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Oz

Pek cok endiistri sektoriinde siyaniir igeren teknolojik stirecler kullanilmaktadir ve bunun sonucu olarak ¢esitli endiistrilerin atig1 olarak
da gevrede siyaniir ve tiirevlerine rastlanilmaktadir. Diinyada tiretilen hidrojen siyaniir’iin %13’ sodyum siyaniir (NaCN) seklinde altin
ve giimiis madenciliginde kullanilirken %87’si diger endiistri kollarinda kullanilmaktadir. Metal temizleme, metal kaplama, metal
isleme, otomobil parcalar iretimi, ¢elik sertlestirme, altin ve giimiis madenciligi, fotografcilik, tarim ilaclar1 ve plastikler gibi gesitli
endiistriyel alanlarda siyaniir iceren atik sular olugmaktadir. Siyaniir, canlilar {izerinde oldukca toksik etkiye sahiptir. Bu bakimdan
siyanlir ve bilesiklerinin arittim1 ve siyaniir ile kirlenmis alanlarin iyilestirilmesi gereklidir. Siyaniir ve bilesiklerinin
aritimi/bozundurulmasi i¢in ¢esitli kimyasal ve biyolojik yontemler kullanilmaktadir. Ancak biyolojik bozunma ydntemleri, siireg
sonunda ortamda herhangi bir toksik madde kalmamasi ve ilave bir bozundurmaya gerek duyulmamasi agisindan avantajlidir. Bu
¢alismada, Pseudomonas putida bakterisi kullanilarak siyaniiriin bozundurulmasi aragtirilmistir. Bu kapsamda besiyeri ortaminin (Luria-
Bertani (LB) ve Nutrient Broth (NB)) ve siyaniir derisiminin (100400 mg/L) Pseudomonas putida bakterisinin siyaniir bozundurmasina
etkisi incelenmistir. Baslangi¢ siyaniir konsantrasyonunun artigiyla siyaniir giderim verimi azalmistir. En yiiksek siyaniir giderim
verimleri 100 mg/L baglangig siyaniir konsantrasyonunda olup, siyaniire adapte edilmis bakteriyi igeren 1,25 g/L LB besiyerinde %97,35
siyaniir giderimi saglanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Siyaniir, Biyolojik bozundurma, Bakteri, Pseudomonas putida.

Effect of Growth Medium on Biological Degradation of Cyanide by
Pseudomonas putida

Abstract

In many industrial sectors, technological processes involving cyanide are used. As a result, cyanide and its derivatives are encountered
in the environment as wastes of various industries. While 13% of the hydrogen cyanide produced in the world is used in gold and silver
mining in the form of sodium cyanide (NaCN), 87% is used in other industries. Wastewater containing cyanide occurs in a variety of
industrial sectors, including metal cleaning, metal plating, metalworking, automobile parts manufacturing, steel hardening, gold and
silver mining, photography, pesticides and plastics. Cyanide has a highly toxic effect on living organisms. In this regard, treatment of
cyanide and its compounds and remediation of cyanide-contaminated environments are necessary. Various chemical and biological
methods are used for the treatment/degradation of cyanide and its compounds. However, biological degradation methods are
advantageous in that they do not leave any toxic substances in the environment at the end of the process and do not require additional
degradation. In this study, the degradation of cyanide by Pseudomonas putida was investigated. In this context, the effects of the growth
medium (Luria-Bertani (LB) and Nutrient Broth (NB)) and cyanide concentration (100400 mg/L) on cyanide degradation by
Pseudomonas putida bacteria were studied. Cyanide degradation efficiency decreased with increasing initial cyanide concentration. The
highest cyanide removal efficiencies were obtained at an initial cyanide concentration of 100 mg/L. Under these conditions, 97.35% of
cyanide removal was achieved in 1.25 g/L LB growth medium containing Pseudomonas putida bacteria adapted to cyanide.
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1. Giris

Siyaniir, 1 C ve 1 N atomunun 3 bag yaparak olusturdugu
anyonik ozellikte ve alkali katyonlarla tuz meydana getiren ve
cesitli metal katyonlari ile kompleks iyonlar olusturabilen zehirli
bir kimyasaldir. Sodyum, potasyum ve kalsiyum ile olusturdugu
siyaniir tuzlar1 oldukg¢a zehirlidir ve suda kolayca ¢oziinebilir.
Asitlerin etkisiyle hidrojen siyaniir (HCN) gaz1 aciga cikarirlar.
Kadmiyum, bakir ve ¢inko ile olusturduklar1 zayif ya da orta
kuvvetli kompleksler zayif-asitte ayrigabilir siyaniir olarak
tanimlanir (Boikesss vd., 1986; Skoog vd., 1995).

Cevherlerden altin ve gilimiisiin kazaniminda uygulanacak
yontemin se¢imini; cevherin mineralojik yapisi, altin tanelerinin
boyutu ve gang mineralleri belirlemektedir. Serbest ve iri boyutta
altin iceren cevherlerden altin kazaniminda gravite yontemleri ile
yiiksek verimler elde edilebilmektedir. Ancak bu tiir cevherlerin
giderek azalmasi nedeniyle ince boyutta altin igeren cevherlerden
altin kazanimimda hidrometalurjik yontemlerin kullanilmasi
zorunlu hale gelmistir. Bu tiir cevherlerden altin ve giimiisiin
alkali siyaniir ¢ozeltilerinde ¢oziindiiriilerek kazanildig: siyaniir
ligi, uzun yillardan beri yaygin olarak uygulanan bir siirectir
(Marsden ve House, 2006).

Siyaniiriin ~ altin  Gretim tesislerinde  kullanilmasinin
olusturdugu olumsuzluklarin bir boliimii, tasinmasi sirasinda ya
da tesis i¢i kazalardan kaynaklanabilmektedir. Tesis i¢i kazalar ise
siyaniir igeren akigkanlarin islenmesi ya da isletme icinde
borularla iletilmesinde boru ya da baglantilarda ortaya g¢ikan
hasarlar ya da atik barajlarinda sizma, tasma ya da yikilma ile
siyaniiriin ve agir metal igeren piilpiin gevreye yayilmasindan
kaynaklanmaktadir. Boylece, isletmeye yakin alanlarda icme ve
sulama suyu kaynaklari olumsuz etkilenmektedir (Belay vd.,
2024). Siyaniir li¢i ile altin kazaniminda bir diger tehlikeli durum
da siire¢ sonunda olusan atik camur ve atik suda serbest siyaniiriin
hidrojenle birlesip HCN gaz1 olugturmasi, bunun da havada hizla
yayilmasiyla ortama dagilmasidir. Bu riskler nedeniyle siyaniir
tuzlarmin  ambalajlanmasi, tagmmmast ve depolanmasinda
uyulacak kurallara bir diizen getirilmesi i¢in diinyanin her yerinde
ulusal ve uluslararasi komisyonlar kurularak ¢aligsmalar
yapilmakta ve standartlar olugturulmaya c¢alisilmaktadir (Cabuk,
2005). Siyaniir, ABD Cevre Koruma Ajanst (EPA) tarafindan
bilinen en toksik maddelerden biri olarak tanimlanmistir (Chin ve
Calderon, 2000).

Atik suda eger siyaniir bilesikleri bulunuyorsa, atik su
cevreye desarj edilmeden dnce mutlaka siyaniir konsantrasyonu
<1 mg/L diizeyine getirilmelidir (Raybuck, 1992). Atik sulardaki
siyaniirii bozundurmak igin birgok farkli (dogal, kimyasal ve
biyolojik) yontem gelistirilmistir (Mudder vd., 2001a; Mudder
vd., 2001b; Alvillo-Rivera vd., 2021). Uygun yontemin se¢iminde
g0z Online alinmasi gereken en Onemli parametreler; atik suda
bulunan siyaniir bilesikleri ve derisimleri ile bunlar i¢in belirlenen
yasal sinirlamalardir (Priyadarshan, 2000).

Dogal bozundurma, ekonomik a¢idan az maliyetli bir yontem
olmasma karsin bozunma siirecinin ¢ok yavas olmast ve
mevsimsel farkliliklardan kolay etkilenmesi sebebiyle istenen
oranda bozundurma elde edilememektedir. Bu nedenle kimyasal
bozundurma yontemleri ile desteklenmektedir. Atik sulardan
siyaniir gideriminde c¢ogunlukla kimyasal aritim yontemleri
kullanilmaktadir. Ancak kimyasal aritim yontemlerinde yan iiriin
olarak toksik bilesikler olusabilmektedir. Ayrica kimyasal
yontemlerin yiiksek maliyetli olmasi da bir dezavantajdir.
Biyolojik bozundurma yontemleri ise hem siyaniiriin hem de
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kimyasal aritimla olusabilecek diger toksik yan diriinlerin
doniisiimii ve bozundurulmasinda alternatif potansiyel bir siirectir
(Cabuk, 2005; Raybuck, 1997; Knowles ve Bunch, 1986; Gurbuz
vd., 2009; Botz, 2001).

Siyaniir iceren maden atik sularinda biyolojik bozundurma
cesitli tepkimelerle gergeklesmektedir. Bu tip tepkimelerde, atik
suda bulunan eser metaller biyokiitle tarafindan sorbsiyon veya
¢oziinemeyen hidroksitler, karbonatlar ve siilfitler formunda
¢okeltilerek uzaklagtirtlirlar (Mudder vd., 2001a; Mudder vd.,
2001b; Mudder ve Whitlock, 1984; Mudder, 1998).
Mikroorganizmalar aerobik veya anaerobik sartlarda siyaniirii
bozundurabilirler =~ (Rangel-Gonzalez  vd., 2025). Bazi
mikroorganizmalar siyaniirii C ve N kaynag1 olarak kullanirlar.
Ayrica sahip olduklar1 metabolik enzimler siyaniirii metabolize
ederler ve boylece siyaniirii bozundururlar. Siyaniir, aerobik
biyolojik aritma proseslerinde Pseudomonas sp., Alcaligenes sp.,
Achromobacter sp. gibi mikroorganizmalar tarafindan siyanata
dontstiirilir (Esitlik 1).

CN-+ 1/20, — OCN- (1)

Zayif-asitte ayrigabilir siyaniir, biyokiitleye adsorpsiyonla
uzaklastirilabilir. Demir siyaniir gibi giiclii kompleks siyaniirler
biyolojik olarak aritilmaya uygun degildirler. Ancak ¢oktiirme ve
adsorpsiyon ile bir kismi uzaklastirilabilir (Mudder vd., 2001a;
Mudder vd., 2001b). Siyanat, biyolojik olarak amonyak ve
bikarbonata doniistiiriiliir (Esitlik 2).

OCN- + H* + 2H,0 —— HCO5 + NH,* )

Tiyosiyanat ise aerobik sartlarda amonyak, siilfat ve

bikarbonata doniisiir (Esitlik 3-5).
SCN- + 3H,0 + 20, — SO42 + NHs" + HCOs" + H"  (3)
NH4" + 3/20, — 2H" + H,0 + NOy @)
NO; + 1/20, — NOs (5)
Nitrifikasyon prosesinin tiim reaksiyon stokiyometrisi ise;
NH4" +20; — NO5 + 2H" + H,O (6)
seklindedir.

Biyolojik bozundurma; tasariminin basit ve daha az kontrol
gerektirmesi, diger aritim siireglerine gore reaktif maliyetlerinin
diisiik olmasi, genel olarak hemen hemen tiim siyaniir formlarim
gidermesi, agir metalleri adsorpsiyon ve ¢Oktiirme ile
uzaklastirmasi, stire¢ sonunda giderim degerlerinin alic1 ortama
desarj1 i¢in kabul edilebilir diizeyde olmas1 gibi avantajlari olan
bir prosestir. Bunlarin yam sira sicakliga bagli olmasi ve
siyaniiriin  geri kazanilamamas1 gibi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir (Mudder vd., 2001a; Mudder vd., 2001b).

Bu calismada, Pseudomonas putida ile siyaniir giderimine
farkli besiyeri ortamlarinin ve siyaniir etkileri arastirilmigtir.

2. Materyal ve Metot

2.1. Bakteri ve Gelisme Ortami

Bu calismada kullanilan Pseudomonas putida (DSM-291),
mikrobiyoloji  kiiltir ~ koleksiyonu = DSMZ  (Almanya
Mikroorganizmalar ve Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu)’den temin
edilmistir. Bakterinin gelistirilmesi i¢in Luria-Bertani (LB)
besiyeri ortami1 kullanilmistir. Hazirlanan LB s1v1 besiyeri, bakteri
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ekimi (asilamasi) yapilmadan 6nce otoklavda 121 °C sicaklik ve
1 atm. basingta 15 dk sterilize edilmistir. Daha sonra steril
sartlarda ekim yapilmis ve bakteri kiiltiiri g¢alkalamali
inkiibatorde 125 d/dk'da ve 30 °C’de 7 giin siireyle inkiibe
edilmistir. Ayrica ¢ogalma saglanan stok kiiltiirden, yeni
hazirlanan steril besiyeri ortamlarina ekimler yapilarak bakterinin
alt kiiltiirleri olusturulmustur.

2.2. Deneysel Calismalar

Siyaniir bozundurma deneyleri 250 ml'lik erlenmeyerlerde
150 ml ¢aligma hacminde yiriitiilmistiir. Deneysel ¢aligmalar,
daha baslangi¢ siyaniir derisimi olarak 100 ile 400 mg/L
araliginda sentetik siyaniir soliisyonu hazirlanarak yapilmistir.
Siyaniir soliisyonu hazirlamak icin analitik saflikta NaCN
(Merck) ve distile su kullanilmistir. Siyaniir konsantrasyonunun
ve bakterinin geligme ortamlarinin (LB ve NB besiyerleri)
Pseudomonas putida'nin siyaniir giderim performansina etkisi
incelenmistir. Deneysel c¢aligmalar boyunca hidrojen siyaniir
olusumunu en aza indirgemek i¢in ¢dzeltinin pH'l, 10 M NaOH
kullanilarak 10,5 ile 11 arasinda ayarlanmistir. Cozeltinin pH’1
Eutech marka pH 700 model pH metre ile belirlenmistir. Besiyeri
ve 100-400 mg/L araliginda siyaniir derisimlerini igeren ve %10
bakteri agilama yapilmis erlenmayerler, 30 °C ve 125 d/dk’ya
ayarlanmis ¢calkalamali inkiibatore yerlestirilmistir. Ayrica bakteri
icermeyen kontrol testleri de (100 ve 400 mg/L)
gerceklestirilmistir.

2.3. Analiz Yontemleri

Erlenmeyerlerden deneyler boyunca steril sartlarda belirli
stirelerde 4 ml numune alinmistir. Alinan numuneler Niive marka
NF800 model santrifiij cihazinda 5 dk boyunca 4.100 d/dk hizda
santrifiij edilmistir. Daha sonrasinda numunelerde pH Sl¢iimleri
ve WAD siyaniir analizleri gerceklestirilmistir. Her numune
aliminda ¢dzeltinin pH't, 10 M NaOH kullanilarak 10,5 ile 11
arasinda ayarlanmigtir.

Siyaniir analizi, pikrik asit 6l¢iim yontemi ile yapilmistir.
Serbest siyaniir ve zayif-asitte ayrisabilir siyaniir, pikrik asitle
reaksiyona girerek UV Spektrofotometre cihazinda 520 nm dalga
boyunda kolorimetrik olarak o6lgiilebilen turuncu bir renk
vermektedir. Coziinmiis alkali metal pikrat, siyanir ile izo-
purpurik asidin renkli tuzuna donistirilmekte ve bdylece
konsantrasyonu Ol¢iilebilmektedir. Tiim kolorimetrik
yontemlerde oldugu gibi, karsilagtirma amaciyla standartlar
hazirlanmis ve kalibrasyon egrileri (belirlilik katsayis1 R?=0,99)
olusturulmustur. Deney tiiplerine pikrik asit ¢ozeltisi ve santrifiij
edilmis numuneler alindiktan sonra 30 dk boyunca 1siticili
manyetik karigtiricida yaklagik 95 °C sicakliktaki su banyosunda
bekletilerek siyaniiriin pikrik asitle tepkimesi saglanmistir. Isitma
isleminden sonra deney tiipleri soguk su banyosunda bekletilerek
oda sicakligina kadar sogutulmustur. Numuneler UV
Spektrofotometre cihazinda Ol¢iim kiivetlerine konularak 520
nm’de absorbans degerleri belirlenmistir.

Protein tayininde en ¢ok kullanilan yontemlerden biri olan
Bradford yontemi kullanilmigtir. Bradford protein tayin yontemi,
Coomassie Brilliant Blue G-250 boya molekiiliiniin, protein
varliginda ve asidik ortamda, absorbans kaymasina dayanir. Bu
absorbans kaymasi daha kirmizi formdaki olan boyanin, protein
baglanmasiyla mavi hale doniisiine dayanir. Burada boya
oncelikle eslenmemis elektronlarini proteinin iyonlasabilen
gruplarina vererek proteinin hidrofobik bdlgelerini 6n plana
¢ikarir. Bu esnada proteinin hidrofobik bdlgeleri, van der Waals
kuvvetleriyle boyanin apolar ug¢larina baglanarak, olusan mavi
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kompleksi saglamlastirir. Artan protein miktartyla, olusan mavi
renk artar. Mavi renkli kompleksin maksimum dalgaboyu 595
nm’de elde edilir (Kaygusuz, 2011). Protein tayininde Coomassie
(Bradford) protein test kiti kullanilmistir (Thermo Fisher, 2021).

3. Arastirma Sonuclari ve Tartisma
3.1. Luria-Bertani (LB) Besiyeri Ortaminin Etkisi

Luria-Bertani (LB) besiyeri gelisme ortamimin bakterinin
siyaniir giderimine etkisini belirlemek igin yapilan g¢aligmalar
kapsaminda, 25 g/L. miktarinda LB besiyeri kullanilarak farkli
baslangi¢ siyaniir derisimlerinde (100400 mg/L) Pseudomonas
putida (DSM-291) kiiltiiriiniin siyaniir giderim sonuglart Sekil
1’de verilmistir. Bagslangi¢ siyaniir konsantrasyonu arttikca
siyanilir giderimi azalmigtir. Baslangi¢ siyaniir konsantrasyonu
100 mg/L ile yapilan deneyde en yiiksek siyaniir giderim verimi
(%) elde edilmis olup, bu deneyde 168 saat sonunda siyaniir
derisimi 22,7 mg/L olarak Ol¢iilmiistiir. Ayn1 sartlarda bakteri
icermeyen kontrol testinde ise 168 saat sonunda siyaniir derisimi
83,6 mg/L’dir. Bu testte baslangicta 100 mg/L siyaniir iceren
deneyde 168 saat sonunda dogal bozunma sonucu %16,4 siyaniir
bozunmas1 gergeklesirken, siyaniiriin biyolojik bozundurulmasi
ile %77,7 giderim saglanmistir. LB ortaminda baslangi¢ siyaniir
konsantrasyonunun en yiiksek oldugu 400 mg/L’de ise deney
sonunda siyaniir giderim verimi %56,9’dur (Sekil 1). Bu
bakimdan ortamda siyaniir konsantrasyonunun artigtyla siyaniir
gideriminin azalmasinin nedeni olarak, bakterinin gelisiminin
olumsuz etkilenmesi ve buna bagli olarak bakterinin siyaniir
bozundurma etkinliginin ve performansinin diismesinden
kaynaklandig1 diisliniilmektedir.
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~ 350 - Kontrol-400 mg /1
E 300 3
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Sekil 1. P. putida ile 25 g/L LB besiyeri ortaminda bozundurma
deneyleri boyunca siyaniir konsantrasyonunun degigimi

Literatiirde bakterinin gelismesi i¢in Onerilen miktar olan
litrede 25 g LB besiyeri ortami; 10 g/L tripton, 5 g/L maya 6zii ve
10 g/L NaCl igermektedir. Kiiltliir ortaminda bakteri igin tripton
azot ve amino asit kaynagi iken, maya 6zii ise hem azot hem de
karbon kaynag1 olarak yer almaktadir. Siyaniir igeren ortamda
bakterinin gelisimini desteklemek amaciyla ortama eklenen
LB’nin bakteriler tarafindan gelisimleri/liremeleri i¢in karbon ve
azot kaynagi olarak kullanilirken, ortamdaki siyaniirii ise karbon
ve azot kaynagi olarak bakterilerin yeterince kullanmadiklar
kanaatine varilmistir. Bu nedenle onerilen miktarin %20°si olarak
5 g/L LB igeren ortamda deneyler yapilmistir. 5 g/L LB igeren
ortamda farkli baslangi¢ siyaniir derisimlerinde (100400 g/L)
siyaniir giderim sonuglart Sekil 2’de verilmistir.
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Sekil 2. P. putida ile 5 g/L LB besiyeri ortaminda bozundurma
deneyleri boyunca siyaniir konsantrasyonunun degisimi

5 g/ miktarinda LB iceren ortamda 100 mg/L siyaniir
derisiminde 168 saat sonunda %86,4 bakteriyel siyaniir giderimi
saglanirken, abiyotik sartlarda ise siyaniir bozunmasi %14,5’tir. 5
g/L LB ortaminda bakteri igeren tiim deneylerde 25 g/L LB
ortamina gore daha yiiksek siyaniir giderimleri gerceklesmis ve
deney sonunda siyaniir giderimlerinde %8,26-9,72 araliginda artis
saglanmistir. Ayrica daha diisiik miktarda LB igeren besiyeri
ortaminda da siyaniir bozundurma deneyleri yapilmistir. Bu
deneyler 6ncesinde Pseudomonas putida kiiltiiriiniin 1,25 g/L. LB
besiyeri ve kademeli olarak 10 mg/L ve 20 mg/L siyaniir
derisimlerini igeren ortamlarda gelistirilmesi ile bakterinin
siyaniire adaptasyonu (uyum saglamasi) ¢alismalar1 yapilmustir.
Bakterinin adaptasyon c¢alismalari sonrasinda 1,25 g/ LB
besiyeri ortaminda 100-400 mg/L  baslangic  siyaniir
derigsimlerinde siyaniir giderim sonuglar1 Sekil 3°de verilmistir.
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—8—Kontrol-100 mg/1
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Sekil 3. P. putida ile 1,25 g/L LB besiyeri ortaminda bozundurma
deneyleri boyunca siyaniir konsantrasyonunun degisimi

Sekil 3'den de goriildiigii lizere, baslangi¢ siyaniir derisimi 100
mg/L'de bakteri kullanilarak yapilan siyaniir bozundurma
deneyinde 168. saat sonunda siyaniir konsantrasyonu 2,65
mg/L’ye diigerken, ayni sartlarda bakteri icermeyen deneyde ise
deney sonunda siyaniir derisimi 86,4 mg/L'dir. Bakterinin
siyaniire adaptasyonunun ve disiik miktarda (1,25 g/L) LB
gelisme  ortammin  kullanilmasinin ~ bakterinin  siyaniir
bozundurma etkinligini arttirdig1 belirlenmistir. Baglangig siyaniir
derigsimi 400 mg/L iceren deneyde %78,7 siyaniir giderimi elde
edilmistir. Ayn1 siyaniir konsantrasyonunda 25 g/LL LB ve 5 g/L
LB igeren ortamlarda siyaniir giderim verimleri sirastyla %56,9
ve %66,6'dir (Sekil 1-3).
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3.2. Nutrient Broth (NB) Besiyeri Ortaminin Etkisi

Nutrient Broth (NB) besiyeri; 1 g/L et 6zii, 2 g/L maya 0zii, 5
g/L pepton ve 5 g/L NaCl igermektedir ve deneylerde ilk olarak
bakterilerin gelisimi i¢in literatiirde onerilen miktar olan 13 g/L
NB kullanilmigtir. NB besiyeri ortaminda 100-400 mg/L
baslangi¢ siyaniir derigsimlerinde siyaniir giderim sonuglart Sekil
4’de verilmistir. LB gelisme ortaminda yapilan deneylerdekine
benzer sekilde siyaniir konsantrasyonu artisiyla siyaniir giderim
verimi azalmistir. Ornegin 100 mg/L siyaniir derisiminde deney
sonunda %69 siyaniir giderimi saglanirken, 400 mg/L siyaniir
derisiminde giderim %47,6'dir. Sekil 1 ve Sekil 4'den goriildiigi
iizere, LB gelisme ortamina kiyasla NB ortaminda deney boyunca
daha ytiksek siyaniir derisimleri dl¢tilmiis olup, bu bakimdan NB
ortaminda siyaniir giderimi verimleri daha diisliktiir. NB gelisme
ortaminin LB ortamma goére daha fazla bileseni igermesi,
bakterinin gelisimi/iiremesi i¢in gerekli besin ve vitaminleri bu
bilesenlerden yeterince saglamasi nedeniyle NB ortaminda
bakteri tarafindan siyaniir bozundurmasmin/yikimmin diisiik
oldugu kanaati olugmustur.
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Sekil 4. P. putida ile 13 g/L NB besiyeri ortaminda bozundurma
deneyleri boyunca siyaniir konsantrasyonunun degigimi

NB miktar1 %20 kullanilarak litrede 2,6 g NB besiyeri
ortaminda ayrica deneyler yiritilmistir. Bu deneysel
caligmalardan elde edilen siyaniir bozundurma sonuglar1 Sekil
5’te verilmigtir. Bu deneylerde 2,6 g/L NB besiyeri ortaminda tiim
siyaniir derisimleri i¢in 13 g/L NB ortamindakine gore daha
yiiksek siyaniir giderimleri elde edilmesine karsin, %20 LB ile
yapilan deneyler ile kiyaslandiginda ise siyaniir giderim verimleri
daha disiiktiir (Sekil 2 ve 5). 2,6 g/LL NB besiyeri ortaminda en
yliksek siyaniir giderim verimi %79,9 ile baslangi¢ siyaniir
derisimi 100 mg/L olan deneyde elde edilmistir. Ayni sartlarda
kontrol deneyinde ise siyaniir bozunmasi %12,8 olup, diger
besiyeri ile yapilan deneylerdekine goére siyaniirin dogal
bozunmasi daha diisiik gerceklesmistir.

LB ve NB gelisme ortamlarinda yapilan deneyler sonucunda
en yiiksek siyaniir giderimleri 100 mg/L siyaniir derisiminde
saglanmistir. Bu bakimdan 100 mg/L siyaniir derisiminde bakteri
kiiltiirtiniin farkli besin ortamlar1 ve miktarlarinda bozundurma
etkinligini kiyaslamak iizere Sekil 6'da siyaniir giderim verimleri
verilmistir.
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Sekil 5. P. putida ile 2,6 g/L NB besiyeri ortaminda bozundurma
deneyleri boyunca siyaniir konsantrasyonunun degisimi

100

90 -

80 -+

—
& 70 -
o
E 60
=
ERELE ——1LB
E —&— LB-%20
= 40 —+—LB-%35-Siyaniire adapte edilmis
1 —#—NB
2 30 —B— NB-%20
& ——8— Kontrol
w20 +
10
0 = T T T T T T T

0 24 48 72 96 120 144 168 192

Siire (saat)

Sekil 6. 100 mg/L baslangi¢ siyaniir konsantrasyonunda farkl
besiyeri ortamlar: ve miktarlarinda siyaniir giderim verimleri

Siyaniire adapte edilmis bakteri ile 1,25 g/L miktarinda (%5
oraninda) LB igeren ortamda siyaniir gideriminin diger deneylere
gore Ozellikle 6. saatten sonra oldukga etkin bir sekilde saglandigi
Sekil 6'dan goriilmektedir. Ancak bu deneyde 48. saatten sonra
siyaniir giderim hizi azalmistir. Ayrica 1,25 g/L LB iceren gelisme
ortami disindaki diger deneylerde birbirine yakin siyaniir giderim
verimleri elde edilmistir (Sekil 6).

LB ve NB gelisme ortamlarint iceren diger siyaniir
konsantrasyonlarinda da (200, 300, 400 mg/L) bakterinin siyaniir
bozundurma etkinligini kiyaslamak amaciyla siyaniir giderim
verimleri Sekil 7-9’da verilmistir. Bu deneylerde genel olarak LB
gelisme ortaminda daha yiiksek siyaniir giderimi saglanmistir.
Ayrica LB besiyeri ortaminin yani sira bakterinin siyaniire adapte
edilmesinin de siyaniiriin biyolojik bozundurulmasinda daha
etkili oldugu yiiksek siyaniir derisimi igeren deneylerde de
goriilmektedir. 200 mg/L baslangig¢ siyaniir konsantrasyonunda en
yiiksek siyaniir gideriminin saglandig siyaniire adapte bakterileri
iceren %S5 oraninda LB igeren ortamda ilk 24 saatte %65’e yakin
siyaniir giderimi elde edilirken, bakteri icermeyen kontrol
deneyinde ise bu siirede sadece %6,54 siyaniir bozunmasi s6z
konusudur (Sekil 7). Bu siireden sonra bakterinin siyaniir
bozundurma hizinda 6nemli bir azalma olmustur. Ornegin %5 LB
ortaminda 24 saat sonrasinda 144 saat stirede sadece %30 siyaniir
giderimi saglanabilmistir.
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Sekil 7. 200 mg/L baslangi¢ siyaniir konsantrasyonunda farkl
besiyeri ortamlar: ve miktarlarinda siyaniir giderim verimleri

Baslangi¢ siyaniir derisiminin 300 mg/L oldugu deneylerde
en yiiksek siyaniir bozundurma verimi 168 saat sonunda %385,7
olarak elde edilmigstir (Sekil 8). Siyaniire adapte bakterilerin
kullanildig1 %5 oraninda LB igeren ortamda diger deneylere gore
ozellikle 72. saatten sonra daha hizli siyaniir giderimi
saglanmistir. Bakterilerin daha diisiik siyaniir derisimlerine
adapte edilmesinden dolay1 ozellikle baslangic siyaniir
konsantrasyonu 300 mg/LL ve 400 mg/L olan deneylerde
Pseudomonas putida kiiltiirinin yiiksek konsantrasyonlardaki
siyaniirden olumsuz etkilendigi ve bu nedenle siyaniir
bozundurma etkinliklerinin diistiigii Sekil 8 ve Sekil 9’dan
goriilmektedir. 400 mg/L siyaniir konsantrasyonunda 168 saat
sonunda siyaniir giderimi %80’lerin altinda kalmistir. Akcil vd.
(2003) tarafindan yapilan bir ¢alismada, bakterinin gelisimi igin
%2 peynir alt1 suyu igeren ortamda 100 ile 400 mg/L araligindaki
siyaniir derisimlerinde Pseudomonas sp. kiiltiiriiniin siyaniir
giderimleri incelenmistir. Bu ¢alismada Pseudomonas sp.'nin 100
mg/L siyaniir derisimini 45 saat sonunda 1 mg/L'nin altina
distirerek siyaniirii etkin sekilde bozundurdugu bildirilmistir.
Ancak 400 mg/L siyaniir konsantrasyonun test edilen bakterilerin
gelisimini olumsuz etkiledigi ve yaklastk 50 saat sonra
bakterisidal etkiye sahip oldugu belirtilmistir (Akcil vd., 2003).
Bu ¢alismada da buna benzer sekilde 6zellikle 300 ve 400 mg/L
siyaniir konsantrasyonlarinin farkli gelisme ortamlarinda da (LB
ve NB) Pseudomonas putida’nin siyaniir bozundurma
performansinin olumsuz etkilendigi belirlenmisgtir.
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Sekil 8. 300 mg/L baslangi¢ siyaniir konsantrasyonunda farkl
besiyeri ortamlarr ve miktarlarinda siyaniir giderim verimleri
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Sekil 9. 400 mg/L baslangi¢ siyaniir konsantrasyonunda farkl
besiyeri ortamlart ve miktarlarinda siyaniir giderim verimleri

Siyaniiriin biyolojik bozundurulmasinda Trametes versicolor
(ATCC 2000801) fungusu kullanilarak yapilan bir ¢aligmada, 100
mg/L baslangi¢ siyaniir derigsiminde 42 saat sonunda yaklasik
%73 siyaniir giderimi saglandigt belirtilmistir (Cabuk, 2005).
Cesitli mikro algler tarafindan siyaniirin bozunmasinin
incelendigi baska bir ¢calismada 25 saat boyunca 50 ve 100 mg/L
serbest siyaniiriin biyodetoksifikasyonu gozlenmistir. S. obliquus
siyaniirii %99 oraninda bozundururken, Chlorella sp. ayni zaman
diliminde siyaniiriin sadece %86'sin1 detoksifiye edebildigi
bildirilmistir (Gurbuz vd., 2002; Gurbuz vd., 2004). Literatiirde
siyaniir bozunma hizinin Pseudomonas sp. tiirii bakterinin kiiltiir
kosullarina ve ortam sicakligina bagli oldugu belirtilmistir (Akcil
vd., 2003). Adams vd. (2001) tarafindan yapilan bir ¢alismada
dort Pseudomonas sp. bakteri kiiltiiri ayni kosullar altinda
biiyiitiilmii, ancak bu bakteriler 6nemli dlgiide farkli siyaniir
bozundurma hizlar1 sergilemiglerdir ve siyaniir bozundurma
hizlart 1.5-5 mg/L/mg protein/dk arasinda degismistir. Siyaniire
adapte edilmis bakterileri iceren 1,25 g/L LB ortaminda ve 2,6 g/L
NB ortaminda yapilan deneyler sonunda Sl¢iilen protein degerleri
Sekil 10’da gosterilmistir.
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Sekil 10. Siyaniire adapte edilmis bakterileri iceren 1,25 g/L LB
ortaminda ve 2,6 g/L NB ortaminda yapilan deneylerde protein
miktarlarinmin degisimi

Siyaniir konsantrasyonun artisiyla her iki gelisme ortaminda
da protein miktarlarinin azaldig1 belirlenmistir (Sekil 10). LB
ortaminda 100 mg/L siyaniir konsantrasyonunda yapilan deneyde
183,7 mg/L protein Olgiiliirken, ayn1 ortamda baglangic siyaniir
konsantrasyonu 400 mg/L’da protein degeri 87,4 mg/L’ye
diismiistiir. Bu azalma siyaniir artistyla bakterinin gelisiminin ve
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ayrica enzim {iretiminin azaldigin1 gostermektedir. 1,25 g/L LB
ortaminda ve 2,6 g/L NB ortaminda yapilan deneylerde ortamda
protein olusma hiz1 0,31 — 1,09 mg/L/saat araliginda degismistir
(Sekil 10). Ayn1 deneylerde siyaniir giderim hizlar1 ise 0,48 — 1,87
mg/L/saat aralifinda degistigi gozlenmistir (Sekil 3 ve 5).
Aerococcus viridans bakterisi kullanilarak farkli karbon ve azot
kaynaklar1 (soya unu, misir unu, glikoz, gliserol, pepton vb.)
iceren besiyeri ortamlarinda yapilan deneylerde 200 mg/L
baslangic siyaniir konsantrasyonda 72 saat sonunda %384,1 ve 150
mg/L baslangi¢ siyaniir konsantrasyonunda 56 saat sonunda
%86,7 siyaniir giderimi saglanmistir. Gelisme ortamindaki azot
ve karbon kaynagmin A. viridans’in siyaniir gideriminde 6nemli
bir etkisinin oldugu gosterilmistir (Jiang vd., 2022).

4. Sonug¢

Bu ¢aligmada, baslangig siyaniir konsantrasyonun ve besiyeri
ortaminin Pseudomonas putida bakterisinin siyaniir bozundurma
performansina etkileri belirlenmistir.

Farkli besiyeri ortamlarinin (LB ve NB) etkisinin incelendigi
deneysel calismalarda, baslangic siyaniir konsantrasyonu olarak
100 mg/L ile 400 mg/L araliginda c¢alisilmigtir. Tiim deneylerde
baslangig siyaniir konsantrasyonu artisiyla siyaniir giderim verimi
azalmistir. LB besiyeri ortaminin kullanildigt deneylerde NB
besiyeri ortamma gore daha yiiksek siyaniir giderimi
gergeklesmistir. NB besiyeri ortaminin LB ortamina gore daha
fazla bileseni icermesi, bakterinin gelisimi/liremesi i¢in gerekli
besin ve vitaminleri bu bilesenlerden yeterince saglamasi
nedeniyle NB besiyeri ortaminda bakteri tarafindan siyaniir
bozundurmasinin diisiik oldugu sonucuna varilmistir.

Siyaniire adapte edilmis Pseudomonas putida kiiltiiri ile %5
oraninda LB iceren ortamda diger deneylere gore ozellikle 6.
saatten sonra daha etkin bir siyaniir giderimi saglanmigtir. En
yiiksek siyaniir giderim verimi; 168 saat sonunda %97,35 ile
siyaniire adapte edilmis bakteriyi igeren 1,25 g/L LB gelisme
ortaminda elde edilmistir. Her iki gelisme ortaminda besiyeri
miktarinin azalmasmin bakterinin siyaniir bozundurmasinda
olumlu etki yaptigi gozlenmistir. Siyaniir konsantrasyonun
artistyla her iki besiyeri ortaminda da protein miktarlarinin
azaldigi belirlenmistir.

Siyaniir ve bilesiklerinin biyolojik olarak bozundurulmas,
ekonomik agidan ilk yatirim ve isletme maliyetleri diigiik olan bir
stirectir. Yapilan c¢alismalarn azligr ve literatiir eksikligi bu
yontemin onemini ve uygulamasint yeterince
desteklememektedir. Cevre ile  etkilesimi  agisindan
diisiiniildiigiinde ise biyolojik bozundurma yontemi toksik etkiyi
minimum diizeye indirmektedir. Siyaniir ve bilesiklerini
bozundurmak i¢in g¢esitli kimyasal yontemler kullanilabilir.
Ancak bu yontemlerin bircogu yiiksek ilk yatirnm ve isletme
maliyetine ve ayrica karmasik yapiya sahiptir. Biyolojik
bozundurma, kimyasal ve dogal bozundurmaya alternatif bir
stiregtir. Biyolojik siyaniir giderim stiregleri diisiik maliyetli
olmasimin yani sira ayrica kimyasal yontemler kadar da etkili
olabilmektedir. Kimyasal bozundurmanin ¢evreye olan toksik
etkisi ve yiiksek maliyeti, dogal bozundurmanin ise diisiik
reaksiyon hizi gibi dezavantajlar1 diisiiniildiigiinde biyolojik
bozundurmanin iyi bir tercih/alternatif olacagi disiiniilmektedir.

5. TesekKkiir

Bu calismayr 5088-YL1-17 no’lu proje ile destekleyen
Siileyman Demirel Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
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