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Saccharomyces cerevisiae Hucreleri ile
Agir Metal Giderimi ve Metal Toleranst’
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Ozet

Bu calismada, endustriyel olarak alkol uretiminde aktif olarak kullanilan
Saccharomyces cerevisiae hucrelerinin  Cu(ll) iyonu giderim yetenekleri ve
besiyerindeki Cu(ll) direnglilikleri arastinimistir. pH, baslangic Cu(ll) iyon
konsantrasyonu, ve suUre gibi biyosorpsiyon parametreleri igin optimizasyon
calismalari yapilmistir. En yuksek Cu(ll) biyosorpsiyon kapasitesine (58.8 mg/g) pH
5.0 degerinde, 5 dakika gibi kisa bir strede ve 200 mg/l baslangic Cu(ll) iyon
konsantrasyon degerinde ulasiimigtir. Ayrica hem kati hem de sivi besiyerinde
Saccharomyces cerevisiae hicrelerinin Cu(ll) iyonlarina karsi toleransi incelenerek
biyosorpsiyon 6zelligi ile iligkilendiriimeye ¢alisiimistir.

Anahtar kelimeler: Biyosorpsiyon, metal direngliligi, Saccharomyces cerevisiae

Girig

Geligmis ve gelismekte olan ulkelerde agir metaller ve turevlerinin gevrede yaygin
olarak bulunmasi endustriyel faaliyetlerin dogal bir sonucudur. Ancak agir metallerin
canli tarafindan fark edilmeden dokularda biriktirilebilmesi ve metabolizmada bu agir
metallerin neden olabilecegi toksik etkiler tartisiimaz bir gercektir. Bu durum g¢evre ve
insan saghgini olumsuz yonde etkilemektedir.

Agir metallerin gerek endustriyel atik sulardan ve gerekse agir metal ile
kirlenmig/kirletiimis cevresel su kaynaklarindan uzaklastiriimasinda cgesitli kimyasal
ve fiziksel surecler kullaniimaktadir. Ancak bu yontemlerin ekonomik olmayiglari ve
elde edilen aritim duzeyinin yeterli olmamasi nedeniyle bu alanda 6nemli bir
potansiyele sahip mikroorganizmalarin etkin bir sekilde kullanildigi ve tercih edildigi
go6rulmektedir (1-4). Bu amagla c¢esitli bakterilerin, funguslarin ve alglerin kullanildigi
bilinmektedir (5-12). Bu mikroorganizmalarin sahip olduklari biyomolekuller gerek
canli ve gerekse 0lu biyokutlelerin yuksek bir metal ilgisine sahip olmasini
saglamakta ve dolayisiyla ¢ok yuksek bir biyosorpsiyon kapasitesi sunmaktadirlar.

' Bu calisma, XIV. Ulusal Biyoteknoloji Kongresi, (31-08/02-09/ 2005, Eskisehir) Cevre
Biyoteknolojisi dalinda poster olarak sergilenmis ve Ggunculuk odulune layik goralmustur.

2 Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Béliimii, Eskisehir. Yazismalardan
sorumlu yazarin E-posta adresi: acabuk@ogu.edu.tr

® Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Kimya Béliimii, Eskisehir.

* Osmangazi Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Bélimii, Eskisehir.

® Osmangazi Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoloji Anabilim Dali, Eskisehir.




Agir metal gideriminde kullanilacak olan mikroorganizmanin iyi bir biyosorbent
olmasinin yani sira ekonomik olarak uUretilebilmesi de 6nemlidir. Pek ¢cok endustriyel
alanda yaygin olarak kullanilan mayalar ekonomik olarak uretilebilmeleri, kolay elde
edilebilir olmalari, cevresel degisimlere karsi hassas olmamalari gibi nedenlerle agir
metal giderim amaciyla kullanilabilecek dnemli bir kaynaktir (13-14). Biyokutlelerin
sahip olduklari biyosorpsiyon yetenekleri ile metal iyonlarina kargi gosterdikleri direng
arasinda bir korelasyon olup olmadidi yonunde literatirde farkh yaklasimlar vardir
(15-19).

Bu calismada, endustride aktif olarak alkol Uretiminde kullanilan Saccharomyces
cerevisiae hucrelerinin Cu(ll) iyonu giderim yetenekleri arastiriimistir. pH, baslangic
Cu(ll) iyon konsantrasyonu, ve sure gibi biyosorpsiyon parametreleri igin
optimizasyon c¢aligsmalari yapilmigtir. Ayrica hem kati kem de sivi besiyerinde
Saccharomyces cerevisiae hucrelerinin Cu(ll) iyonlarina karsi toleransi incelenerek
biyosorpsiyon 6zelligi ile iligkilendiriimeye calisiimistir.

Materyal ve Yontem

Biyokiitle Uretimi

Bu calismada kullanilan mikroorganizma Eskisehir Seker Fabrikasi Alkol Unitesinde
aktif olarak alkol Uretiminde kullaniimaktadir ve ilgili kurulustan temin edilmistir.
Calisma suresince Saccharomyces cerevisiae kulturleri malt extract agar (Merck)
(MEA) ortaminda +4°C’de saklandi. Stok kultirden, agi dretimi icin 10 ml malt extract
broht (Merck) (MEB) igceren tuplere ekim yapilarak 30°C'de 24 saat inkibasyona
birakildi. Inkibasyon sonunda elde edilen asilama kulturleri ile 100 ml MEB iceren
erlenlere asilama yapildi ve calkalamal etivde 30°C’de 48 saat inkibasyona
birakildi. 48 saat sonunda 4500 rpm’de 5 dakika santrifij edilerek biyokultle elde
edildi. Yag biyokutler 80°C’de 24 saat etuvde bekletilerek kurutuldu. Elde edilen
biyokUtle, 6guttlerek 200 um aralikh eleklerden gecirildi ve ¢alisma yapilana kadar
+4°C’de buzdolabinda saklandi.

Metal Cozeltilerinin Hazirlanmasi

CuzS04.5H,0 (Merck) kullanilarak 1g Cu(ll) igin gerekli olan miktar orantiyla
hesaplanarak tartildi ve 1 I'ye distile suyla tamamlanarak 1g/I'lik stok Cu(ll) ¢cozeltisi
hazirlandi. Denemeler sirasinda bu stok ¢ozeltiden distile su ile seyreltme yapilarak
gerekli konsantrasyonlarda ki ¢ozeltiler hazirlandi. Gerekli pH degerini ayarlamak igin
1 N HyxSO4s ve 1 N NaOH kullanildi. Hazirlanan Cu(ll) cozeltilerinin  atomik
absorbsiyon cihazinda dlgumleri yapilarak konsantrasyonlari kontrol edildi.

Metal Analizleri

Calismada yapilan butin metal analizleri atomik absorbsiyon spektrofotometresinde
(Hitachi 180-70 Japan) hava-asetilen alevinde gerceklestirilmigtir.



Optimizasyon Calismalari

Saccharomyces cerevisiae hucreleri ile en uygun Cu(ll) iyonu giderim kosullarinin
belirlenmesi amaciyla, pH, baslangi¢ Cu(ll) iyon konsantrasyonu, biyokutle miktari ve
sure gibi biyosorpsiyon parametreleri incelenmigtir. pH c¢alismasi icin 1.0-6.0
arahiginda, baslangig Cu(ll) iyon konsantrasyonu igin 25-250 mg/| araliginda ve 0-180
dakika sure ile dedisen araliklarda o6rnekler alinarak Cu(ll) élgimleri yapilmigtir.
Batun galigmalar 250 ml'lik erlenlerde 50 ml ¢alisma hacminde gergeklestirilmistir.

Biyosorpsiyon kapasite degerini belirlemek igin agagidaki formulden yararlaniimistir.
Q = [(Co-Ci). V)M,

burada; Q, gram biyokutle bagina biyosorbe edilen mg metal miktar1 (g/mg); C,,
baslangi¢c Cu(ll) iyon konsantrasyonu (mg/l); C;, biyosorpsiyon ¢alismasindan sonra
cozeltide kalan Cu(ll) iyon konsantrasyonu (mg/l); V, calisma hacmi (l); My, ilave
edilen biyokutle miktarini (g) ifade etmektedir.

Sivi ve Kati Besiyerinde Cu(ll) Toleransinin Belirlenmesi

Saccharomyces cerevisiae hucrelerinin - sivi  besiyerinde Cu(ll) toleransinin
belirlenmesi amaciyla MEB ortamina 25-5000 mg/l araliginda degisen farkli
konsantrasyonlarda Cu(ll) ilave edilerek ¢alisildi. Kati besiyerinde Cu(ll) toleransinin
belirlenmesi amaciyla MEA besiyerine Saccharomyces cerevisiae agilanmasini
takiben yine 25-5000 mg/l arahdinda degisen farkli konsantrasyonlarda Cu(ll)
emdirilmig diskler vyerlestirildi. Kati besiyerinde toleransin belirlenmesinde zon
olusup-olusmamasi ve olusan zonlarin 6lgimu, sivi besiyerinde ise kuru agirlik
miktar dikkate alinarak degerlendirilme yapildi.

Tartisma ve Sonug

Bu calismada endustriyel olarak alkol Uretiminde etkin olarak kullanilan ve bu
nedenle ekonomik olarak Uretimi yapilabilen Saccharomyces cerevisiae hucreleri
biyosorbent olarak kullanilarak sulu ¢o6zeltilerden Cu(ll) giderim kosullarinin
optimizasyonu gergeklestiriimistir. Ayrica kati ve sivi besiyerinde Cu(ll) toleransi
calismalari da yapilarak biyosorpsiyon yeteneginin tolerans ile iligkili olup olmadigi
arastinimistir.

Metal-mikroorganizma etkilesimlerinde ortamin pH degeri, metalin formunu ve
hicrede bulunan, metal ilgisine sahip olan fonksiyonel gruplari dnemli derecede
etkilemesi nedeniyle biyosorpsiyon sureglerinde onemli bir parametredir (2). Dusuk
pH degerine sahip ¢ozeltilerde ortamda bulunan ylksek orandaki protonlar ile metal
iyonlari biyosorbent Uzerindeki etkin gruplara baglanmak i¢in yarigmakta ve bu da
hicre-metal arasindaki etkilesim potansiyelini azaltmaktadir. Ancak ¢ézeltinin pH
degeri arttikga protonlarin azalmasi ile metal iyonlari biyosorbent Uzerindeki etkin
gruplara daha fazla baglanabileceklerdir. Bu durum pH 5.0 degerine kadar pH artik¢ca
biyosorpsiyon kapasitesinin de artmasini agiklamaktadir. Bu ¢alismada optimum pH
degeri 5.0 olarak belirlenmigtir (Sekil 1).
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Sekil 1. S. cerevisiae hucreleriile Cu(ll)  artmakta ve dolayisiyla Cu(ll) iyonlari
biyosorpsiyonu uzerine pH degerinin cOkmektedir.

etkisi.

Bu durumu ortamdaki Cu(ll) iyonlarinin Saccharomyces cerevisiae hucreleri ile
uzaklastiriimasina neden olan mekanizma ile iliskilendirmek olanaksizdir.

S. cervisiae hicreleri ile Cu(ll) biyosorpsiyonuna surenin etkisini belilemek amaciyla
yapilan g¢alisma toplam 180 dakika surdurtlmastir. Calismanin baslamasini takiben
ilk 60 dakikada daha sik araliklarla érnekler alinmis ve daha sonra drnekleme zaman
araliklari artirilmistir.
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Sekil 2. S. cerevisiae hucreleri ile Cu(ll)  edilebilirligini destekleyici bir sonugtur.
biyosorpsiyonun zamanla degisimi
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Belirlenen optimum pH ve temas sureleri sabit tutularak baslangi¢ Cu(ll) iyon
konsantrasyonunun S. cerevisiae hucreleri ile Cu(ll) iyonunun biyosorpsiyonu Uzerine
etkisi arastinldi. Bu amagla baslangic Cu(ll) iyon konsantrasyonu 25-250 mg/l
araliginda giderek artan konsantrasyonlarda degistirilerek c¢alisildi. Sekil 3'te
goéruldigu gibi gram biyokitle basina biyosorbe edilen mg Cu(ll) iyon miktari
baslangic Cu (llI) konsantrasyonu artikga artis gostermektedir. Ancak bu durum
baslangi¢ Cu(ll) iyon konsantrasyonu 150 mg/I'ye ulasincaya kadar gecerlidir.



Bu degerden sonra biyosorpsiyon
kapasitesinde 6nemli bir artisin
. gozlenmemesi nedeniyle bir doygunluga
30 ulasildigini séyleyebiliriz. En ylksek
40 | . biyosorpsiyon kapasite degerine 58.8
30 | mg/g degeri ile 200 mg/l baslangi¢ Cu(ll)
. iyon konsantrasyonunda ulagiimistir.
i Literaturde farkh biyokutleler kullanilarak
Cu(ll) iyonlarinin giderimi igin yapilan
0 ‘ ‘ calismalar incelendiginde elde edilen
0 100 200 300 biyosorpsiyon kapasite degerinin digerleri
Cu (II) konsantrasyonu (mg/l) ile kiyaslanabilir oldugu dusunulmektedir.
. o . - Chang vd., Pseudomonas aeruginosa
$.ek|I 3. S.. cerevisiae hucreleri I|§ Cu(ll)  pu21 biyokitlesi ile yapmis olduklari bir
biyosorpsiyona baglangi¢ Cu(ll) iyon calismada g biyokutle basina 23 mg Cu(ll)
konsantrasyonunun etkisi iyonu biyosorbe edebildiklerini
bildirmislerdir (20).

70
60 | .

Q (mg/g)

20
10 4

Aspergillus niger biyokutlesi ile yapilan bir calismada elde edilen biyosorpsiyon
kapasite degeri 3.07 mg/g olarak bildiriimistir (6).

Cladosporium resinae’den elde edilen melaninle yapilan bir ¢alismada 25.4 mg/g
biyosorpsiyon kapasitesi elde edildigi bildirilmigtir (21). Jianlong, 2002 yilinda
Saccharomyces cerevisiae hucrelerini ve bu hucreleri kimyasal olarak modifiye
ederek elde ettigi biyokutleri Cu(ll) biyosorpsiyonu amaciyla kullanmigtir. Bu
calismada modifiye edilmemis S. cerevisiae biyokutlesi ile 6 mg/g civarinda
biyosorpsiyon kapasite degeri bildirmistir (14). Gupta vd., Spyrogyra sp. ile yapmis
olduklari bir galismada Cu(ll) iyonu igin biyosorpsiyon kapasitesini 133.3 mg/g olarak
elde ettiklerini bildirmislerdir (15).

Optimizasyon galismalari sonucunda elde edilen verilere gére pH 5.0 degerinde, 200
mg/l baslangig Cu(ll) iyon konsantrasyonunda ve 5 dakika gibi kisa bir surede en
yuksek biyosorpsiyon kapasite degerine ulasiimaktadir. Belirlenen optimum
kosullarda ulasilan 58.8 mg/g’lik en yuksek biyosorpsiyon kapasitesi degerinin
literatlr ile kiyaslanabilir oldugu dusunutlmektedir.

Literatlrde biyokutlelerin sahip olduklari biyosorpsiyon 6zelliklerinin metal toleransi
ile iligkilendiriimesi konusunda farkli gorugler bulunmaktadir (15-19). S. cerevisiae’'nin
kati ortamda daha ylksek konsantrasyonlardaki Cu(ll) iyonlarini tolere edebildigi
gorulurken; sivi ortamda bu toleransin daha dusik konsantrasyonlarda oldugu
gorulmustar. Cesitli arastirmacilar tarafindan benzer sonuglar rapor edilmigstir (4,16-
18). Sivi ortamda Cu(ll) iyonu igermeyen kontrol gruplarina gére yapilan kiyaslama
sonucunda 250 mg/l konsantrasyondan sonra Uremenin sinirlandigi géralmustar. Sivi
ortamda tolerans kuru agirliklar Uzerinden kiyaslandi. Malt extarct broth icerisine
ilave edilen Cu(ll) iyon konsantrasyonu 250 mg/I’ ye kadar artikga ortamda gelisen S.
cerevisiae hucrelerinin Cu(ll) iyon konsantrasyonundan etkilenmedikleri gorulda.
Gerek kontrol (Cu (Il) iyonu icemeyen malt ekstarkt broth) ve gerekse 250 mg/l'ye
kadar Cu (ll) igceren ortamlarda elde edilen kuru agirik degerleri neredeyse
birbirlerine esitti (yaklasik 0.002 g). Sivi ortamda Cu(ll) iyon konsantrasyonu 1000
mg/I'nin Uzerine ¢iktiginda Gremenin tamamen inhibe oldugu goruldu.



Kati ortamda ise ortamdaki Cu(ll) iyon konsantrasyonun 2000 mg/l ye kadar S.
cerevisiae hucrelerinin gelisimini etkilemedigi goruldu (Sekil 4). Elde edilen veriler
Rho ve Kim 2002, de Streptomyces sp. hlcreleri ile elde edilen verilerle uygunluk
gostermektedir (16).
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Sekil 4. Malt ekstrakt agar ortaminda gelisen S. cerevisiae hucrelerinin Cu(ll)
toleranslari

Bu sonuglardan yola gikarak diyebiliriz ki; Saccharomyces cerevisiae hicreleri icgin
Cu(ll) iyonlarinin denenen konsantrasyon araliklarinda tolerans ile biyosorpsiyon
arasinda bir iligski bulunamamistir. Olusan biyosorpsiyon S. cerevisiae biyokutlesi ile
Cu(ll) iyonlarinin fiziksel ve/veya kimyasal baglanma etkilesimleri ile iligkili oldugu
dusunulmektedir.
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