e Bagsta yiiksek yiiklii ve diisiik boyutlu metal anyonlar1 olmak tiizere, sulu ¢ozeltideki
metaller pH diisiik oldugunda hidrolize iyonlar haline geldiginden c¢ozeltideki
metalin ¢esitlenmesi pH’ya baglidir [75].
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2.5.4. Baglanmada Iyonik Kuvvet Etkisi
Yiiksek iyonik kuvvet artan elektrostatik yiik neticesinde biyosorpsiyonu baskilamaktadir
[69]. Aym1 zamanda iyonik kuvvetin adsorpsiyon iizerindeki etkisinin metalin baglanma

sekliyle iligkili oldugu belirlenmistir.

2.5.5. Baglanmada Diger Anyonlarin Mevcudiyeti

Cozeltide bulunan sorbe edilebilir durumdaki diger iyonlar ilgilenilen metallerle sorpsiyon
konumlar1 i¢in rekabet edebilirler. Bu durumda birincil metal iyonunun baglanmasi
azalmaktadir. Ornegin ortamda bulunan klorid iyonu bazi metal iyonlar1 ile kompleks

olusturarak sorpsiyon prosesini etkiliyebilir.

2.5.6. Baglanmada Diger Etkenler

Biosorbent miktar1 ve boyutu, karigtirma hizi, ¢ozlinen konsantrasyonu biosorpsiyonu
etkileyen parametrelerdir. Bakteri konsantrasyonu arttik¢a hiicreler arasi elektrostatik
etkilesimler baglanma miktarin1 azaltabilmektedir. Biosorbentlerin hiicre boyutu da
baglanmada onemlidir. Boyut ne kadar kiigiik olursa baglanma miktar1 artan yiizey alanina
bagli olarak artmaktadir. Baslangi¢ madde konsantrasyonu da biyosorpsiyonda 6nemlidir.
Baslangig konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa o derece fazla metal adsorpsiyonu
gerceklesecektir [1], [69].

2.6. Biyosorpsiyon Izotermleri

Biyosorpsiyon isleminde kati bir faz (biyosorbent) ve sorbe edilecek ¢oziinmiis bir madde
(sorbant, 6rnegin metal iyonlari) igeren sivi bir faz (solvent, normalde su) yer alir.
Biyosorbentin sorbat tiirlerine olan yiiksek ilgisi nedeniyle sorbat katiya dogru ¢ekilmekte
ve burada farkli mekanizmalar yoluyla baglanmaktadir. Bu islem katiya baglanmis sorbat
tiiri ve ¢oziictide kalan kismi (kalan, final veya denge konsantrasyonu Cy) arasinda bir denge
kurulana kadar devam etmektedir. Biyosorbentin sorbata olan ‘afinitesi’ (¢ekimi) kat1 ve sivi

fazlar arasindaki dagilimini etkilemektedir.

Biyosorbent malzemesinin kalitesi metal iyonlarini baglama sekli ve tutabilecegi miktar ile
belirlenmektedir. Bu amagla genelde biyosorbentin metal alimi (q) birim kat1 faz tarafindan

baglanan sorbat miktar1 (agirlik¢a, hacimce, vs.) olarak belirlenmektedir.

Metal alim1 [mg Metal/g biyosorbent] hesaplamasi sorpsiyon sisteminin kiitle dengesi

temeline dayanmaktadir.
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Buna bagli olarak, ¢ozeltiden eksilen ve sorbent tarafindan baglanan metal miktar1 sorbent
sistemindeki kiitle dengesi temelinde hesaplanabilir. Asagidaki formiilde ortamdan

uzaklastirilan metal konsntrasyonunun hesaplanmasi i¢in kullanilan esitlik verilmistir [69].
Alm (kat1 fazdaki sorbat) asagidaki farka esit olacaktir:

g=Vx(Ci-Cp/S

g baglanan metal konsantrasyonu (mg/g)

V metal igeren, sorbent ile temas halinde olan ¢6zeltinin hacmi (L)

Ci ve Cs sirayla ¢ozeltideki metalin baslangi¢ ve final(kalint1) konsantrasyonudur. Analitik
olarak belirlenmeleri gerekir (mg/L)

S eklenen (biyo)sorbentin miktardir (Q).

Sorpsiyon alim @, uygulamanin amacina gore farkli birimlerde de ifade edilebilir (mg/g,

mg/L, mmol/g, meqg/g).
mmol/g = Sorpsiyon Alim1 (mg/g ) / Molekiiler (Atomik) Agirlik
meq/g = Sorpsiyon Alimi (mmol/g) / Iyon Deger

Bu birimlerin tamami géreceli olarak kendi iginde degistirilebilir. Ortaya ¢ikan tek problem
sorbent agirlik-hacim doniigsiimlerindedir. Bilimsel yorumlar i¢in sorbent malzemesi kuru

agirlik esasinda tercih edilmektedir.

Biosorbent
S (mo) Ci—Cf
1 % Baglanma = 100 x G
veya
V (Ci-Ci
Metal alimi q (mg/g) = D
Yeterli temas 5
siresi
T

=

— Sees aoe

Filtrasyon

—
Metal iceren Karistirma
cozelti (C;)

Analiz edilecek
filtrate (Cy)

Nihai Metal Konsantrasyonu

Sekil 2.7. Sorbat alim1 kiitle dengesi ile hesaplanir [69]
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2.6.1. Basit Biyosorpsiyon Modelleri

Sorpsiyon islemi ekzotermik olma egiliminde oldugundan ve sorpsiyon performasi
sicaklikla degisebildiginden sorpsiyon siiresinde sabit sicaklik saglanmasi temel bir
gereksinimdir. Sorpsiyon izotermleri sorpsiyon alimi (q) ve ¢ozeltide kalan sorbatin son
denge konsantrasyonu (Cs) arasindaki grafiklerdir. Bu basit iliski kismen farkli sekillerde
ifade edilebilmektedir.

Biyosorpsiyon diger fiziksel adsorpsiyon reaksiyonlar1 gibi mutlaka ekzotermik bir sekilde
gerceklesmez. Biyosorpsiyon uygulamalarindaki sicaklik araligi goreceli olarak dardir,

kabaca 10 — 70 °C arasindadir [75]. Ancak LAB i¢in bu deger 4-40 °C araligindadir.

Biyosorpsiyon genellikle izoterm yolu ile ifade edilmektedir. C¢+ ve g sorpsiyon izoterm
iliskisi ayn1 zamanda matematiksel olarak ifade edilebilir. Cesitli adsorpsiyon izotermleri

Cizelge 2.4’te verilmistir.

Do6niligiimsiiz baglanma Tercih edilebilir
Kuvvetle
tercih edilen
Lineer

Metal sorpsiyonu, (g, ,mg/g)

Tercih edilmeyen

Son metal Konsantrasyonu (C, ,mg/L)
Sekil 2.8. Adsorpsiyon izotermleri [1]

Bu konuda ilk ¢alismalar 1900°1i yilllarda, aktif karbon adsorpsiyonu ile ilgilenen Langmuir
ve Freundlich’in caligmalarinda yapilmistir. Langmuir izotermi hiperbolik sekildedir.

Biyosorpsiyon modellerinde en sik kullanilan denklemdir.

bCf
1+b Cf

Langmuir: g = gmax

Langmuir bagintis1 (1/q)’ya karsi (1/Cf) veya (Cf/q)’ya karsi Cf grafikleriyle

lineerlestirilebilir.

Burada (max belirli kosullar altindaki en yiiksek sorbat alimini; 6rnegin (mg/g)
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b ise sorbent ve sorbat arasindaki ilgiyle (afinite) iliskili katsay ifade etmektedir.
Langmuir’in Scatchard lineerlestirilmesi ise su sekildedir:
(a/Cr) =b gmax—b ¢

Langmuir izotermi 1918 yilinda Langmuir tarafindan ortaya konan eski bir yaklagimdir.
Bu izoterm kimyasal bir fenomen olarak degerlendirmektedir [79]. ilk kez teorik olarak
gazlarin kati yiizeylere adsorpsiyonunda incelenmistir. Langmuir sabiti b = 1 / K Arrhenius
denklemi yoluyla adsorpsiyon enerjisiyle iligkilidir. Biiyiik b ve kii¢lik K degerleri sorbentin
sorbat i¢in daha yiiksek ilgisi anlamina gelmektedir. gmax biyosorpsiyon i¢in uygun durumda
olan baglanma konumlarinin toplam sayisi, ¢ ise Cs konsantrasyonunda sorbat tarafindan

isgal edilen baglanma konumlarinin sayisi olarak diistiniilebilir.

Langmuir modeli sorpsiyonun mekanistik yonlerini aydinlatmasa da, alim kapasiteleriyle
ilgili bilgi saglamakta ve olagan sorpsiyon islemi davranisini yansitabilmektedir. Langmuir
kimyasal olarak doygun olmayan yiizey atomlar1 (toplam baglanan konumu sayisi)
tarafindan uygulanan kuvvetlerin sorbe edilen tek molekiiliin ¢apinin 6tesine ulasmadigini
ve bu nedenle sorpsiyonun tek yiizeyle kisitli oldugunu varsaymustir [75]. Temel olarak

asagidaki varsayimlar yapilmaktadir:

1) Sabit sayidaki adsorpsiyon konumlari, adsorbentlerin yiizeyleri tiniformdur
i) Sorbe edilen tiirler arasinda etkilesim yoktur

iii) Tiim adsorpsiyon ayni mekanizma ile gerceklesir

iv) Bir sorbat molekiilii bir aktif konum ile tepkimeye girmektedir

Kisitlamalar ve sinirlamalarin ayrimi agik bir sekilde yapildig: siirece Langmuir denklemi
farkli sorbat-sorbent sistemleri veya herhangi bir sistemdeki degisken kosullarin denge

kosullarin1 tanimlamak igin kullanilabilir.
Bir diger denklem olan Freundlich izotermi iliskisi tisteldir:
q = k Cr @ seklindeki Freundlich izoterminde k ve n Freundlich sabitleridir.

Freundlich bagintis1 ampirik bir denklemdir. Sorbentin sinirlt bir alim kapasitesi oldugunu
gostermektedir ve bu nedenle ancak diisiik ve orta konsantrasyon araliklarinda dogru bir
sekilde uygulanabilmektedir (Cf). Buna karsin matematiksel olarak daha karmasik
hesaplamalar1 (6rnegin dinamik kolon davranigini) ile ¢alismak daha kolaydir. Freundlich

modeli (log-log) seklinde grafige gegirilerek kolayca lineerlestirilebilmektedir.
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Langmuir modeli, sorpsiyon sisteminin iki énemli 6zelligini temsil etmesi, kolay anlagilan
parametrelere (gmax Ve b) sahip olmasi ve kolay uygulanabilmesi nedeniyle ampirik olarak
en sik kullanilan modeldir [80].

Bu orijinal bagntilar i¢in yapilan varsayimlarin, kati faz sorbenti olan aktif karbonla yapilan
calismalardan esinlendigi unutulmamalidir. Sorbatlarin depolanmasi i¢in hesaba katilan
monomolekiiler tabaka, yilizey esasli adsorpsiyon anlamina gelmektedir ve biyosorpsiyon

bundan ibaret degildir.

Asagida verilen diger sorpsiyon izotermi bagintilarina biyosorpsiyon literatiiriinde
rastlanmaktadir [75]. Bu bagintilarin sorpsiyon isleminin esasini olusturan fizikokimyasal
prensipleri yansitmadigi bilinmelidir. Bu bagintilar sadece tiim pratik amaglar i¢in deneysel
olarak gozlenen (q)’ya kars1 (Cs) iliskisini tanimlamaya yarayan matematiksel modellerdir.
Bu kapasite dahilinde, bu modellerin higbiri sorpsiyon mekanizmasiyla ilgili dnemli ipuglari
vermemektedir ve harici islem degiskenleri (pH, iyonik kuvvet vs.) ile ilgili hassasiyete

sahip degildir.

Langmuir adsorpsiyon modeli tek tabakali adsorpsiyon i¢in gegerliyken, Braunauer-
Emmett-Teller (BET) modeli ¢ok tabakali adsorpsiyonu yansitmaktadir. Her iki esitlikte
de yiizey adsorpsiyonu enerjilerinin esit oldugu varsaymmi bir kisitlamadir. ki denklem
arasinda daha genel bir uygulama alanina sahip olan BET izotermi, adsorpsiyon sinir1 tek
tabakali oldugunda Langmuir modeline indirgenmektedir. Her iki denklem de kinetik
degerlendirmeler veya adsorpsiyon termodinamikleri sonucundan ¢ikarilabilir. Ikinci tiirev
olan adsorpsiyon termodinamikleri daha az varsayima sahip oldugundan kinetik
uygulamalara kiyasla biraz daha karmasik ancak daha az sezgiseldir (6rnegin ileri ve geri

hiz iglemlerinin varsayilan bir mekanizmaya gore dengelenmesi).

BET modeli yiizeyde belli bir sayida adsorbat molekiilii tabakas1 bulundugunu ve her
tabakada Langmuir esitliginin gegerli oldugunu kabul etmektedir. BET modelinin daha ileri
bir kabulu ise, sonraki bir tabakanin kullanilmasi i¢in bir dnceki tabakanin diizenlenmesinin
gerekmemesidir. Bir diger deyisler denge kosulunda molekiil tabaka sayis1 anlaminda farkl
yiizey tipleri yer alacaktir. Yaygin sekilde kullanilan adsorpsiyon modelleri Cizelge 2.4’de

verilmistir.
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Cizelge 2.4. Yaygin sekilde kullanilan tek bilesenli adsorpsiyon modelleri [6]

Izoterm Denklemler Terimler
tipleri *
Langmuir ge denge metal sorpsiyon kapasitesidir;
Ce ¢ozeltideki denge durumundaki ¢éziinen
madde konsantrasyonudur. Kimi kaynaklarda Ct
_ GmaxbCe Sfjl'(:indf ﬁqal denge konsantrasyonu olarak ifade
(e = T+0C, edilmektedir. . .
Qmax Ve b, sirasiyla maksimum sorpsiyon
kapasitesi (tek tabaka kapasitesi) ve adsorpsiyon
baglanma enerjisi (afinite) ile iligkili Langmuir
sabitleridir.
Freundlich Kt, sorpsiyon kapasitesini temsil eden
Je = KFC; /n biyosorpsiyon denge sabitidir, n ise
biyosorpsiyon yogunlugunu gésteren sabittir
Langmu_ir - 1/n Yiizeyin homojen old}lgq ancgk sorpsiyonun _
Freundlich Ge = gmax bC, adsorbat-adsorbat etkilesimlerine baglh ortak bir
€ 1+ bC; in islem oldugu varsayilmaktadir.
BET model Cs adsorbe edilen bilesenin doygunluk
(¢ok tabakali konsantrasyonudur, B adsorban yiizeyi ve
sorpsiyon) (e = BQ°C, ¢Oziinen madde arasindaki etkilesimin enerjisini
€ (G=Ce)[T+ (B-1)Ce/C] gOsteren sabittir, Q° tam bir tek tabaka
olusturacak sekilde adsorbe edilen ¢6ziinen
maddeyi gdsteren sabittir.
Redlich — Krp, are ve f Redlich-Peterson parametreleridir.
Peterson Qe = _KepCe p kuvveti 0 ve 1 arasindadir. f =1 oldugunda
1+ agp CE model Langmuir denklemine déniismektedir.
Radke - a, r ve p iliskili model sabitleridir
Prausnitz e = arCy 1
a+rch
Dagitim Kd dagilim katsayisidir
sabitleri modeli de =KqCe

* “Yiizey alam” konsepti jel benzeri biyosorbentler icin uygun degildir. Basit izoterm modellerinin
kullanilmast “egri uydurma”dan ibarettir

2.6.2. Sorpsiyon Performansinin Karsilastirilmasi

Sorpsiyon malzemelerinin performansinin karsilagtirilmas: 6nemli bir gereksinimdir. En

basit durumda sistemde yalnizca bir sorbat tiirii bulunmaktadir. Tek sorbat sorpsiyon

performansinin karsilagtirilmasi en iyi sekilde biitiin tek sorbat sorpsiyon izoterm egrisi

esasina gore yapilmaktadir. Iki veya daha fazla sorbentin "uygun’ karsilastirilmasi icin her

zaman ayni kosullar gegerli olmalidir. Bunlar sorpsiyonun gerclestigi cevresel etkilerle

sinirl olabilir (pH, sicaklik, iyonik kuvvet, vs.). Genis bir aralikta ayarlanmalar1 gerekmez.

Onemli olan sorpsiyon performansinini drnegin ayn1 pH kosullarinda (izotermeler pH ile

degistiginden) karsilagtirmaktir.
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Sorbent ‘performansi’ ifadesiyle kastedilen genelde alimdir (q). Sorbentler kendi Qmax
degerlerine gore karsilagtirilabilir. Omax degerleri, deneyden elde edilen verileri Langmuir
izoterm modelin uydurarak (uyuyorsa) hesaplanabilir. Bu yaklasim karakteristik Qmax
sorpsiyon performans platosu (en yiiksek sorbent doygunlugu) mevcutsa uygulanabilir.
Sorpsiyon alim kapasitesi Omax’in yilksek olmasit bir sorbentin ‘iyi’ olarak

degerlendirilmesini saglar.

Buna karsin sorbent ve sorbat arasindaki yliksek ilgi (afinite), diisiik konsantrasyonlardaki
(Cs) iyi alim degerlerini yansitmaktadir ve istenen bir 6zelliktir. Bu durum da izoterm
egrisinin baslangic noktas: yakininda dik bir artis ile karakterizedir. Bu bolgedeki

performans Langmuir sabiti b tarafindan temsil edilmektedir [75].

Ideal bir Langmiur izotermi Sekil 2.8°de verilmistir. Sekilde farkli iki biosorbentin Qmax
degerleri géz Oniine alindiginda biiyiik olan degerin daha fazla baglama kapasitesine sahip
oldugu sdylenebilir. Ancak baglanma hizlar1 agisindan gmax degeri kiiciik olan biyosorbentin
daha etkili oldugu, diisiik Cr degerlerinde daha yiiksek baglama kapasitesine sahip oldugu

goriilmektedir.

Metal DENGE SORPSIYON iZOTERMI

Alimi bC LANGMUIR
= *
[mg/g] 4 9 9. 1+ bC, | MODEU

b- baslangic egimi
sorbentin afinitesini gosterir

G [mg/L]'

! Son Metal Konsantrasyonu

Sekil 2.9. Biyosorpsiyon—Langmuir izotermiyle ilgili egri [81]

Sonugta, genel olarak ‘iyi’ sorbentlerde yliksek Qmax ve Langmuir parametresi b’nin yiiksek
olmastyla da gosterilen sorpsiyon izoterminde dik baslangic egimi goriilmektedir. Sorpsiyon
performansi karsilastirmasini deneysel olarak elde edilen sorpsiyon izoterm grafiklerinin

tamamini géz oniinde bulundurarak yapmak gerekmektedir [14].
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Agir metal biyosorpsiyonu kullanilan bakteri suslarina bagli olarak da degismektedir. Bu
nedenle farkli suslarla yapilacak ¢aligsmalar literatiire degerli bilgiler katabilecektir. Ayrica,
literatiirler incelendiginde agir metal bisorpsiyonu ile ilgili ¢alismalar genelde su veya
tampon matriksinde yapilmistir. Bu tez kapsaminda yogurt matriksi ve insan sindirim
sisteminin taklit edildigi in vitro kosullarda biyosorpsiyon kabiliyetleri test edilmistir. Bu

acidan ilgili konudaki 6nemli literatiir eksikliginin giderilecegi diisiiniilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Materyal

Bu calismada 7 farkli (karisitk ve/veya tek kiltiir) ticari kiiltirti ile calisilmis ve
biyosorpsiyon 6zellikleri ortaya konulmustur. Tiim deneylerde Direct Vat Set (DVS), yani
kullanima hazir, liyofilize LAB kiiltiirleri kullanilmigtir. Kullanilan ticari kiiltiirler ve tez

metni i¢inde tarafimizdan yapilan kisaltmalar1 asagida verilmistir

Tez icindeki Bakteri Icerikleri

Kisaltmalar

ABT2 (Streptococcus thermophilus, Lactobacillus acidophilus LA-5,
Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12) (Nu-trish, Chr. Hansen)

BB12 Bifidobacterium animalis ssp. lactis BB12 (Nu-trish, Chr. Hansen),

La-5 Lactobacillus acidophilus La-5 (Nu-trish, Chr. Hansen),

YC350 Streptococcus  thermophilus, Lactobacillus  delbrueckii  ssp.

bulgaricus karisik kiiltiir (YoFlex-Chr. Hansen)

Dophilus Lactobacillus acidophilus NCFM (HOWARU Dophilus, Danisco) ,
L.acido Lactobacillus acidophilus (YO-MIX single strain, Danisco),
YOMix Streptococcus  thermophilus, Lactobacillus  delbrueckii  ssp.

bulgaricus karisik kiiltiir (YO-MIX, Danisco).

Standart kadmiyum ve kursun cozeltileri (%2’lik HNOgz igerisinde 1000 mg/l
konsantrasyonunda) Fluka firmasindan Fluka firmasindan temin edilmistir. Deneylerde
kullanilan farkli pH degeri ve konsantrasyonlara sahip ¢ozeltiler, standart ¢ozeltilerden
deiyonize su kullanilarak hazirlanmis, pH degerleri %1°’lik HCI ve/veya NaOH ¢ozeltisi ile

ayarlanmistir.

Aksi belirtilmedigi miiddetce calismada kullanilan tiim kimyasallar, Merck markadir.
Ayrica, ¢alismada kullanilan tiim malzemeler %5°lik HNO3 ¢6zeltisinde bekletilmis ve daha
sonra deiyonize suyla durulanarak kullanilmistir. Siit ile yapilan deneylerde UHT yagsiz siit

kullanilmistir.

Calismamizda yer alan bazi kiiltiirlere ait deney ve analiz sonuglarina tezde yer

verilmemistir.
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3.2.  Metot

Tiim ¢alismalar 2 paralel ve 2 tekerriirlii olarak gergeklestirilmistir.

3.2.1. Agir Metal Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Pb ve Cd stok ¢ozeltisi kullanilarak deiyonize su iginde, her 2 agir metalin de 30 ppm
konsantrasyona sahip ¢ozeltileri hazirlanmistir. Kursun i¢in hazirlanan ¢ozelti pH 5,
kadmiyum i¢in hazirlanan ¢6zeldi pH 6 degerine ayarlanmistir. 30 ppm konsantrasyondaki
Pb ve Cd ¢ozeltileri ilerideki kisimlarda agiklanan siire, inkiibasyon sicaklik etkisi, biyokiitle

(biomass) miktar1 etkisi deneylerinde kullanilmistir.

Pb ile pH etkisini belirlemek amaciyla yapilan deneylerde kullanilmak iizere, stok ¢ozelti
kullanilarak, deiyonize su igerisinde 30 ppm konsantrasyona ve pH 3, 4, 5 degerlerine sahip

3 farkl1 ¢ozelti hazirlanmastir.

Cd ile yapilan pH etkisini belirlemeye yonelik deneylerde kullanilmak iizere 30 ppm

konsantrasyona ve pH 3, 4, 5, 6 degerlerinde 4 farkli ¢ozelti hazirlanmistir.

Ayrica Langmuir adsorpsiyon izotermi baglanma katsayilarinin belirlendigi deneylerde
kullanilmak tizere; Pb i¢in pH 5 ve Cd i¢in pH 6 degerinde ve 0.1, 1, 5, 20, 50, 75, 100 ppm

konsantrasyonlara sahip 7’ser farkli ¢6zelti hazirlanmustir.

3.2.2. Bakteri Biyokiitlelerinin Hazirlanmasi

Deneylerde kullanilacak bakteri pelletlerinin elde edilmesi ve deney tamamlandiktan sonra
siispansiyondan biyokiitlenin pellet formunda ayrilmasi i¢in Sigma 3K-30 sogutmali
santrifiij kulllanilmigtir. Santrifiij islemleri aksi belirtilmedikge tiim deneylerde ayni sekilde;
50009,  4-5°C sicaklikta 10 dakika siireyle gergeklestirilmistir [26].

Deneylerde kullanilacak DVS Kkiiltiirler, bakterilerin agir metalleri baglama 6zelliklerinin
etkilenmemesi amaciyla deiyonize suda ¢oziindiiriildiikten sonra santrifiij islemiyle bakteri

hiicreleri disinda kalan suda ¢oziiniir maddeler suyla birlikte uzaklastirilarak kullanilmistir.

Bunun i¢in DVS kiiltiirler deiyonize su igerisinde, 15 dakika siireyle manyetik karistirici ile
orta hizda kanstirilarak ¢oziindiiriilmiis, daha sonra santrifiijlenerek siipernatant kisim
uzaklagtirilmistir. Elde edilen pellet bir kez daha deiyonize su ile Heidolph Reax Top
kanigtirict yardimiyla karistirilarak santrifiijlenmis, bu sekilde toplam 2 kez yikama
yapilmistir. Tartilan belli miktardaki DVS kiiltiirde bulunan bakteri hiicre biyokiitlesini
belirlemek i¢in, santrifiij sonrasinda elde edilen bakteri pelleti 6nceden daras1 alinmus tiipler

igerisinde liyofilizasyon islemi ile kurutularak tartilmistir.
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Elde edilen miktarin basta eklenen DVS Kkiiltiir miktarina orania bakilarak, DVS kiiltiir
icerisinde hangi oranda hiicre ve hiicre disi madde bulundugu belirlenmistir. Bu sayede
deneylerde son konsantrasyonda tercih edilen miktarlarda bakteri biyokiitlesi kullanilmistir.

DVS Kkiiltiir icerisindeki bakteri biyokiitlesi her sus i¢in ayr1 ayr1 belirlenmistir.

Yukarida siralanan islemlerin ardindan elde edilen bakteri biyokiitleleri deneyler igin
deiyonize su igerisinde tekrar siispansiyon haline getirilmistir. Aksi belirtilmedigi siirece
(biyokiitle miktar1 deneyi hari¢) tim deneyler, bakteri biyokiitlesi konsantrasyonu 1 g/L
olacak sekilde gerceklestirilmistir.

3.2.3. Bakteri Canhihigimin Biyosorpsiyon Kapasitesine Etkisi

Bakterilerin canli olup olmamasinin bioyosorpsiyon iizerindeki etkilerini gorebilmek igin
tim deneyler hem canli hem cansiz hiicreler ile gerceklestirilmistir. Bakterileri inaktive
ederek deneylerin cansiz hiicrelere de uygulanabilmesi amaciyla hiicreler benmari (95°C, 1
saat) ve otoklav (121°C, 15 dakika) ile 1s1l isleme tabi tutularak cansiz hale getirilmis, bu
iki yolla elde edilen cansiz hiicrelerin baglama kapasiteleri degerlendirilmistir.Yapilan
denemelerde, otoklav ve benmaride cansiz hale getirilen biyokiitlelerin baglama kapasiteleri
karsilastirilmis, benmaride islem goren biyokiitlenin baglama kapasitesinin daha yiiksek
olmas1 nedeniyle cansiz biyokiitle elde etmek icin deneylerde benmari yontemi (95°C, 1

saat) kullanilmistir [26].

3.2.4. Inkiibasyon Siiresi ve Kosullar

Deneylerde inkiibasyon, aksi belirtilmedigi siirece 37 °C’de (inkiibasyon sicaklig1 etkisinin
belirlendigi deneyler hari¢) ve 4 saat (inkiibasyon siiresi etkisinin belirlendigi deneyler
haric) siireyle gergeklestirilmistir. Inkiibasyon sicakliginin saglanmast icin etiiv kullanilmus,
bakteriler deney siiresince etiiv i¢erisinde Heidolph Vibramax 100 karistirict aleti ile ile sabit
hizda (900 rpm) siirekli karistirilmistir. Deney sonucunda bakterilerin bagladigi agir metal
miktarinin tayin edilebilmesi amaciyla, bakteriler ortamdan santrifiij islemi ile
uzaklastirilmigtir. Siipernatant kisim atomik absorpsiyon spektroskopisi ile, 3.2.14’te
anlatildigr sekilde analiz edilerek bakteriler tarafidan tutulmayan serbest agir metal

konsantrasyonu belirlenmis ve bu sayede baktelerin bagladigi miktar (%) hesaplanmustir.

3.2.5. inkiibasyon Siiresinin Baglanmaya Etkisi
Inkiibasyon siiresinin baglanmaya etkisini ve baglanma isleminin hizin1 belirlemek icin 5-

360 dakika arasi siirelerde (5, 30, 60, 120, 240, 360 dk.) inkiibasyon ger¢eklestirilmis ve

baglanma miktarlar1 tespit edilmistir.
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3.2.6. Biyokiitle Miktarimin Baglanmaya Etkisi

Biyokiitle miktarinin baglanmaya olan etkisini belirlemek i¢in, son ¢dzeltide biyokiitle
konsantrasyonu 0.5-2.0 g/L arasinda degisecek sekilde (0.5, 0.75, 1.0, 1.25, 1.5, 2.0 g/L)
deneyler yapilmistir.

3.2.7. pH Degerinin Baglanmaya Etkisi

pH degerinin agir metalin baglanmasi iizerindeki etkisini belirlemek amaciyla kursunda pH
degeri 3, 4 ve 5 olan ¢ozeltilerle, kadmiyumda pH degeri 3, 4, 5 ve 6 olan ¢ozeltilerle
deneyler yapilmistir [5]. Genel anlamda yiiksek pH degerleri metallerin ¢okelmesine yol
acabildigi i¢in deneylerde yiiksek pH degerleri kullanilmamustir [82]. Ozellikle, Pb’de pH 6
degerinden kagimilmasinin sebebi, goreceli olarak yiliksek pH degerlerinde kursunun kism1

olarak ¢okelmesi ve stabil olmamasidir [72].

3.2.8. Baglanma Stabilitesi

Baglanma stabilitesinin belirlenebilmesi i¢in inkiibasyon sonrasinda bakteri biyokiitlesi 3’er
kez pH 2 ve pH 7 degerine sahip deiyonize su ¢ozeltileri ile 15 dakika siireyle karistirilarak
yikanmistir. Daha sonra bu bu karisim santrifiijlenerek bakteri ile siipernatant birbirinden
ayirilmis, c¢ozeltideki agir metal konsantrasyonu belirlenerek hiicrelerin her yikamayla
biraktigl agir metal miktar1 belirlenmistir. Bu sayede hiicrelerin agir metalleri baglama

stabilitesi ortaya konmustur.

3.2.9. Inkiibasyon Sicaklig Etkisi
Bu boéliimde 4, 22 ve 37 °C’lik kosullarda, 4 saat siireyle inkiibasyon yapilarak inkiibasyon

sicakliginin baglanma tizerindeki etkisi incelenmistir.

3.2.10. Langmuir Adsorpsiyon Modeli Baglanma Katsayilarinin Belirlenmesi
Langmuir Izotermi baglanma katsayilarinin belirlenmesi amaciyla, ayn1 miktarda bakteri
biyokiitlesi farkli konsantrasyonlarda (0.1 - 100 g/l) Pb i¢in pH 5, Cd i¢in pH 6’de
coOzeltileriyle aym1 kosullarda inkiibe edilmis, farkli suslara ait baglama kapasiteleri ve
katsayilar asagidaki denklem’e gore belirlenmistir [26].

b Cf
1+b Cf

q = qmax

Ci’'ye (denge durumundaki serbest agir metal konsantrasyonu) karsi ¢’nun (denge

durumunda biyokiitleye baglanmis metal konsantrasyonu) grafige gecirilmesiyle; Qmax

(mevcut kosullardaki maksimum baglama kapasitesi) ve b (baglanma afinitesi ve grafigin

ilk kismindaki egimiyle iliskili bir sabit) hesaplanmistir. Bunu yapabilmek ic¢in veriler

OriginPro ve/veya Microsoft Excel’in Solver fonksiyon programlari kullanilarak grafikler
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Ci’'ye (denge durumundaki serbest agir metal konsantrasyonu) karsi ¢’nun (denge
durumunda biyokiitleye baglanmis metal konsantrasyonu) grafige gecirilmesiyle; Qmax
(mevcut kosullardaki maksimum baglama kapasitesi) ve b (baglanma afinitesi ve grafigin
ilk kismindaki egimiyle iliskili bir sabit) hesaplanmistir. Bunu yapabilmek ic¢in veriler
OriginPro ve/veya Microsoft Excel’in Solver fonksiyon programlari kullanilarak grafikler
cizilmig, katsayilar hesaplanmistir.  Solver, tekrarlayan algoritma ile lineer olmayan

fonksiyonlarin verilerini modele uydurmak i¢in islevsel bir fonksiyondur.

Solver kullanilirken elden edilen veriler ve tahmini denklem sabitleri (bizim uygulamamizda
Omax V€ b) uygulanacak modele yerlestirilerek uygun formiillerle regresyon katsayisi (R?)
hesaplanir. Daha sonra Solver fonksiyonu kullanilarak, R? degerinin 1’e en yakin olacagi,
yani verilerin modele en iyi uyacagi Omax Ve b degerleri belirlenir. Bunun i¢in Solver
fonksiyonunda gmax Ve b degisken olarak, R? ise 1’e en yakin degeri bulunacak hiicre olarak

secilir.

Bu yontem, izoterm ve kinetik modellerin karmasik, lineer olmayan analizi i¢in kolay,
kullanict dostu ve dogru sonug veren bir alternatif olmasi nedeniyle tercih edilmistir. Solver;
LMMPro, Origin ve literatiirde bulunan biyosorpsiyon ¢aligmalari verileriyle karsilagtiriimis
ve sonuglarin birbiriyle tutarli oldugu goriilmiistiir. Solver fonksiyonunu MATLAB
programiyla kiyaslayan bilimsel istatistiki ¢calismalar da Microsoft Excel’in biyosorpsiyon
modellerinde kullanmaya uygun, kolay bir ara¢ oldugunu ortaya koymustur [83]. Sekil 3.1,

3.2 ve 3.3’de 0rnek program arayiizleri verilmistir.
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b C,

1= 9max Tipc,

Values:
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0.01
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Sekil 3.1. Mavi renkteki hiicreler deneysel veriler, sart renkli hiicreler rastgele denklem
sabitleri, bordo hiicreler ise rastgele verilen sabitlerle hesaplanan g degerleri

*a Get & Transform Connecons sorafer | Solver Parameters
f =1-F31/G31
Set Objective: 1532
8 c | o | E | ¥ G H i 1
> iz ks .
By Changing Variable Cells:
$F$19:57520
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520 >2 0 L Y
1+b C; [~ :
L Change
1 Delete
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202 6614] 172 3908 10000 20000
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192 1071
1137 548

Sum=TSS)
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Select the GRG Nonlinear engine for Solver Problems that are smooth nonlinear. Select the LP Simplex
engine for knear Solver Problems, and select the Evolutionary engine for Solver problems that are
non-smooth.

Sekil 3.2. Solver ile R? maksimize edilecek hiicre olarak, gmax Ve b ise degistirilecek hiicreler

olarak secilir
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Sekil 3.3. Solver fonksiyonu sonrasinda, deneysel veriler ve modele uydurulan veriler ayni
grafikte gosterilmektedir. R? degerinin de 1’e oldukca yakin oldugu gériilmektedir

54

C (mg/L)

3.2.11. Farkh Suslarla Hazirlanan Yogurtlarin Biyosorpsiyon Kapasiteleri

Yogurdun biyosorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi i¢in farkli LAB suglart ve
kombinasyonlari ile set tipi yogurt tiretilmistir. Farkli suslarla tiretilen yogurtlara Cd ve Pb
agir metalleri eklenmis, diger denemelerde yapildigi sekilde biyosorpsiyon islemi igin

inkiibe edilmis ve sonuclar AAS’de analiz edilmistir. Deney plan1 asagida verilmistir.

Uretimde yagsiz UHT siit kullanilmistir ve kiiltiir ilavesi 107 kob/mL siit olacak sekilde
yapilmustir. Probiyotik kiiltlirler normal kiiltiirlere ek kiiltiir olarak ilave edilmistir (1:1
oraninda). 5 dakika karistirilan siit 6rnekleri 25 mL olacak sekilde plastik falkon tiiplere
alinmistir. 42 °C’de  pH 4.7°ye diisene kadar (yaklasik 4 saat) inkiibe edilmistir. Sonra
yogurtlar 1 gece 4 °C’de muhataza edilmistir. Ertesi giin pH 6l¢iimleri alinarak denemelerde

kullanilmistir.

LAB hiicrelerinin yogurt matriksinde bulunmasinin biyosorpsiyon islemine olan etkisini
belirleyebilmek amaciyla 200 mL yagsiz siitiin pH’s1 laktik asit kullanilarak pH 4.5 olacak

sekilde ayarlanmis ve asit jeli elde edilmistir.

Agir metal ¢ozeltileri (konsantre, 1000 ppm Pb veya Cd) direkt olarak son hacimde 30 ppm
olacak (yaklasik 0.78 pL) sekilde 25 mL falcon tiipii iginde bulunan yogurt 6rneklerine ve
asit jeline ilave edilmistir. Biyorpsiyon i¢in 6rnekler 37 °C’de 4 saat inkiibe edilmistir. Siire
sonunda santrifiij yapilan orneklerden elde edilen supernatantlar filtre edilmis ve %65°lik

HNO3 ¢ozeltisi ile yas yakmaya tabi tutularak AAS’de okumalari yapilmistir (Bkz. 3.2.14).
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Deney kodlar1 agagida verilmistir.

Kodlar Aciklama Analiz oncesi pH
degerleri
Jel Laktik asitle koagiile edimis siit jeli pH 4.44
1 YC350 ile hazirlanmis yogurt pH 4.35
2 YOMix ile hazirlanmis yogurt pH 4.42
3 ABT?2 ile hazirlanmis yogurt pH 4.45
4 YC350 ve ABT2 ile hazirlanmis yogurt pH 4.40
5 YC350 ve L.acido ile hazirlanmis yogurt pH 4.32

3.2.12. Model Sindirim Sistemi

Laktik asit bakterilerinin agir metal baglama kapasitesini in vitro sartlarda incelemek
amaciyla yapay sindirim sistemi hazirlanmigtir. Calismada uyguladigimiz model sindirim
sistemi literatiirlere uygun olarak yapilmistir. Versantvoort ve ark. [84] tarafindan uygulanan
yontem, SCI kapsaminda yayinlanan farkli ¢alismalarda [74], [85] kullanilmis ve kabul

gormustur.

Sindirim sisteminde bulunan ve besinlerin sindirilmesini saglayan tiikiiriik (saliva), mide,
oniki parmak bagirsagl ve safra sivisi, yukarida anilan yontemlere gore hazirlanmigtir.
Sindirim sivilarinin bilesimleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Baglanma deneyleri sirasinda

sicaklik aksi belirtilmedigi miiddetge 37 °C’de sabit tutulmustur.

Model sindirim sisteminde basta 3.2.10 olmak {izere, 3.2.4, 3.2,5, 3.2.6, 3.2.7, 3.2.8, 3.2.9
deneylerinden elde edilen sonuglar da géz onilinde bulundurularak daha yiiksek baglama
kapasitesine sahip oldugu tespit edilen suslar test edilmistir. Bunun yanin sira siit matriksinin
biyosorpsiyon ftizerindeki etkisini belirleyebilmek amaciyla model sindirim sistemi
deneylerinde deiyonize suyun yaninda siit ve yogurt jeli de bakterilerin bulundugu ortam

olarak kullanilmstir.

Sindirim modeli ¢alismasi, 4 mL tiikiirik sivismin, 3 mL hacimdeki orneklere (LAB
hiicreleri ve agir metal) karistirilmasiyla baslatilarak 5 dakika inkiibe edilmistir. Bu asamada
ortam pH’s1 6.8 olarak 6l¢iilmiistiir. Sonrasinda 6rneklere 8 mL mide sivisi eklenerek pH 2-

3 olgiilmiis (6rneklere gore degisen olglimler), calkalayic ile 2 saat siireyle karigtirilmistir.

Model sindirim sisteminin son agamasinda 8 mL oniki parmak bagirsagi sivist ve 4 mL safra

stvist ilave edilmis, pH 6.7 — 7 olarak 6l¢iilmiis ve galkalayici ile 2 saat daha karistirilmistir.
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Sindirim modeli yukarida anlatildig sekilde tamamlandiktan sonra tiipler santrifiij edilerek
slipernatant ve pellet ayrilmistir. Siipernatant 0.45 um filtreden gegirilmis ve/veya asit

hidroliz sonras1 agir metal 6lgiimleri AAS’de gergeklestirilmistir (Bkz. 3.2.14).

Cizelge 3.1. Sindirim sivilariin kimyasal bilesimi

Tikiirik sivisi (0.5L)  Mide sivisi (1 1) Onikiparmak Safra sivisi (0.5 L)
bagirsagi sivisi (1 L)
0.45 g KClI 2.75 g NaCl 7.01 g NaCl 2.63 g NaCl
0.1 g KSCN 0.27 g NaH2PO4 3.39 g NaHCOs 2.895 g NaHCOs3
0.45 g NaH2PO4 0.82 g KCI 0.08 g KH2PO4 0.19 g KCI
Bu kisim  0.285 g NaSOa 0.4 g CaCl2.2H20 0.56 g KCI 0.075 mL HCI
stok 0.15 g NaCl 0.31 g NH4ClI 0.05 g MgClz 0.125 g iire
olarak 0.85 g NaHCO3 6.5 mL (%37) HCI 0.1gire
hazirlandi 0.1 g Uire 0.5 g glikoz 0.18 mL HCI

0.02 g glukronik asit
0.085 g ure

0.33 g glukozamin

hidroklorit
Deneyden 145 mg a-amilaz 1gBSA 0.2 g CaCl2.H.0 0.11 g CaCl2.H20
once stok 7.5 mg Urik asit 2.5 g pepsin 1gBSA 0.9gBSA
sindirim  12.5 mg musin 3 g musin 9 g pankreatin 15 g safra sivisi
sivilarina 1.5 g lipaz
eklendi
pH 6.8 1.7 8.1 8.2

3.2.13. Kursun-Kadmiyum Baglanma Onceligi Deneyi

Suslarin kursun ve kadmiyum arasindaki baglanma onceliginin belirlendigi deneyde
kullanilmak tizere, Pb ve Cd konsantrasyonlari ayr1 ayr1 30’ar ppm olacak sekilde bir ¢ozelti
(Pb-Cd ¢ozeltisi) hazirlanmustir (pH 5).

Hazirlanan Pb-Cd ¢ozeltisi ile 4 saat siireyle 37 °C’de inkiibasyon yapilmstir. inkiibasyon
stiresinin sonunda santrifiij islemi ile hiicreler uzaklastirilmis, slipernatant AAS’de analiz

edilmistir.

3.2.14. Agir metallerin tayini

Baglama miktarmin belirlenebilmesi amaciyla, inkiibasyon bitiminde santrifiij islemi ile
hiicreler pelletlenerek ¢ozeltiden ayrilmis, ¢ozelti ise Thermo Scientific iCE3000 marka
Atomik Absorpsiyon Spektroskopisi (AAS) cihazinda analiz edilmistir.

45



Kursun analizi i¢in, kursun katot lambasi1 kullanilarak, 283.3 nm dalgaboyunda; kadmiyumla
yapilan deneylerde kadmiyum katot lambasi1 kullanilarak 228.8 nm dalgaboyunda analiz

edilmistir.

Olgiim dogrulugunu saglamak icin konsatrasyonu bilinen agir metal ¢ozeltileri de diger
Ol¢iimlerle birlikte AAS’de analiz edilmistir. Baglama oranin hesaplanmasinda asagidaki
formiil kullanilmistir.

Ci—Cf
Ci

% Baglanma = 100 x

Ci; Baslangi¢ agir metal konsanhtrasyonu (ppm)

Cf: Kalint1 agir metal konsanhtrasyonu (ppm)
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Canhhgm Biyosorpsiyon Kapasitesine Etkisi
Bakterileri inaktive ederek deneylerin cansiz hiicrelere de uygulanabilmesi amaciyla, LAB;
benmari (95°C, 1 saat) ve otoklav (121°C, 15 dakika) ile 1s1l isleme tabi tutularak cansiz hale

getirilmis, bu iki yolla elde edilen cansiz hiicrelerin baglama kapasiteleri degerlendirilmistir.

Bu deneyler sonucunda benmari ile cansiz hale getirilen hiicrelerin baglama kapasitesinin
otoklav ile elde edilenlere kiyasla daha yiiksek, canli hiicrelerin baglama kapasitesine yakin
oldugu goriilmiistir. Bu durum, otoklavlama islemindeki yiiksek sicaklik ve basing
degerinin hiicrelere, agir metallerin baglandig1 hiicre duvarina zarar vermesi ve baglama
kapasitesini bu yolla olumsuz yonde etkilemesiyle aciklanabilir. Literatiirdeki diger
calismalarda da [26], [74] hiicreleri kaynatmanin maksimum agir metal baglanma kapasitesi
tizerindeki etkisinin diisiik oldugu belirlenmistir. Sonugta ¢alismamizda cansiz hiicrelerin
biyosorpsiyon kapasitesini belirlemek amaciyla bu yontem tercih edilmistir. Yapilan tim
deneylerde kullanilacak cansiz hiicreler, canli hiicrelerin 95°C’ye ayarlanmis benmaride 1

saat tutulmasi ve hizlica sogutulmasiyla elde edilmistir.

4.2. Inkiibasyon Siiresinin Baglanmaya EtKkisi

Calisilan suslarda farkli inkiibasyon siiresinin baglanma iizerine etkisi Sekil 4.1’de

verilmistir.

E5 H30 m60 m120 m240 mW360 dk. E5 m30 W60 m120 m240 m360 dk.
100 - 100 -
80 -

60 -

%Baglama
%Baglama

40 -

20 A

Canli Cansiz Canli Cansiz
ABT2 Pb ABT2 Cd

Sekil 4.1. Inkiibasyon siiresinin, laktik asit bakterilerinin Pb ve Cd biyosorpsiyonu
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.1 devam ediyor
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Sekil 4.1. Inkiibasyon siiresinin, laktik asit bakterilerinin Pb ve Cd biyosorpsiyonu
tizerindeki etkisi
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Sekil 4.1 devam ediyor
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Sekil 4.1. Inkiibasyon siiresinin, laktik asit bakterilerinin Pb ve Cd biyosorpsiyonu
tizerindeki etkisi
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Pb i¢in en yiiksek biyosorpsiyon orant ABT2, Dophilus ve L. acido suslarinda gozlenmistir.
Genel anlamda tiim deneylerde oldugu gibi Cd baglama oran1 Pb’ye kiyasla daha diisiik
kalmistir. Canli ve cansiz hiicrelerin Pb biyosorpsiyonunun birbirine olduk¢a yakin oldugu
gorilmistir. Cd biyosorpsiyonunda ise YC350 ve LAS haricinde cansiz hiicrelerin daha ¢ok

baglama kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir.

Biyosorpsiyon islemi BB12 susu haricinde biiyiik oranda ilk 5 dakikada gergeklesmis,
baglanma hizi ilerleyen siirelerde ilk 5 dakikaya kiyasla daha diisiik kalmistir. Bu da bazi
diger ¢alismalardakine [72] benzer sekilde biyosorpsiyon isleminin hizli oldugunu ve

agirlikli olarak yiizeyde gergeklestigini [26] diisiindiirmektedir.

Dophilus ve L. acido suslart ortamda bulunan Pb’nin tamamim1 30 dakikadan itibaren
uzaklagtirmistir. ABT2 susu daha uzun bir siirede yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi

gostermistir.

ABT2, Sekil 4.1°den goriilecegi lizere canli hiicreler cansiz hiicrelerin ilk 5 dakikada ulastig
baglama miktarina (>%90) 30 dakikada ulasmakta ve siire ilerledik¢e bu degerin {lizerine
cikmaktadir. Buradan canli ve cansiz hiicreler arasinda biyosorpsiyon kapasitesi a¢isindan

bir fark oldugu da anlagilmaktadir.

BB12 susu, diisiik baglama oranindan o6tiirii diger suslara uygulanan deneylerden farkli
olarak 480 ve 1440 dakikalik (6 ve 24 saat) inkiibasyonlara da tabi tutulmustur. BB12
susunun kursunu baglama kapasitesi inkiibasyon siiresi uzatildik¢a artmis, 6 ve 24 saatlik

inkiibasyonlarda en yiliksek miktarlara ulagmistir

Biyosorpsiyonun hizli baglayarak uzun siirelerde yavas devam etmesi ilk etapta yiizeydeki
baglanma konumlarinda hizli bir adsorpsiyon gerceklestigini, devam eden siirede ise daha
diisiik hizda hiicre icine alma ile baglama oldugunu disiindiirmektedir. Malik [86] kisa
stirelerde gerceklestirilen biyosorpsiyon c¢alismalarinin, gorece yavas gergeklesen hiicre
icine alma olaymi goézlemleme ihtimalinin zayif oldugunu ve bu g¢aligmalarin yalnizca

yilizeyde baglanmayi tespit edebildigini 6ne siirmiistiir.

Bizim ¢alismamizda oldugu gibi kimyasal bir isleme tabi tutulmamis bakteri hiicrelerinin
biyosorpsiyonunda, yiizeye tutunma haricinde spesifik olmayan katyon transferiyle
metallerin sitoplazmaya alim1 veya yiizeyde ¢okelme gibi diger islemlerin de gergeklestigi
bildirilmistir [87]. Siire devam ettik¢e yavas da olsa biyosorpsiyon seviyesi artan suslarda,
yiizeydeki baglama alanlariin doldugu ve inkiibasyon siirdiikce diger biyosorpsiyon

islemlerinin yavag bir sekilde devam ettigi diisiiniilmektedir. Agir metal adsorpsiyonuna
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iliskin bu 2 asamali mekanizma Goyal ve ark [88] tarafindan yapilan bir ¢alismada da
gosterilmistir.

Dophilus susu, ortamda bulunan kursun agir metallerini ¢ok hizli sekilde ve tamamen
ortamdan uzaklagtirmigtir. Bu durum hem canli hem de cansiz hiicreler i¢in gegerlidir. Bu
deney, Dophilus’un yiiksek agir metal baglama kapasitesi yaninda, baglama islemini hizli

ve etkili sekilde yapabilecek bir sus oldugunu ortaya koymustur.

4.3. pH Degerinin Baglanmaya Etkisi
pH etkisi deneyleri, kursun i¢in pH deger 3, 4 ve 5 olan ¢ozeltilerle, kadmiyum i¢in ise pH
degeri 3, 4, 5 ve 6 olan ¢ozeltilerle yapilmistir. Tiim agir metal ¢ozeltilerinin konsantrasyonu

30 ppm’dir. pH etkisine iliskin grafikler Sekil 4.2°de verilmistir.

m3 E4 m5 pH E3 E4 m5 m6 pH
100 -~

%Baglama

Canli Cansiz Canli Cansiz
ABT2 Pb ABT2 Cd
E3 E4 =5 H6 pH

100 - m3 m4 mS5 pH 100 -

80 - 80
© ©
: £
00 %0

Cansiz

Canli Cansiz Canli
BB12 Pb BB12 Cd

Sekil 4.2. Ortam pH’sinin, laktik asit bakterilerinin Pb ve Cd biyosorpsiyonu iizerindeki
etkisi
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Sekil 4.2 devam ediyor.
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Sekil 4.2 Ortam pH’sinin, laktik asit bakterilerinin Pb ve Cd biyosorpsiyonu iizerindeki
etkisi
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Sekil 4.2 devam ediyor.
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Sekil 4.2 Ortam pH’smin, laktik asit bakterilerinin Pb ve Cd biyosorpsiyonu iizerindeki
etkisi

Ortamin pH degerinin biyosorpsiyon kapasitesi tizerinde etkisinin test edildigi tiim suslarda
(ABT2, BB12, LAS, L.acido, YC350 ve YOMix), hem Cd hem Pb’de, pH degeri diistiikce
biyosorpsiyon kapasitesinin de azaldigi goriigmiistiir. Gram-pozitif bakteri hiicre duvari
yapist goz Oniinde bulunduruldugunda, ortam pH’s1 yiikseldikce (pH 5-6’ya kadar)
biyosorpsiyon kapasitesinin artmast beklenen bir durumdur. Bu etki literatiirdeki birgcok
calisgmada da gozlenmistir [72] .Buradaki tek istisna, YC350 susunun Cd

biyosorpsiyonundaki en yiiksek baglanma yiizdesinin pH 5’te goriilmesidir.

pH degerinin de§ismesi metal iyonlariin ¢oziinlirliiglinii ve biyokiitle hiicre duvarindaki
fonksiyonel gruplarin karst iyonlarmmi da etkilemektedir. Bu etkiler yapilan diger

caligmalarda da ortaya konmustur [94].

Cozelti pH’s1 adsorban, iyonlagsma derecesi ve ylizey gruplarmin tiirlesmesini de
etkilemektedir. pH degeri arttikca biyosorpsiyonun artmasi, ayni islevsel gruplar iistiindeki
proton ve metal katyon rekabetinin azalmasi ve yiizey ile metal iyonu arasindaki
elektrostatik itmenin diismesiyle aciklanmaktadir [89]. Ortam pH’sinin biyosorpsiyon
performansi {izerindeki en belirleyici gevresel faktor oldugu belirlenmistir. Bu bu bilgi
literatiirdeki diger ¢alismalarda da ortaya konmustur [1]. Canli ve cansiz hiicreler arasinda,
Pb biyosorpsiyonunda 6nemli bir fark goriilmemistir. Cd biyosorpsiyonunda ise, ABT2 ve
L.acido’de cansiz hiicrelerin; YOMix ve LA5’te cansiz hiicrelerin daha iyi baglama 6zelligi

goriilmiis, diger suslarda canli ve cansiz hiicrelerin baglama bir fark gériillmemistir.
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4.4. Kursun ve Kadmiyum Baglanma Onceligi
Gergek kosullarda birgok farkli agir metal ayn1 ortamda (tiiketilen gida ve yiyeceklerde)
bulunabilmektedir. Bu nedenle birden fazla agir metalin aym1 ortamda bulunmasinin

biyosorpsiyon kapasitesini nasil etkiledigi de dnemli bir aragtirma konusudur.

Pb ve Cd agir metallerinin birlikte bulundugu ¢dzelti ile yapilan deneyde, suslarin hangi agir
metali daha fazla bagladigi belirlenmistir. Bu deney her sus i¢in canli ve cansiz hiicrelerle
ayr1 ayr1 gergeklestirilmistir. Grafikler (Sekil 4.3A ve 4.3B) bu nedenle canli ve cansiz suslar
icin ayri, suslarin baglama kapasitelerinin karsilagtirilabilmesi i¢in tiim suslar bir arada

olacak sekilde verilmistir.

A B
Pb Canli ®Cd Canli B Pb Cansiz B Cd Cansiz
100 - 100 -
80 - 80 -
© ©
£ 60 - E 60 -
:‘h'p !%)
0 40 - o 40 -
X S
0 T T T T T O =
ABT2 BB12 L.acido LA5 YC350 YOMix ABT2 BB12 L.acido LA5 YC350 YOMix

Sekil 4.3. Canli (A) ve cansiz (B) laktik asit bakterileriyle yapilan baglanma onceligi
deneyleri

Pb’nin canli hiicrelerle yapilan tiim deneylerde, ABT2 susu haricinde de cansiz hiicrelerle

yapilan tiim deneylerde Cd’den daha fazla baglandig1 goriilmustiir (Sekil 4.3).

Hem Pb hem Cd igin belirlenen en yiiksek baglama yiizdeleri L.acido ve ABT2’ye aittir.
Buradan s6z konusu 2 susun, Pb ve Cd’nin bir arada bulundugu ortamlarda daha iyi

biyosorpsiyon 6zelligi gosterdigi anlasilmaktadir.

Diger caligmalarda, ayni1 ortamda birden fazla metal bulunmasinin her metale ait
biyosorpsiyon kapasitesini etkiledigi, ancak tiim metallerin toplam baglanma kapasitesinin
degismedigi bildirilmistir [82]. Bu da biyokiitlenin sabit oldugu ortamda birden fazla agir
metal bulunmasinin metaller arasinda rekabet ve ¢cakismaya yol agtigini gostermektedir. Bazi
caligmalarda ise ortamdan baglanmasi istenen iyonlar disindaki katyon ve anyonlarin

genellikle metal birikimi iizerinde olumsuz bir oldugu belirtilmistir [90].
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4.5.  Langmuir Adsorpsiyon Modeli Baglanma Katsayilarimin Belirlenmesi

Langmuir adsorpsiyon modeli baglanma katsayilarinin belirlenmesi igin 3.2.10’da anlatilan
deneyinden elde edilen veriler Microsoft Office Excel Solver fonksiyonu, OriginPro ve
LMMpro programlar: ile analiz edilmistir. Bu analiz sonucunda maksimum baglama
kapasitesi gmax (mg baglanan metal/g biyokiitle), baglanma afinite katsayis1 b (L/mg) ve
regresyon katsayis1 R? (deneyden elde edilen verilerin Langmuir Adsorpsiyon Izotermi
Modeli’ne uyma derecesi) hesaplatilmistir. Tiim deneylerin sonucunda elde edilen
katsayilar Cizelge 4.1’de verilmistir. Materyal ve metot boliimiinde belirtilmemekle birlikte
Lactobacillus rhamnosus (HOLDBAC LC, Danisco) bakterisine ait Langmuir izoterm

katsayilar1 da asagida verilmistir.

Cizelge 4.1. Laktik asit bakterilerinin Pb ve Cd baglamasi ig¢in Langmuir izoterminden elde
edilen gmax ve b parametreleri

Pb Cd
qmaxa b® R ¢ Omax b R?
ABT?2 Canli 73.0 0.66 0.934 24.4 0.24 0.967
Cansiz 45.6 2.29 0.956 30.9 0.51 0.977
BB12 Canli 25.8 0.23 0.966 12.0 0.24 0.936
Cansiz 23.0 0.49 0.944 12.8 0.16 0.967
Dophilus Canli 75.1 4.26 0.934 16.4 2.05 0.947
Cansiz 68.2 0.94 0.929 28.1 0.77 0.957
L.acido Canl1i 70.2 4,23 0.935 20.0 0.14 0.876
Cansiz 54.4 2.05 0.899 29.0 0.28 0.959
LAS Canli 35.6 0.38 0.973 20.6 0.23 0.960
Cansiz 32.1 0.32 0.961 22.2 0.16 0.944
HOLDBAC Canli 54.9 3.84 0.971 24.5 0.13 0.962
Cansiz 47.8 0.48 0.952 32.5 0.22 0.924
YC350 Canli 76.0 0.02 0.884 26.2 0.08 0.952
Cansiz 36.6 0.10 0.843 31.0 0.04 0.947

YOMix Canli 38.3 0.80 0.985 15.9 0.84 0.956

Cansiz 29.0 0.89 0.979 11.8 2.42 0.933

2 En yiiksek baglanma kapasitesi (mg/g), ® Baglanmaya iliskin afinite sabiti (L/mg), ¢ Regresyon katsayisi
HOLDBAC (Lactobacillus rhamnosus, Danisco)

Tabloda ilk gbze ¢arpan noktalardan biri, genel olarak kursuna ait katsayilarin tiim suglarda
daha yiiksek olmasidir. Bu durum Pb’nin Cd’ye gore daha fazla baglanabildigini
gostermektedir ve bizim diger analizlerimiz ile literatiirdeki arastirmalarda da gozlemistir
[26], [91]. Genel olarak cansiz ve canli bakterilerin biyosorpsiyon kapasiteleri arasinda
biiyiikk bir fark olmadigi goriilmiistiir. Canli ve cansiz hiicrelerinin Pb biyosorpsiyonu

arasinda 2 kattan fazla fark gozlenen YC350 susunda, hiicrenin cansiz hale getirildigi
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kaynatma isleminin Pb’nin baglandigi hiicre duvari bilesenlerine zarar verdigi

distiniilmektedir.

Cizelge 4.1 aym sekilde hiicrelerin canli ve cansiz durumdaki baglama kapasitelerinin
farkin1 da gostermektedir. Bir diger onemli bulgu da YOMix susu haricinde test edilen
suslarin tamaminda Cd biyosorpsiyonu kapasitesinin cansiz hiicrelerde daha yiiksek
olmasidir. Canli hiicrelerin daha yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi gosterdigi Pb icin ise tam

tersi bir durum s6z konusudur.

Bazi arastirmalarda ortaya kondugu tizere [92], kismen hiicre igine alinarak da baglanabilen

Cd’nin hiicre i¢ine girisi, hiicrelerin cansiz hale gelmesiyle kolaylasiyor olabilir.

Ote yandan, baz1 suslara ait verilerdeki regresyon katsayilarinin diisiik oldugu, sonuglarm
Langmuir modeline iyi uymadig1 goriilmiistiir. Bunun temel sebebi, susa ait doygunluk
(gmax) noktasinin deneylerde kulllanilan agir metal konsantrasyonu araliginin disinda
kalmas olabilir. Tlgili sonuglara gore hazirlanmus grafikte lineer bir goriiniim elde edilmesi

de bu gozlemi teyit etmektedir.

En yiiksek biyosorpsiyon kapasitesi Pb igin, canli durumdaki ABT2 (73 mg/g), Dophilus
(75.1 mg/qg), L.acido (70.2 mg/g) ve YC350 (76 mg/g) suslarinda gozlenmistir. Halttunen ve
ark. [26] tarafindan 6 LAB susu ve birden fazla LAB iceren 2 Starter kiiltiiriin Cd ve Pb
biyosorpsiyon kapasitesinin belirlendigi benzer bir calismada; en yiiksek biyosorpsiyon
kapasiteleri Cd i¢in 54.7 mg/g (B. Longum 46), Pb i¢in 175.7 mg/g (B. Longum 46) olarak
belirlenmistir. Bizim de test ettigimiz B. lactis BB12 ve L. Rhamnosus GG suslarinin
biyosorpsiyon kapasiteleri Halttunen ve ark. [26] tarafindan Cd igin sirasiyla 32.1 — 34.2
mg/g ve 12.5 — 13.2 mg/g; Pb iginse 113.3 mg/g ve 46.8 — 107.4 mg/g olarak belirlenmistir.
L. Rhamnosus’un Cd biyosorpsiyon kapasitesi haricindeki degerler, bizim ¢alismamizda

bulduklarimizda yiiksektir.

YC350’ye ait qmax degeri de yiiksek olmasina karsin, bu susun Pb baglama deneyinden elde
edilen veriler Langmuir modeline uyarlandiginda diisiik regresyon katsayist diisiik
oldugundan dolay1, elde edilen Omax katsayisimi diger suslarla karsilastirma yapmak igin

kullanmak yaniltici olabilir.

Regresyon katsayilart incelendiginde, elde edilen verilerin genel anlamda Langmuir
izotermine uygun oldugu goriilmistiir. Langmuir izotermi calismamizda farkli LAB
suslarinin canli ve cansiz hiicrelerinin Cd ve Pb biyosorpsiyonu kapasitesilerinin

karsilagtirilabilmesi amaciyla faydali bir ara¢ olarak kullanilmistir. Cizelgeden ayrica agir
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metallerin biyosorpsiyon yoluyla baglanabilme kapasiteleri kiyaslanabilmektedir. Ornegin
Pb i¢in; farkli suslara ait biyosorpsiyon kapasitelerinin (Cd’ye kiyasla) daha yiiksek olmasi,
hiicre duvarinda bulunan peptidoglikan tabakasinin ve peptidoglikana kovalent bagh

bilesenlerin agir metal biyosorpsiyonunda énemli oldugunu diistindiirmektedir.

Adsorban yiizeyinin tekdiize, tiim adsorpsiyon konumlarinin denk oldugu; tim
adsorpsiyonun ayni mekanizmayla gergeklestigi ve adsorbe edilen molekiiller arasinda
interaksiyon olmadig1 varsayimlarina dayanan Langmuir modeli [1], test ettigimiz suslarin

Cd ve Pb biyosorpsiyon kapasitesinin belirlenmesi igin ideal bir modeldir.

Agir metallerin baslangic konsantrasyonu arttikca uzaklagtirilan metal miktarinin arttigi,
ancak baglama ylizdesinin diistiigii goriilmiistir. Bu durum LAB’lerin agir metalleri

baglayabilecegi konumlarin sinirli sayida oldugunu ortaya koymaktadir.

4.6. Biyokiitle Miktarinin Baglanmaya Etkisi

Farkl1 biyokiitle konsantrasyonlar1 (0.5 — 2 g/L) ile yapilan deneylerde, ortamdaki biyokiitle
miktar arttikca ortamdan daha fazla agir metalin uzaklastig1 belirlenmistir (Sekil 4.4). Bu
durum hem kursun hem de kadmiyumda ayni sekildedir. BB12 ile yapilan deneylerden elde
edilen veriler biyokiitle konsantrasyonunun artmasinin baglanmayr arttirdigim
gostermektedir. Bu genel egilim diger bir ¢alismada da verilmistir [26]. Bu nedenle diger

suslar i¢in bu deneyin yapilmasina gerek duyulmamastir.
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Sekil 4.4. Biyokiitle miktariin (konsantrasyonunu) biyosorpsiyona etkisini gdsteren
grafikler

Cozeltideki biyokiitle konsantrasyonunun spesifik alimi etkiledigi diger calismalarda da
gosterilmistir [1], [26]. Hiicreler arasindaki elektrostatik etkilesimin de metal aliminda

onemli bir rol oynadig1 bilinmektedir. Cok yliksek biyokiitle konsantrasyonu baglanma
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konumlar1 arasinda girisime neden olmakta ve metal iyonlarinin baglanma konumlarina

erisimini engelleyebilmektedir.

Bazi ¢alismalar bu etkiyi, diislik biyosorbent miktarinin diisiik uzaklastirma etkisi ve yliksek
alimla iligskili oldugunu ifade ederek aciklamistir [69]. Cok yiiksek biyokiitle

konsantrasyonlarinda test yapmadigimiz i¢in bizim ¢alismamizda bu etki gdzlenmemistir.

Literatiir ¢aligmalarinda; biyosorpsiyon kapasitesinin ortam pH’smna gore biyosorbent
konsantrasyonuyla dogru orantili olarak artabilecegi gibi baz1 pH degerlerinde biyosorbent

konsantrasyonundaki degisimin biyosorpsiyonu etkilemedigi de gézlenmistir [93].

4.7. Inkiibasyon Sicakliginin Baglanmaya EtKisi
Bakteriler farkli sicakliklarda inkiibasyona tabi tutularak, sicakligin baglama itizerindeki

etkileri incelenmistir.

Deneyler YC350, LA5 ve BB12 suslar ile; 4, 22 ve 37 °C sicakliklarda; Pb ve Cd i¢in
yapilmis ve tiim diger parametreler sabitken, sicakligin biyosorpsiyon isleminde sinirlt

diizeyde de olsa etkileri oldugu goriilmiistiir (Sekil 4.5).

Canli hiicrelerin 37 °C sicaklikta yapilan inkiibasyonda bagladig: agir metal miktarinin daha
fazla oldugu belirlenmistir. Cansiz hiicrelerde bu durumun gecerliligi ikna edici sekilde orya
konamamis, inkiibasyon sicakligi ve baglama miktar1 arasinda tutarli bir iligki tespit
edilememistir. Deneylerden elde ettigimiz veriler, sicakligin biyosorpsiyon iizerinde etkili
oldugunu, ancak bu etkinin belirli bir sicaklik araliginda (4 - 37 °C) smurh oldugu
gostermistir. Bu bulgu diger ¢alismalarda da bildirilmis [82], 6zellikle 20 — 30 °C sicaklik
araliginda biyosorpsiyon etkinliginin degismedigi ortaya konmustur. Baz1 ¢alismalarda [1]
adsorpsiyon reaksiyonlarinin ekzotermik olmasi nedeniyle adsorpsiyon derecesinin
sicakligin diismesiyle birlikte arttig1 ifade edilse de, elde ettigimiz sonuglarda bdyle bir

egilime rastlanmamustir.
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Sekil 4.5. Ortam sicakliginin biyosorpsiyon kapasitesine etkisini gosteren grafikler.
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4.8. Baglanma Stabilitesi

pH degeri 2 ve 7 olarak ayarlanan ¢ozeltilerle agir metalin baglanma stabilitesini belirlemek
amactyla 3’er kez yikama yapilmis, her yikama ile hiicrelerin bagladigi agir metalin ne
kadarin1 biraktig1 belirlenmistir. LAB’lerin baglanma stabilitelerine iliskin sonuglar Sekil

4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6. Farkli pH degerlerindeki baglanma stabilitelerine iliskin grafikler
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Sekil 4.6 devam ediyor
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Sekil 4.6 Farkli pH degerlerindeki baglanma stabilitelerine iliskin grafikler.
Deneylerin tamamina bakildiginda, pH 2’de yapilan yikama islemi ile hiicrelerin baglamig

oldugu agir metali biiyiik oranda biraktig1 goriilmektedir. Diisiik pH degerlerinde; HNO3 ve
EDTA gibi asidik 6zellige sahip maddelerle yikanan biyokiitlelerde bagli halde bulunan Cd
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ve Pb’nin desorbe olduguna iligskin bulgularimiz agir metallerin geri kazanimina iliskin

caligmalarda da teyit edilmistir [73].

pH 7 ile yikamada baglanmanin oldukga stabil oldugu gézlenmistir. Bu bulgu da diger
calismalarla tutarlidir [94]. Diisiik pH degerlerine inildikge stabilite azalmakta, baglanmis

olan agir metaller desorbe olarak ortama salinmaktadir.

Agir metal baglamis olan hiicrelerin diisiik pH ortamina alindig1 deneylerden elde ettigimiz

veriler, biyosorpsiyon isleminin tersinir oldugunu gostermektedir.

Bakterilerin hiicre yiizeyi pH 3 — 10 arasinda genelikle ve agirlikli olara negatif yiikliidiir.
Ph 3’iin altinda ise pozitif olurlar. Dolayisiyla asidik ortamda pozitif yiiklii metal iyonlari
hiicre duvarlarinda tutunamazlar. Baglanmanin pH 7’de stabil olup, pH 2’de baglanmis olan

agir metallerin desorbe olmasinin nedeni bu sekilde agiklanabilir.

Ote yandan, pH 2’de yapilan yikamalarda da farkli baglanma stabilitesi 6zellikleri

gozlenmistir.

pH 2 ¢o6zeltisinde yikanan bazi bakteriler bagladigi agir metali ilk yikamada biiylik oranda
birakirken, bazi bakterilerde yikamalardaki desorpsiyon orani daha diisiik kalmigtir.
Baglanma stabilitesinin yiiksek olmasi, sindirim sisteminde diisiik pH degerleriyle karsilasan

susun gosterecegi biyosorpsiyon performansinin da daha iyi olabilecegini 6ngérmektedir.

Canli ve cansiz hiicrelerin baglama stabilitesinde, YOMix ve L.acido suslarinin Cd baglama

stabilitesi haricinde 6nemli bir fark goriilmemistir.

4.9. Farkh Suslarla Hazirlanan Yogurtlarin Biyosorpsiyon Kapasiteleri
Sekil 4.7°de farkli suslarla hazirlanan yogurt orneklerinde biyosorpsiyon kapasiteleri

verilmistir.

Pb’nin deneylerin tamamina yakininda oldugu gibi Cd’den fazla baglandigi goriilmiistiir.

Canl1 ve cansiz hiicreler arasinda belirgin bir farka gézlenmemistir.

YC350 ve L.acido ile hazirlanan yogurt Cd icin jelden daha diisiik biyosorpsiyon kapasitesi
gostermistir. Bu dikkat c¢ekici bir bulgudur. Bu durumun sebebi olarak baglanma

konumlarmin rekabeti gosterilebilir.

Bu sonuglar, agir metal biyosorpsiyon kapasitesi yiiksek bir yogurt iirlinii hazirlanirken sus
veya sus kombinasyonu sec¢iminin ne kadar 6nemli oldugunu ve bu amagla bir iiriin
iiretilmeden 6nce mutlaka suslara ait biyosorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi gerektigini

ortaya koymustur.
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Yogurtta Biyosorpsiyon Denemesi
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Sekil 4.7. Farkli LAB suslar ile hazirlanan yogurt ve laktik asitle koagiile edilen siit jelinin
biyosorpsiyon kapasiteleri

Jel: Laktik asitle koagiile edimis siit jeli (pH 4.44)

1 YC350 ile hazirlanmis yogurt (pH 4.35)

2 YOMix ile hazirlanmig yogurt (pH 4.42)

3 ABT?2 ile hazirlanmis yogurt (pH 4.45)

4 YC350 ve ABT?2 ile hazirlanmis yogurt (pH 4.40)
5 YC350 ve L.acido ile hazirlanmis yogurt (pH 4.30)

4.10. Model Sindirim Sistemi Deneyleri

Diger deneylerden elde ettigimiz veriler 1518inda pH’nin biyosorpsiyon iglemini en ¢ok
etkileyen ortam kosulu oldugu goriilmiistiir. Literatiirdeki diger ¢alismalar da bu gézlemi
desteklemektedir [1]. Bu gozle bakildiginda model sindirim sistemi kosullarinin LAB’lerin
agir metal biyosorpsiyonu i¢in zorlayici kosullara sahip oldugu anlasilmaktadir. Zira, toplam
4 saat 5 dakikalik temas stiresinin ilk 5 dakikadan sonraki 2 saati (mide) pH 2-3 araliginda,
son 2 saati de pH 6.7 — 7 kosullarinda ge¢mektedir. Bahsedilen her iki pH araligi da farkli
nedenlerle biyosorpsiyon i¢in ideal olmayan kosullardir. Cizelge 4.2’de in vitro kosullarda
belirlerdigimiz bazi suslarin ve kontrollerin (su, aktif karbon, siit) Pb ve Cd baglama

yiizdeleri verilmistir.
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Cizelge 4.2. Farkli LAB sus, sus kombinasyonlari, siit ve aktif karbon i¢in model sindirim
sisteminden elde edilen yiizde baglama degerleri (%)

Pb Cd
Canh Cansiz Canh Cansiz
Aktif Karbon (Kontrol) 57.93 28.32
Siit (Kontrol) 36.72 23.34
Su (Kontrol) 22.86 21.04
YC350 49.31 47,51 35.90 33.56
ABT2 66.02 51.53 45,51 39.79
Dophilus 64.04 51.49 38.79 37.13
YC350 + ABT2 51.32 50.10 39.62 38.51
YC350 + Doph 51.73 49.96 38.87 37.86
Yogurt 1 (YC350) 47.80 46.97 26.89 25.21
Yogurt 2 (YC350 + ABT2) 50.27 52.40 30.07 31.29

Daha once de belirttigimiz gibi, yiikksek pH degerlerinde agir metaller c¢okelti
olusturabilmektedir. Pb i¢in bu etki daha pH 5’ten itibaren kademeli olarak gozlenmektedir
[72]. Diisiik pH ise literatiirdeki bir¢ok ¢alismada oldugu gibi [95] bizim ¢alismamizda da
ortaya kondugu sekilde, biyosorpsiyon oranini diisiirmektedir. Buradan hareketle, bir miktar
agir metalin saliva ile temas ettigi kisa siirede baglandigi, diisiik pH 3’iin altindaki mide
stvist ortaminda baglanma ger¢eklesmedigi, mideden sonra pH’in arttigi kisimda ise

baglanmanin gergeklestigi diisiiniilmektedir.

Tiim bu kosullara ragmen, yliksek biyosorpsiyon performansi nedeniyle model sindirim
sistemi denemelerinde kullanmak {izere sectigimiz LAB suslar1 iyi bir biyosorpsiyon
performanst géstermis, beslenme yoluyla viicuda alinan agir metallerin  emilimini
azaltabilecekleri ispatlamistir. Diger caligmalarda kazeinin yiizeye agir metal baglama
kapasitesinin pH ile yakindan iliskili oldugu, kazeinin yiiksek pH degerlerinde agir metalleri
daha iyi bagladig1 belirlenmistir. Bu ¢alismalarda pH 3’iin altindaki pH degerlerinin metal
iyonu sorpsiyonunu Onledigi, bu kosullarda kazein ylizeyine baglanabilen metal iyonlarimin
Onemsiz sayilacak kadar diisiik miktarda oldugu gézlenmistir [96]. Ayni ¢calismada metal
iyonlarinin kazein tarafindan baglanmasinin tersinir olmayan ve endotermik bir 6zellikte
oldugu ortaya konmustur. Buradan hareketle, bir miktar agir metalin kazein basta olmak

lizere siit ve yogurt matriksindeki bilesenler tarafindan baglandig: diistiniilmektedir.

Bir miktar baglamanin da kontrol 6rneginde (yalnizca su igeren) tespit edilmesi, sindirim
sivilarinda  bulunan madde ve bilesenlerin de baglamaya katkida bulundugunu

diistindiirmektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Besin zincirinde ve gevrede yer alan Cd ve Pb kalintilart insan sagligi i¢in ciddi bir tehdit
arz etmektedir. Bir¢ok dogal kaynaktaki Cd ve Pb kalinti miktar1 diisiik olmasina ragmen,

uzun donemli maruz kalma, insan ve hayvan sagligini tehlikeye atmaktadir.

Diinyadaki bir¢ok gelismis ve gelismekte olan lilkede ¢evrede bulunan toksik agir metal
konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in ¢alismalar yiiriitiilmektedir. Devletler ve uluslararasi
kuruluglar tarafindan yapilan agir metal toksisitesini azaltma ¢aligmalar1 genellikle ¢evreye
bulasiyr 6nleme odaklidir. Bu calismalar agir metal bulasisinin seviyesini azaltmakta bir
dereceye kadar etkili olabilmekte ancak endiistriyel faaliyetler kagcinilmaz sekilde bir miktar
agir metalin ¢evreye yayilmasina yol agmaktadir. Buradan hareketle, insan ve hayvanlarin
agir metal toksisistesinden korunmasi i¢in agir metal bulasisinin 6nlenmesi haricinde baska

onlemlere de ihtiyag vardir.

Ornegin, yapilan bir arastirmada [97] endiistriyel faaliyetler nedeniyle kirlenen yemlerle
beslenen ineklerin siitlerindeki kursun konsantrasyonunun 0.20 pL/ml’ye kadar ¢ikabildigi

belirlenmistir.

Agir metalleri baglayabilen LAB’ler bu noktada devreye girmektedir. Bu tezde, diisiik
seviyelerde agir metal bulunan olan gidalarin yaninda, yogurt matriksi ile viicuda alinan
LAB’lerin biyosorpsiyon yoluyla agir metalleri baglayabilecegi ve toksik metallerin
sindirim sistemi tarafindan emilmeden digki yoluyla viicuttan uzaklasabilecegi hipotezi test
edilmistir. Ayn1 zamanda farkl1 LAB suslarinin biyosorpsiyon performansi da degisen ortam
kosullarinda incelenmis, biyosorpsiyon kapasitesi yiiksek LAB igeren bir iiriin iiretilebilmesi

i¢in veri toplanmistir.

Elde edilen veriler sayesinde biyosorpsiyon kapasitesi yiiksek LAB’leri igeren yogurtlarin
diizenli tiiketimi ile toplum saglig1 agir metal toksisitesinden korunacak, agir metal bulasisi
konusunda 6zellikle riskli meslek gruplarina alternatif bir biyo-tedavi yontemi ve dnlem

saglanabilecektir.

Yapilan tiim ¢alismalar neticesinde LAB hiicrelerinin yliksek miktarda Pb ve Cd metal
iyonlarin1 baglama kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Caligmada test ettigimiz tiim
bakteri suslari, suda bulunan diisiik konsantrasyonlardaki Cd ve Pb agir metallerini
biyosorpsiyon yoluyla baglamada etkili olmustur. Model sindirim sisteminde yapilan

calismalarda g6zlenen baglama yiizdeleri, sindirimdeki belli asamalarin pH degerlerinin
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biyosorpsiyon islemi i¢in ideal olmamasina ragmen, LAB’lerin agir metal toksisitesinden

kismende olsa koruyucu etki gosterdigini sdylemek i¢in yeterlidir.

Boyleyece LAB’nin hem in vivo hem in vitro sartlarda sivi ortamdan agir metal
uzaklastirmak amaciyla kullanilabileceg8i kaydedilmistir. Diger ¢alismalar da bu bulguyu
desteklemektedir [98]. Son doénemde yapilan bazi in vivo calismalarda, belirli LAB
suslarmin farelerde [27], [99] ve tavuklarda [100] kursun toksisitesini azalttigina iliskin

sonuglar ortaya konmustur.

Elde ettigimiz sonuglar ¢ercevesinde, biyosorpsiyon kapasitesi yiiksek LAB suslarinin, gida
ve igecekler yoluyla sindirim sistemine giren Pb ve Cd’nin emilmeden viicuttan

uzaklasmasina katkida bulundugu sdylenebilir.

Bizim ¢alismamizda LAB’lerin yalnizca agir metallere yonelik biyosorpsiyon kapasitesi test
edilmis olsa da, ayn1 bakteri grubunun aflatoksin gibi beslenme yoluyla viicuda alinabilen

bir diger 6nemli toksik madde grubunu da benzer sekilde bagladigi bilinmektedir [33], [101].

Yogurt tiikketiminin kiiltiirel olarak olduk¢a yiiksek oldugu iilkemizde, yaygin tiiketilen ve
uygun fiyatl bir gida iiriinii yoluyla halk sagliginin agir metal ve aflatoksin gibi maddelerin

toksik etkilerinden korunmak kismen de olsa mimkiindiir.

Gida endiistrisinde de giivenli ve kolay bir bicimde kullanilabilen ve saglik {izerinde daha
bircok olumlu etkilere sahip LAB’lerin daha yiiksek biyosorpsiyon kapasitesine sahip
suslariin gelistirilerek yogurt basta olmak iizere fermente gidalar yoluyla topluma
saglanmast Onemli bir toplum sagligi stratejisi olarak degerlendirilebilir. Yapilan
calismalarda, mikroorganizmalardaki agir metal baglamakta iliskili genlerin diger
mikroorganizmalara aktarilabilecegi ve biyosorpsiyon kapasitesinin gelistirilebilecegi

belirlenmistir [102].

Buradan hareketle, gelecekte, insan ve hayvan sagligini korumak amaciyla daha yiiksek agir
metal baglamasi potansiyeline sahip suslarin gelistirilmesini 6nermekteyiz. Bu noktada,
LAB’ler sindirim sisteminde midedeki diisik pH degeri ve sonrasinda safra tuzlar1 gibi
zorlayic1 kosullarla karsilastigindan, gelistirilecek veya segilecek suslarin asit ve safra gibi
sindirim sivilarina direng¢li olmasi 6nemli bir kosuldur. Literatiirde metallere direncli LAB
suslarinin izole edilmesi ve tanimlanmasi iizerine yapilmis bir ¢alisma bulunmaktadir [28].

Benzer bir ¢alisma yogurtta kullanilabilecek suslar icin de yapilabilir.

Farkli suslarin Cd — Pb baglanma onceligi deneylerinde, her iki metalin biyosorpsiyonun

ayr1 ayr belirlendigi deneylere kiyasla farkli sonuglar vermesi, suslarin hiicre duvarinda
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kendine 6zgili peptidoglikan tabakasina ve peptidoglikana kovalent bagli bilesenlere sahip

oldugunu, bunlarin da agir metal biyosorpsiyonunda énemli oldugunu gostermektedir.

Bazi1 calismalarda agir metal varliginin mikroorganizmalarin canlilii {izerine etkisi
incelenmis ve mikroorganizmalarin agir metal varligi nedeniyle inhibe olabildigi
gosterilmistir. Caligmamizin tamaminda hem canli hem de cansiz bakterilerin biyosorpsiyon
Ozelliklerini test ederek LAB’lerin agir metal biyorpsiyonunda canliligin 6nemli olup

olmasigi test edilmis olup, cansiz hiicrelerin de biyosorption yaptig1 tespit edilmistir.

Hesaplamalarimiz neticesinde, literatlirdeki bircok calismada ¢esitli agir metallerin
biyokiitleler tarafindan biyosorpsiyonunu modellemek i¢in kullanilan Langmuir izoterminin
verilerimiz i¢in de uygun bir model oldugu goriilmistir. Buradan hareket bizim
calismamizda da farkli suslarin biyosorpsiyon kapasitesilerinin karsilastirilabilmesi

amactyla faydali bir arag olarak kullanilmistir.

Ozetle, elde ettigimiz sonuglar gidalarda kullanmaya uygun LAB’lerin, dzellikle probiyotik
suglarinin, Cd ve Pb biyosorpsiyonunu hizli bir sekilde yapabildigini ve uygun bir
dekontaminasyon araci oldugunu géstermektedir. Calismamizdaki LAB suslarinin (6zellikle
biyosorpsiyon kapasitesinin yiiksek oldugu tespit edilenler) yogurt matriksinde kontamine
bir beslenmeye dahil edilmesi, toksik agir metallerin bir kismimin sindirim sisteminden

emilmeden gecmesini ve digskiyla viicuttan uzaklastirilmasini saglayacaktir.
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Esaslari'ni inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez calismamin herhangi
bir intihal icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

08/06/2018
Tarih ve Imza

AdiSoyadr: Baran OZKALP

Ogrenci No: N10329839

Anabilim Dali:  Gida Miihendisligi

Programi: Yiiksek Lisans

Statiisii: [X] Y.Lisans [] Doktora [] Biitiinlesik Dr.
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