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OZET

SERBEST VE iIMMOBILIZE BEYAZ CURUKCUL FUNGUSLAR iLE
FLUOREN’IN BIYODEGRADASYONU

Akdogan Ardag, Hatice
Doktora Tezi, Kimya ABD
Tez Yéneticisi: Dog. Dr. Nurdan PAZARLIOGLU
Agustos 2010, 117 Sayfa

Bu calismada, beyaz ¢iirtik¢iil funguslardan, Trametes versicolor, Trametes trogii,
Pleurotus ostreatus(1), Pleurotus ostreatus (2), Ganoderma carnasum’un glukoz igeren
calkalamali ortamlarda, fluoreni yikabilme yetenekleri arastirildi. Kiiltlir ortamindaki
fluoren konsantrasyonu degisimi HPLC ile izlendi. Yikimi en iyi gerceklestiren
organizmanin Pleurotus ostreatus (2) oldugu saptandi. Daha sonra biyodegradasyon
sartlar1 optimize edildi. Pleurotus ostreatus (2) farkl tastyicilar iizerine (politiren foam,
Amberlite XAD-7, Amberlite XAD-2000, ponza, kum) immobilize edilerek, fluoren
degradasyonu i¢in en 1yi tasiyici se¢ildi ve immobilizasyon sartlar1 optimize edildi.

Fluoren, immobilize Pleurotus ostreatus (2) tarafindan kesikli calkalamali reaktorde
yikima ugratildi. Maksimum fluoren degradasyon seviyesi 89,16% olarak belirlendi.
Fluorenin dolgu yatak reaktoriindeki kesikli yikimi ¢alisildi. Maksimum fluoren yikim
seviyesi 82,46 % olarak tespit edildi. Hazirlanan kesikli dolgu yatak reaktdriinde iki
farkli sentetik atik su kullanilarak fluoren degradasyonu calisildi. Bu caligmalar
srrasinda, tim Orneklerde Lakkaz ve MnP enzim aktiviteleri izlendi.
Biyodegradasyonun sonuncu giiniindeki tiim 6rnekler GC-MS ve FT-IR’de analiz
edildi, herhangi bir yikim iirliniine rastlanmadi. Sonu¢ olarak immobilize Pleurotus
ostreatus (2) ile fluoren basarili bir sekilde biyolojik giderime ugratilabildi.

Anahtar Kelimeler: Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAHs), Fluoren,
Biyodegradasyon, Beyaz Ciiriik¢iil Fungus, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus,

Ganoderma  carnosum  ve  Trametes  trogii, Yuksek performanshh  sivi
kromatografisitHPLC)
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SUMMARY

BIODEGRADATION OF FLUORENE BY FREE AND IMMOBILIZE
WHITE ROT FUNGI

Akdogan Ardag, Hatice
PhD. Thesis in Chemistry
Supervisor: Dog. Dr. Nurdan PAZARLIOGLU
August 2010, 117 Pages

In this present work; sub-tropical white rot fungi, Trametes versicolor, Trametes
trogii, Pleurotus ostreatus (1), Pleurotus ostreatus (2), Ganoderma carnasum were
investigated for theirs ability to degrade fluorene in the mediums containing glucose in
batch systems and determined very good degrader (Pleurotus ostreatus (2)).
Biodegradation conditions were optimized. The fungus Pleurotus ostreatus (2) was
immobilized in several carrier matrices: polystyrene foam, Amberlite XAD-7,
Amberlite XAD-2000, pumice particles, sand and then selected matrice was used as a
biosorbent for degradating fluorene. And, immobilization conditions were optimized.

Fluorene was degraded by immobilized Pleurotus ostreatus (2) in Stirred batch
and Packed bed bioreactor. The maximum fluorene degradation level was 89.16%.
Degradation of fluorene in a packed bed bioreactor was also studied in a recycled batch
system. Eventually, the maximum fluorene degradation level was 82.46%. Then still in
this system, two different synthetically concocted waste waters containing fluorene
were also used. Laccase and MnP enzyme activities were measured in this study for all
samples. Metabolites were analysed GC-MS and FT-IR at the end of the
biodegradation. It was concluded that immobilized Pleurotus ostreatus in a packed bed
bioreactor could potentially be used for the biodegradation of fluorene in wastewater.

It was concluded that immobilized Pleurotus ostreatus (2) achieved the
biodegradation of fluorene.

Key Words: Polycyclic aromatic hydrocarbons (PAHs), Fluorene,
Biodegradation, White Rot Fungi, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus,
Ganoderma carnasum ve Trametes trogii, High performance liquid chromatography
(HPLC)
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1.GIRIS

Glinlimiizde insan aktiviteleri nedeniyle oluk¢a fazla miktarda organik kirletici
cevreye birakilmaktadir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) bu organik kirletici
smiflarindan biridir ve c¢evrede yaygm olarak bulunurlar. Polisiklik aromatik
hidrokarbonlara; hayvan ve bitki dokularinda, sedimentte, toprakta, havada ve ¢esitli su
kaynaklarinda rastlamak miimkiindiir. Bu bilesikler sudaki ¢oziiniirliikleri oldukca
diisiik olduklarindan partikiillere ve sedimentlere olduk¢a kuvvetli bir sekilde absorbe
olmaktadir. Su ortamia cesitli yollarla karisabilen PAH bilesikleri hem dogal hem de
antropojenik kaynaklardan olusabilmektedir. PAH bilesikleri fosil yakitlarin su
ortamma dokiilmesi ve sizintisi, evsel ve endiistriyel atiklarin desarji, atmosferik
partikiillerin ¢okelmesi ve yiizey akisiyla su ortamma girebilirler. Ozellikle de evsel ve
endiistriyel atik sularda oldukg¢a fazla miktarda bulunabilirler (Gary vd.1985; Haritash
vd 2009).

Cevre sorunu diinyanin pek ¢ok yerinde 6zellikle son 20 yilda giincel hayata girmis,
acilen ¢6ziim bekleyen bir problemdir. Ormanlarin tahribi ve erozyon, diizensiz
sehirlesme ve yesil alan azalmasi, kiyilarin bozulmasi, sanayide kullanilan kimyasal
maddelerin canlilar iizerindeki olumsuz etkileri, niikleer enerjili termik santraller ve
polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH)’larin ekolojik dengede yapmis olduklar1 tahribat
sadece Tiirkiye’de degil, diinyada da ¢oziimleri aranan sorunlar haline gelmistir. Petrol
ve petrol tiirevi olan PAH’lar, kullanim esnasindaki hatalar ve ihmaller sonucunda,
petrol dokiilmesi ve fosil yakitlarin tamamen yanmadan atilmalariyla ¢evreye bulasan
ve sucul ve karasal ekosistemlerde uzun siire kalabilen ¢evresel bilesikler
smifindandirlar. Diinyada, ¢ogu antropojenik kaynaklardan olmak tizere yilda, 1.7- 8.8
milyon metre ton petrol iiretildigi ve bunun 6nemli bir miktarin da zararl olarak ya
kullanim sonucu ya da kullanilmadan ¢evreye dondiigii bilinmektedir. Cevreye dokiilen

PAH kirliliginin etkisi uzun ve kisa siireli olabilir. Uzun siireli etki heniiz 1yi
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bilinmezken, kisa stireli etki oldukca iyi aydinlatilmistir ve bu etki de kaplama veya
havasiz birakma ve zehirleme seklindedir. Bunlardan kaplama veya havasiz birakma
15181 gecigini azaltma, ¢oziinmiis oksijeni azaltma, deniz kuslarina zarar verme ve
havasiz birakma seklinde zararli olur. Ayrica, PAH’larmm toksik, mutajen ve kanserojen
ozelliklerinin de oldugu bilinmektedir (Baker, J.M. 1976, Wolfe, D.E. 1977). Cesitli
kaynaklardan dogaya verilen ve sonunda okyanus ve denizlere ulasan PAH’larin bir
kismi, cesitli olaylar sonucu zamanla gozden kaybolur. Bu, kirlenmenin sona erdigini
gostermez. Hidrofobik 6zelliklere sahip olan PAH’lar suda ¢oziinmeyip sadece dagilir
ve siispanse olmus partikiilleriyle suyu sararlar (Means vd 1980). Su ortamlarinda
cokmelerinin bir sonucu olarak gol, nehir, nehir agz1 ve okyanuslarda biiyiikk PAH
sedimenterini olustururlar. Deniz sedimentlerindeki PAH konsantrasyonlar1 100
ng/g’dan 100.000 ng/g sediment’e kadar degisebilir (Shiaris, M.P. ve Jambard-Sweet
1986). Sahil ekosistemlerinde yaglarin varliginin anlasilmas: olduk¢a 6nemlidir. Bu
ekosistemlerdeki yiiksek PAH seviyeleri insan saghigini bozar ve deniz ortamindaki
kurulu dengeyi de tahrip eder. Deniz yiizeyine diisen PAH’larin yaklasik %25°1 bir gilin
icinde buharlagir. Kalanin biiyiik bir kismi emiilsiyon haline doniisiir ve kiigiik
tanecikler halinde suya karisir. Taneciklerin agir metal ihtiva edenleri de dibe ¢okerek
sedimentleri olustururlar ve bdylece, yeni bir problemin dogmasima sebep olurlar.
Petroliin bir kismi emiilsiyon haline gelmeden fotolitik olarak, bir kismi da
mikroorganizmalar tarafindan parcalanir. Denizlerdeki mikrooganizmalar kuvvetli PAH
parcalayicilardir. PAH’lar fotooksidasyon ve kimyasal oksidasyon yollariyla
parcalanirlar. Ancak, biyolojik transformasyon PAH’larm dogadan temizlenmesinde
hakim duruma gelismistir. PAH’larin dogal mikroorganizma populasyonlar1 tarafindan
biyolojik olarak parcalanmalari, ¢evrenin petrol ve diger hidrokarbon kirliliklerinden
eliminasyonunda primer mekanizmadir. Hem prokaryotik hem de 6karyotik biyolojik
parcalama mekanizmalari, PAH halkalarina enzimatik tutunmanin baslamasi i¢in
bimolekiiler oksijenin varligina ihtiya¢ duyar (Gibson 1968). Bununla beraber, bircok
bakteri ve fungus, diisiik molekiiler agirliga sahip PAH’lar1 karbon ve enerji kaynagi

olarak kullanabilirler (Cerniglia 1981, Cerniglia 1984).

Bu calismada, subtropikal beyaz ciiriik¢lil funguslardan, Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus (1), Pleurotus ostreatus (2), Ganoderma carnasum ve Trametes
trogii’nin glukoz igeren ortamlarda, farkli konsantrasyonlardaki (5-50 mg/L) fluoreni

degrede edebilme yetenekleri arastirildi. Fluoren’in biyodegradasyonu i¢in en uygun
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fungus tiirli belirlenip, bu bilesigin biyolojik yikim kosullar1 optimize edildi. Serbest ve

immobilize hiicreler ile sentetik atik sularda fluoren yikimi incelendi.

1.1.1. PAH’lar ve Fluoren

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH’lar) yaygin cevre kirleticilerindendir.
Dogal (Orman ve otlarin yanmasi) ve antropojenik kaynaklarda karbon ve hidrojen
iceren organik materyallerin yanmasi sonucu olusurlar (Menichini 1992). Motorlu
tasitlarin  yaklasik olarak yillik toplam %36’lik miktar ile Amerika Birlesik
Devletleri’'ndeki  atmosferik PAH’larin onemli bir kaynagini  olusturdugu
disiiniilmektedir (Benner vd 1989, Bjorseth vd 1985). Cesitli ¢alismalarda trafigin sehir
havasinda PAH konsantrasyonlar1 i¢cin dnemli bir belirleyici oldugu tespit edilmistir
(Westerholm vd 1988, Pyysalo vd 1987, Henderson vd 1984). Yogun trafigin oldugu
cadde tozlarimdaki PAH icerikleri otomobil eksozlarindan biiyiik oranda etkilenirken
bunlara asfaltin katkismin kii¢iik oldugu diisiintilmektedir (Lee vd 1995, Castellano vd
2003).

Atmosferik PAH’larin gaz/partikiill faz arasindaki dagilimlar1 sicaklik, havanin
nemi, adsorpsiyon yiizeyinin 6zelligi, PAH i molekiiler agirligi ve buhar basincina
baghdir (Masclet vd 1986). Benzinli araclarin emisyonlar1 kiigiik partikiillerin biiyiik bir
kismini, ¢ogunlukla kursun tuzlarini icerir ki bunlarin adsorpsiyon Ozellikleri dizel
yakittan kaynaklanan partikiillerinden daha zayiftr (Westerholm vd 1988). Trafik
kaynakli dig havada toplam PAH’larin partikiil fazindaki oranlar1 % 28,3-67,3 arasinda
(ortalama %46) iken toplam PAH’larin ortalama olarak partikiil fazindaki degerleri
sehir ve kirsal kesim atmosferinde sirasiyla %18,7 ve %20,6’dir. Otomobil
eksozlarindan yeni yayilan kiiciik aeresoller yliksek karbon igerigine ve daha ¢ok PAH
adsorplama ozelligine sahiptir. Tasinim prosesi siiresince PAH’lar partikiil fazdan gaz
faza gegerler ve sonug olarak hem sehir hem de kirsal kesimde gaz faz konsantrasyonun

artisina sebep olur (Lee vd 1995).

PAH’larin diisiik seviyeleri ve ortam havasinda bulunan diger mutajeniklerin (zor
bozunan organik bilesikler) solunumla ¢ekilmesinden dolay1r 6nemli saglik etkileri ile

akciger kanserinin artmasinin miimkiin olacagi diistiniilmektedir (Nielsen 1996).
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Trafik kaynakli emisyonlarin incelenmesinde zaman ve mesafe farki sehir hava
kalitesi lizerine onemli bir etkiye sahiptir. Yogun trafik yiikiine sahip cadde boyunca
oturan insanlar PAH’larmm yiiksek seviyelerine maruz kalmakta ve akciger kanseri riski
ile yliz ylize olmaktadirlar (Lee vd 1995).
Cogu PAH’lar deney hayvanlarinda timor olusturmuslardir. BaP en ¢ok calisilan
PAH’tir ve cesitli yontemlerle deneysel hayvanlara bu PAH’lar verildigi zaman
kanserojen oldugu tespit edilmistir (IARC 1983).

PAH’larin tehlike potansiyelleri kanserojenligin indikatorii olan BaP ile
belirlenebilir (Menichini 1999). Bu nedenle bazi1 Avrupa iilkeleri BaP’in yillik ortalama
degerini 0,7-1,3 ng/m’ olarak hedef belirlemislerdir (Perez vd 1999). Kanserojenik
PAH’larin ana kaynaklar1 olarak fosil yakitlarn motorlu tasitlarda yakilmasi dnceki
calismalar tarafindan da desteklenmektedir. Ornegin Harrison ve arkadaslar:
Ingiltere’nin Birmingham kentinde toplanan hava érneklerinde BaP’in %88 oraniyla

trafik emisyonlarindan kaynaklandigini belirlemislerdir(Harrison vd 1996) .

Difenil metan, 2,3-benzindin, o-bifenilmetan olarak da adlandirilan fluoren; C;3Hjo
molekiil formiiliine sahip olup, erime noktasi 116-117 °C olan beyaz kristallerden
olusmaktadir (Sekil 1.1). Fluoren boya, plastik ve pestisit endiistrisinde

kullanilmaktadir.

Sekil 1.1 Fluoren’in Kimyasal Yapisi

1.1.1. Fluoren kaynaklan

Fluoren; orman yangmnlari, volkanik piiskiirmeler, biyolojik materyallerin
bozulmasi, mikroorganizmalari biyosentezi, insan aktiviteleri (yakitlarin (petrol vb.),

hidrokarbonlarm ve tiitlinliin yanmasi) ve besinlerin dumanlanmas1 sonucu olusur.

Ham petroliin deniz canlilarma etkisi son zamanlarda yapilan ¢ok sayidaki arastirma
ve bunlar1 iceren yaymlara insanoglu tarafindan ortama birakilan petrol hidrokarbonlar1
deniz canlilarinin besin zincirinde énemli etkiler yaratmaktadir. Canlilardaki bu kadar

diisiik yogunluklarin canli yasamina ne sekilde etki yaptiklar1 heniiz kesinlesmemistir.
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Organizmanin fiziksel ve kimyasal, 6rnegin sicaklik ve oksijen igerigi gibi faktorlere de
baghdir. Bu nedenle yapilan laboratuar deney sonuglarinin ortamdaki kosullara
uygulama olanagi kisitlanmaktadir. Petrol hidrokarbonlarinin bir organizmanin
metabolizmas1 tlizerine direkt etkinin yani sira ortamda bulunan diger maddelerle
karsilikli iliskisi de gz oniinde tutulmalidir. Ornegin bazi petrol organlarinda yer alan
kemoreseptorleri (kimyasal algilayicilari) kapatarak organizmanin besin alma agisindan
yeteneksiz duruma ge¢cmesine yol agmaktadir. Diger taraftan baliklar ise kiitle halindeki
petrol yigilimmdan kacgarak temiz sulara go¢cmektedirler. Buna karsilik deniz dibinde
yasayanlar hareketsiz veya sinirli hareket edebilen midye, istiridye, karides ve bazi dip
balig1 tiirleri, asag1 dogru ¢oken petrolden etkilenerek kitle halinde olmektedirler.
Bilinen ve siliphelenilen kanser yapici polisiklik aromatik hidrokarbonlarn ham ve

rafine petroldeki konsantrasyonlar1 i¢in yeterli bilgi yoktur.
1.1.2. Fluoren’in toksisitesi

Kimyasal maddelerin kanser yapici Ozelliklerinin herkes tarafindan bilinmesi
gliniimiizde bir zorunluluktur. Kimyasal karsinojenler, dogrudan etkiyenler (etkin
karsinojenler) ve etkinlestirilmesi gerekenler olmak {izere iki grupta toplanir. Dogrudan
etkiyenler elektrofillerdir ve proteinler, niikleik asitler gibi niikleofilik molekiillere
etkirler. ikinci grupta bulunan karsinojenler, (karaciger enzimleri gibi) elektrofillere
dontstiiriiliir. Biitlin elektrofiller de ayn1 etkinlikte kanser yapici degildir. Elektrofilde,
atomlarin uzayda dizilisleri, hiicre yapisina uymasinda ve ¢oziiniirliigii, hiicre zarindan
gecmesinde Onemlidir; reaktifligi ise hiicre suyu yerine hiicreyle reaksiyona girmesini
saglar. Bir karsinojen etkisi tersinmez oldugundan, tek bir doz, kansere yakalanmak i¢in
yetecegi gibi zararsiz dozda, fakat uzun siire karsinojen etkisinde kalma da viicut
tarafindan karsilanamaz. Dolayisiyla karsinojenler i¢in bir giivence smir1 yoktur. Kanser
icin daha iyi tyilestirme yontemleri bulunmadigi silirece karsinojenlerle en az temas
etmeye dikkat etmek mecburiyetindeyiz. Kanserojen etkisi saptanmis olan karsinojen
polisiklik arenler basta fluoren olmak iizere, benzen, antrasen, fenantren, naftasen,
piren, perilen, koronen, benzantrasen, dibenzantrasen, benzfluoroanten, benzopiren,
dibenzopiren olarak belirlenmistir. Yap1 olarak kiiciik olup, 3 halka igeren fluorenin
karaciger enzimleri tarafindan metabolize edilip olusan metaboliti, DNA’ ya baglanarak

karsinojenik ve mutajenik etki gdstermektedir.

Bu bilesik; deri, gbz ve solunum sistemine zarar vermekledir. Ayrica, hayvanlarla

yapilan laboratuvar ¢aligmalarinda fluoren’in mutajenik ozellikler gosterdigi
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kanitlanmistir. Literatiirde Aureobasidium, Candida, Rhodotorula, Sporobolomyces
spp., Trametes versicolor, Trametes cingulata ile fluoren’in biyolojik yikimma iliskin
calismalar mevcut olup, dikkate deger derecede basarili bir yikim

gerceklestirilememistir (Chang vd 2002).
1.1.3. Fluoren giderim yontemleri
1.1.3.1. Fiziksel / Kimyasal yontemler

Fiziksel adsorpsiyonla Fluoren uzaklastirilabilmektedir. Graniil veya toz halde
bulunabilen aktif karbon ylizeyinde adsorpsiyonla uzaklastirma islemi, endiistriyel atik
sularin iglenmesi ve PAH’larla kontamine olmus igme suyu uygulamalari ic¢in
kullanilmaktadir. Aktif karbon; gozenekli olusu, yiizey alaninin yapist ve kimyasi
nedeniyle atik aritimda kullanilabilecek ideal tasiyicilardan biridir. Van der Waals, H
baglari, yilik-ytik etkilesimi, 1iyon degisimi, katyon kopriileri ve su kopriileri gibi bir¢cok
fizikokimyasal mekanizmalar/giicler organik bilesiklerin aktif karbon iizerinde
tutunmasindan sorumlu olabilmektedir (Aksu ve Kabasakal, 2005). Tipik cevresel
kosullar altinda kimyasal ve/veya fotokimyasal prosesler PAH’larin ¢ogunu yikima
ugratamaz. Zirai kimyasallarm yikimi i¢in ¢esitli kimyasal islemler Onerilmekte ve

pestisit/herbisit yikimi i¢in kullanilmaktadir (Kundu vd. 2005).
1.1.3.2. Biyolojik yontemler

Fluoren’in yikiminda bakteri, fungus, bocek, solucan ve diger organizmalar rol
oynamaktadir. Gilinlimiizde bakteri ve funguslarla ilgili olarak ¢aligmalar yapilmakla
birlikte, beyaz ¢iiriikciil fuguslardaki ekstraseliiler lignolitik enzimlerin varlig

biyodegradasyon ¢aligsmalarini funguslar iizerinde yogunlastirmistir.

Bakteriyel Yikim: 2006 yilinda Luan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan bir

calismada fluoren, fenantren ve pirenin tropikal bolgedeki bataklik sedimentinden izole
edilen bakteri karisimi ile biyodegradasyonu sonucunda olusan yikim iirtinleri SPME-

GC-MS ile analiz edilmis ve yikim iirlinleri tespit edilmistir (Luan vd 2006).

Rodrigo ve arkadaglar1 2005 yilinda yaptiklar1 bir calismada 14 yillik petrokimya
endiistri  bolgesinden izole edilen Pseudomanas sp. 1ile antrasenin bakteriyal
biyodegrede edilebilirligini 48 giin siire ile takip ederek arastwrmuglardir. Yapilan

calisma sonucunda; Pseudomanas aeruginosa 3124 % 71, Pseudomanas aeruginosa
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332C %51 ve Pseudomanas aeruginosa 222A % 24,4 yikima ugratmistir (Rodrigo vd
2005).

2005 yilinda yapilan bagka bir calismada tropikal bolgedeki bataklik sedimentinden
izole edilen bakteri karigiminin, fluoren, fenantren ve pirenden olusan PAH karisimini
degrede edilemilirligi arastirilmis. Calisma dort haftada Rhodococcus sp, Acinetobacter
sp. ve Pseudomanas sp. igeren bakteriyel karisim ile gerceklestirilmistir. Oncelikle PAH
karisimi sedimente adsorbe edilmis daha sonra yikimlari incelenmis olup, fluoren ve

fenantren % 99, piren % 30 degrede edilebilmistir (Yu vd 2005).

Hong Kong’da 7 bdlgeden toplanan bataklik ylizey sedimentlerinde PAH kirliligi
tespit edilmis, bunlardan fenantren, fluorantren ve pirenin; Rhodococcus(HCCS),
Sphingomonas (MWF6) ve Paracoccus (SPNT) igeren bakteri karigimi yardimi ile
biyodegrede edilebilirlikleri arastirilmis, fenantren ve fluorantren % 90 oraninda 7 giin

icinde degrede edilebilmistir (Guo vd 2005).

Hwang ve Cutright 2002 yilinda fenantren ve pirenin temiz bir toprak lizerine
muameleleri sonrasi, bu maddeleri degrede eden bakteri karigimi ile yikimlarmni 32
glinliik periyod icinde incelemislerdir. Piren % 72 ve fenantren % 95 yikima

ugratilmistir (Hwang ve Cutright 2002).

2000 yilinda yapilan bir diger calismada, karisik kiiltiirlerle, 5 mg/L
konsantrasyonlarindaki 5 farkli PAH’m biyodegradasyonu arastirilmis, bunlardan
fenantren 28 saat i¢inde tamamen degrede olmustur. Piriivat, glukoz, asetat ve maya
Oziitli ilavesi ile fenantren yikimi artmistir. Bakteri karigimi, piren ve asenafteni de
degrede edebilmis fakat anrasen ve fluoren yikiminda basarisiz olmustur. Brij 30, brij

35 ve triton x 100 ile fenantren yikimi inhibe edilmistir.

Fungal Yikim: Valentin ve arkadaslari, Bjerkandera adusta, Irpex lacteus ve
Lentinus tigrinus beyaz cliriik¢lil funguslar1 kullanilarak tuzlu ve tuzsuz sartlarda
fenantren, fluorantren, piren ve krisen PAH’larin1 degrede edebilirlikleri 30 giin
boyunca arastirilmis, % 3,2 tuzluluk seviyesinde, Bjerkandera adusta, Irpex lacteus ve
lentinus tigrinus’un inhibe oldugu tespit edilmistir. Tuzlu toprakta; fenantren % 48,
fluorantren % 51, piren % 51 ve krisen % 49; tuzsuz toprakta; fenantren % 44,

fluorantren % 50, piren % 76 ve krisen % 30 yikima ugratilmistir (Valentin vd 2006).
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2005 yilinda yapilan bir ¢alismada; Irpex lacteus’un igerdigi ekstraseliiler lignolitik
enzimlerden olan Mangan peroksidaz enzimi saflastirilmig; fenantren, antrasen
fluorantren ve pireni yikimi sonucu geri kazanim degerleri belirlenmistir. Bulunan
sonuglar, fenantren icin % 56, antrasen icin % 0, fluorantren i¢cin % 58,1 ve piren icin %
8,3 olarak hesaplanmistir. Bu durumda antrasenin biyodegradasyonu % 100 olarak

gerceklestirilmistir (Baborova vd 2006).

Beyaz ciirtikgiil funguslarm PAH yikimu ile ilgili Tekere ve arkadaslar1 Trametes
versicolor, Trametes pocas, Trametes cingulata, DSPM95 izolati ve Phanerochaete
chrysosporium’un 20 mg/L fluoren, fenantren, antrasen, piren ve benzo(a) antraseni
iceren PAH karisiminin 31 giin i¢inde degrede edilebilirliklerini incelenmis; fluoren %
60, fenantren % 40, antrasen % 42, piren % 15,2 ve benzo(a) antrasen % 15,8 yikima

ugratilmistir (Tekere vd 2005).

Verdin ve arkadaslar1 topraktan izole edilen ve lakkaz, MnP ve lignin peroksidaz
gibi ekstraseliiler enzimleri iceren, Trichoderma viride, Fusarium solani ve Fusarium
oxysporum’un benzo(a) pireni yikimi arastirilmis, yikim sirasinda bu enzimlerdeki
aktivite degisimleri incelenmistir. Calismanin sonucunda; benzo(a) pireni, Trichoderma
viride % 58, Fusarium solani % 50 ve Fusarium oxysporum % 30 degrede edebilmistir

(Verdin vd 2004).

1996 yilinda Bezalel ve arkadaslarinin yapti bir ¢calismada; Pleurotus ostreatus
beyaz ciiriik¢iil fungusunun fenantren yikim metabolizmasi arastirilmistir. Fenatrenin
yaklasik % 52 oraninda metabolize edildigi ve metabolitlerin trans-9,10-dihidroksi-9,10
dihidroksifenatren (fenatren trans-9,10-dihidrodiol) (28%), 2,2-difenik acid (17%)
oldugu GC-MS ile tespit edilmis olup % 7’lik {iriin tanimlanamamustir (Bezalel vd

1996).

1.2.  Beyaz Ciiriik¢iil Funguslar (BCF)

1.2.1. BCF lerin biyoyikimlardaki rolleri

Beyaz clriik¢iil funguslar kirletici bircok bilesigin yikiminda bazi avantajlar
saglamaktadir. Beyaz ciiriik¢iil funguslardan sentezlenen lignolitik enzimlerin c¢esitli
kirleticilerin CO,'e kadar yikiminda rol oynadig1 saptanmustir. Bakterilerde hiicre i¢ine

almarak yikilan bilesikler, funguslarda hiicre disina sentezlenen enzimlerle yikildigi
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rapor edilmistir. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslarla kirleticilerin gideriminde 6n isleme gerek
olmadig1 ve kirleticilerin derisiminden ¢ok, ortamim besin (karbon, azot) agisindan
siirlandirilmasinin 6nemli oldugu goézlenmistir. Ayrica hiicre dig1 enzim sisteminin

yiiksek derisimdeki kirleticileri tolere edebildigi saptanmistir (Kapdan vd 2000).

Beyaz ciiriik¢iil funguslar; cok cesitli ekstraseliiler proteinler, organik asitler ve
diger metabolitlerin iiretimi yaninda farkli ¢evresel kosullara kendilerini iistiin bir
sekilde adapte edebilme yetenegine sahiplerdir. Uretilen cesitli metabolitlerin yaninda
funguslarin, metal, inorganik veya organik icerige sahip atik sularm aritiminda
kullanimi1 giderek artmaktadir (Coulibaly vd 2003; Haritash ve Kaushik 2009). Cevreye
bulasmig PAH’lar primer olarak bakteri ve funguslar tarafindan parcalanirlar (Cerniglia
1981, Cerniglia 1984). Mikroorganizmalar, hidrokarbonlar1 yalniz baglarina, sadece
sinirl1 oranlarda metabolize ederler. Bu nedenle toprak, su ve deniz ortamlarinda
kompleks hidrokarbonlar1 parcalayabilmek icin genis enzimatik kapasitelerinden dolay1
karisik kiiltiirlere ihtiya¢ duyulur. Su ana kadar yapilan ¢alismalarda, (Floodgate 1984),
denizde 25 hidrokarbon-parcalayan bakteri ve 27 fungus cinsini listelemistir. Yapilan
benzer bir derlemede de toprak izolatlarmin 22’sinin bakteriyal, 31’inin fungal cinslere
dahi oldugu belirlenmistir (Bossert ve Bartha 1984). Yaymlanmis calismalardan
hareketle, hem toprak hem de deniz ortamlarinda en 6nemli hidrokarbon-parcalayan
bakterilerin Achromobacter, Acinetobacter, Alcaligenes, Arthrobacter, Bacillus,
Flavobacterium, Nocardia, Pseudomonas ve korineformlar olduklar1 tespit edilmistir.
Chesapeake Korfez’i suyu ve sedimentinden alman oOrneklerdeki petrol parcalayan
bakterilerin niimerik siniflandirilmasinda Pseudomona, Micrococcus ve Nocardia
Enterobacteriaceae tamilyasi liyeleri, aktinomisetler ve korineformlarin fazla miktarda
olduklar1 bulumustur (Austin vd 1977). Funguslar arasinda Aureobasidium, Candida,
Rhodotorula ve Sporobolomyces spp. genel deniz izolatlar1 ve Trichoderma ve
Mortierella spp. de genel toprak izolatlaridir. Hidrokarbon-pargalayan Aspergillus ve
Penicillium spp. her iki ortamdan da sik¢a izole edilmistir. Kirk ve Gordon’un
calismalarina dayanarak, kumsal-adapta cinsler olarak Corollospora, Dentryphiella,
Lulworthia ve Varicosporina da listeye ilave edilmistir. Bakterilerin, deniz ortaminda
mikrobiyal topluluklarin predominant hidrokarbon parcalama 06zelligi gdsteren
elementleri olduklar1 diisiiniilmektedir. Diger yandan, sahile yakin bdlgelerde, gel-git
olay1 sahalarinda, tuz batakliklar1 ve tropik kiyilarda funguslarin da sayilarinda artig
oldugu belirlenmis ve bu funguslarm da mikrofloranin bir bileseni olduklar:

gosterilmistir (Floodgate 1984, Kirk ve Gordon 1988).
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Evsel atiklar ve petrol atiklarmmin fungal biyokiitle tarafindan uzaklastirilabilecek
karbon ve besin kaynaklarina sahiptir (Coulibaly vd 2003). Aspergillus niger ile yapilan
bir ¢alismada fungal biyokiitlenin toplam proteini % 65 azalttig1 bulunmustur. Azot ve
karbon kaynaklarinin kiiltiir ortamina eklenmesi ve biyokiitle kalitesinin arttirilmasi gibi

optimizasyon c¢alismalar1 ile aritim kapasitesinde artislarin oldugu gozlenmistir

(Coulibaly vd 2003).
1.2.2. BCF ile fluoren yikimi

Fluorenin bakteriyal yikimi iizerine literatiirde bircok yaymn bulunmakla birlikte,
fungal yikimina iliskin yikim ve metabolizmasmin aydinlatilmasma iligkin ¢ok az
calisma mevcuttur. Beyaz ciiriik¢iil funguslarin PAH yikimi ile ilgili Tekere ve
arkadaslar1 Trametes versicolor, Trametes pocas, Trametes cingulata, DSPMY95 izolati
ve Phanerochaete chrysosporium’u igeren organizma karisiminin, 20 mg/L fluoreni 31
giin i¢inde degrede edilebilirligi incelenmis; fluorenin % 60 yikima ugratildig: tespit

edilmistir (Tekere vd 2005).

Luan ve arkadaslarmin yaptiklar1 bir calismada yikim sonucu olusan muhtemel
driinler Sekil 1.2°de verilmistir (Luan vd 2006). Bu giin fluoren’i ve kendisinin de
icinde bulundugu, polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 iyi derecede yikima ugratan
fungus tiri ile karsilasilmamistir. Bu da bu toksik ve mutajen bilesigin ¢evreden

temizlenmesine iliskin yeni organizma arayislarma yonlendirmistir.



11

e T
/ \

TH i ¥ oo v \

- o OH
(YOO OO0 gy
L ~ h“\/ ‘\T/" e ‘OHk “ =
OH

9-hidroksi fluoren  1-hidroksi fluoren  2-hidroksi fluoren 3-hidrolesi fluoren

W1
NN
|J\ H\e ~ 2-fluorenion

- —————

VII
KCOO H
{ W, ftalik asit
»—COO0H
N4

Sekil 1.2 Fluoren’in fungal yikim metabolizmasi (Luan vd 2006)

1.2.3. Pleurotus ostreatus ve PAH y1kim

Egen ve Majcherczykb tarafindan PAH kirliligi iceren topragin Pleurotus
ostreatus beyaz ciiriik¢iil fungusu tarafindan iyilestirilmesi ¢alisgilmistir. Ilk bir ay
icinde topraktaki benzo(a)pirenin % 40’1, li¢ ay sonunda da % 49’u yikima
ugratilmistir.  Calisma  swrasinda  benzo(a)piren radyoaktif olarak 'C ile

isaretlenmistir (Eggen ve Majcherczykb 1997).

2006 yilinda yapilan bir diger ¢calismada P. ostreatus D1 lakaz enzimi kullanilarak,
polisiklik aromatik hidrocarbonlarin ve onlarmn tiirevlerinin yikimlar1 incelenmistir.
Calisma sirasinda antrasen % 91, piren % 40, fluoren % 95, flurantren % 47, fenantren
% 82 ve perlen % 100 yikilmistir. UV 100 detector i¢eren (Thermo Separation Products,
USA) HPLC kullanilarak PAH’lar izlenmistir (Pozdnyakova vd 2006).

Glinlimiizde halen polisiklik aromatik hidrokarbonlar1 daha iyi derecede yikima
ugratan organizma arayist ve bunlarm yikim {rlinlerinin tanimlanmasina 1iliskin

calismalar stirmektedir.
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1.2.4. Endiistriyel atiksularin aritiminda kullanilan fungal kaynakh enzimler

Iyilestirme islemlerinin biiyiik bir kismu fizikokimyasal veya biyolojik islemler
olarak karakterize edilirler. Enzimatik iyilestirme; bu iki geleneksel kategorinin arasinda
yer almaktadir. Clinkii biyolojik katalizorlerin etkisi nedeni ile kimyasal islemleri de
icermektedir.

Enzimatik iyilestirmenin geleneksel iyilestirme sistemlerine gore avantajlart:

e Biyolojik par¢alanmaya direngli bilesiklere uygulanabilmesi,

e Yiiksek ve diisiik kirletici derisimlerin de ¢alisabilmesi,

e Genis bir pH, sicaklik ve tuzluluk araliklarinda ¢alisabilmesi,

e Mikroorganizmalar i¢in adaptasyon siiresi gerekirken enzimler i¢in
gerekmemesi,

e (Camur hacminde azalma olmasi (biyokiitle iiretimi yok),

e Proses kontroliiniin kolay ve basit olmas1 (Karam ve Nicell 1997).

Beyaz ciiriik¢lil funguslar; odunun lignin, seliiloz ve hemiseliiloz dahil biitiin
bilesenlerini parcalayabilir (Johannes ve Majcherczyk 2000). Beyaz ¢iiriikciil
funguslarin ligninolitik enzimleri ¢evre biyoteknolojisinde bir¢cok arastirma konusu
olarak kullanilmaktadir. Funguslardan elde edilen ligninolitik enzimler fenolik
bilesiklerin, klorlu fenolik bilesiklerin, poliaromatik hidrokarbonlarin, nisastali atiklarin,
proteinli atiklarin, yag miktar1 yiiksek atiklarin, pestisitlerin, kagit atiklarindaki klorun
ve rengin, agir metal kirliliginin, yiizey kirletici maddelerin, aromatik aminlerin
gideriminde, siyaniir hidrolizinde ve toprak dekontaminasyonunda ve boyar maddelerin
rengin gideriminde kullanilmaktadir (Olika vd 1993; Kim ve Shoda 1999; Abadulla vd
2000).

1.2.4.1. Polifenol oksidazlar

Polifenol oksidazlar, oksidorediiktazlarin diger bir ailesini olusturmaktadirlar ve
fenolik bilesiklerin oksidasyon reaksiyonlarini katalizledikleri saptanmistir (Krastanov
2000). Bu enzimler Tirosinazlar ve Lakkazlar olmak iizere iki alt sinifa ayrilmislardir.
Her iki enzim smnifi da aktivite icin molekiiler oksijene ihtiyag duyarken koenzime
ihtiyaclar1 yoktur. Polifenol oksidaz enzimleri uygulamalarda ayr1 veya birlikte
kullanilmaktadir. Cevreye toksik etki yaratan zeytinyagi fabrikalarinin atiklarinda
bulunan fenol bilesiklerinin gideriminde beyaz ciiriik¢iil funguslardan elde edilen fenol

oksidaz enzimler kullanilmaktadir (Karam ve Nicell 1997).



13
1.2.4.2. Lakkaz

Lakkaz (E.C. 1.10.3.2) bir¢cok fungus tarafindan tretilmektedir. Lakkaz enziminin
optimum ¢alistigi pH araligi 3-7,5 sicaklik araligi ise 40-80 °C arasinda degisiklik
gostermektedir. Maksimum enzim aktivitesinin saglayacagi fiziksel kosullar ise enzimin
iretildigi fungus tiirtine gore degismektedir. Lakkaz enziminin optimum c¢alisma pH’1
kullanilan substrata gore de degisiklik gosterdigi saptanmistir (Call ve Miicke 1997).
Lakkazin katalizledigi reaksiyonlar mediatorlii veya mediatorsiiz gerceklestigi rapor
edilmistir. Mediatorler, diflize olabilen, lignin oksitleyici kosubstratlar olarak
tanimlanir. Bilimsel calismalarda en sik kullanilan mediatér 2,2’-azinobis-(3)-
etilbenzitiazolin-6-siilfat (ABTS)’dir (Breen ve Singleton 1999). Lakkaz fenolik
bilesikleri oldukc¢a reaktif anyonik serbest radikallere okside etmektedir. Ancak
arastiricilar reaksiyon tirlinlerinin neler oldugunu tespit edememislerdir. Lakkaz gibi
enzimlerin kirlenmis topraga verilmesi ile ksenobiyotiklerin humusa baglanmasinin
saglanacag1 belirtilmistir. Trametes versicolor, Rhizoctonia praticola ve diger
funguslarin lakkaz enzimleri kullanilarak ¢esitli klorlu fenollerin ve aromatik aminlerin
fenolik hiimik yapitaslarma oksitlenerek baglanmasi gergeklestirilmistir. Bu proses
tehlikeli bilesiklerin detoksifiye olmasina imkan saglamaktadir (Karam ve Nicell 1997).
Pickard ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada beyaz c¢iirtik¢iil fungus Coriolopsis
gallica’dan elde edilen lakkaz enziminin, 6 farkli poli aromatik hidrokarbon (PAH)
bilesigini (Benzo[a]pirene, 9-metilantresen, antresen, bifenilin, asenaftien ve pentatren)

oksitlendigi rapor edilmistir (Pickard vd 1999).
1.2.4.3. Tirozinaz

Tirozinaz (E.C. 1.14.18.1) polifenol oksidaz ve fenolaz olarak da bilinmektedir.
Birbirini izleyen iki reaksiyonu katalizlemektedirler;

e o-difenollerin olusmasi ile sonu¢lanan monofenollerin molekiiler oksijene

hidroksilasyonu,

e o-difenollerin oksijenle dehidrasyona ugramasi ile o-kinonlarm olusmasi.
Kinonlar daha ¢ok kararsiz haldedirler ve enzimatik olmayan polimerizasyonla su da
coziinmeyen maddeler olustururlar ve basit filtrasyonla kolaylikla uzaklastirilmaktadir.
Tutuklanmis halde kullanilan tirozinaz ile 2 saatte % 100 fenol giderimi saglanmistir.
Tirozinaz enzimini tutuklanmis sekilde kullanmanin avantaji; tirozinaz enzimlerini
tekrar kullanabilmek ve reaksiyon sonucu olusan kinonlarm inaktivasyon etkisinden

korumaktir (Karam ve Nicell 1997).
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1.2.4.4. Peroksidazlar

Peroksidazlar =~ birgok  mikroorganizma ve  bitki  tarafindan iiretilen
oksidorediiktazlardir. Bircok reaksiyonu katalizlemektedirler. Fakat bunlarin
aktiflesmeleri i¢in H,O, (Hidrojen peroksit) gerekmektedir (Duran ve Esposito 2000).
Sudaki aromatik kirleticilerin laboratuar dl¢eginde gideriminde Horseradish peroksidaz
(At turpu peroksidazi, HrP), Lignin peroksidaz (LiP) ve farkli kaynaklardan elde edilen
diger peroksidazlar kullanilmaktadir (Karam ve Nicell 1997).

1.2.4.5. Horseradish Peroksidaz

Horseradish peroksidaz (HrP, E.C. 1.11.1.7) enzimatik atik iyilestirme, alaninda ¢ok
calisilan yeni bir alandir. H,O, ile aktiflesen enzim, fenol, bifenol, anilin, benzidin ve
ilgili hetero aromatik bilesikleri iceren toksik aromatik bilesiklerin oksidasyonunu
katalizleyebilmektedir (Zhang ve Nicell 2000). Reaksiyon iiriinleri, enzimatik olmayan
islemlerle polimerleserek suda ¢oziinmeyen ¢okeleklerin olugsmasina neden olmaktadir.
Bu ¢okeleklerde atik sudan kolaylikla uzaklastirilabilmektedir. HrP 6zellikle atik su
tyilestirilmesinde ¢ok uygundur, ¢iinkii bu enzim genis bir pH ve sicaklik araliginda
aktivitesini korumaktadir. Uygulamalarin biiylik bir kismi fenolik kirleticilerin
tyilestirilmesi tizerine odaklanmistir. HrP kullanilarak anilin, hidroksiquinolin, benzidin
ve naftalin amin gibi aril amin karsinojenlerini igeren kirleticilerin iyilestirilmesi
laboratuar dlgceginde gergeklestirilmistir. Ayrica HrP’1n uzaklastirilmasi zor kirleticileri
ve kolaylikla uzaklastirilabilen polimerik bilesikleri 6n ¢okeltme yetenegi vardir. Bu
kirleticiler HrP’in substrat1 olmasa da HrP kolaylikla uzaklastirilabilen bilesiklerle
karisik polimer olusumunu indiikleyerek kolaylikla uzaklastirilabilen bilesiklerin
polimerik {iriinleri gibi bilesikleri meydana getirmektedir. Bu diisiince atik sular igin
onemli pratik bir uygulamadir, ¢iinkii atik sular genellikle farkli kirleticiler

icermektedir. Bu prensip tehlikeli atiklara uygulanmistir (Karam ve Nicell 1997).
1.2.4.6. Lignin Peroksidaz

Lignin peroksidaz (LiP, E.C. 1.11.1.14) ligninaz veya diarilpropen oksigenaz olarak
bilinmektedir. Ik olarak 1983 yilinda rapor edilmistir. LiP’m aromatik bilesiklerin
biiylik bir kismin1 mineralize, polisiklik aromatik ve fenolik bilesiklerin bir kismini
okside edebildigi gosterilebilmistir. Ligninin depolimerizasyonunda LiP’m bir rolii

oldugu saptanmistir. LiP’m etki mekanizmast HrP’nin etki mekanizmasina
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benzemektedir. LiP’m kararliligi atik 1yilestirilmesinde enzim uygulamalarmnin
ekonomik ve teknik uygunlugunu etkilemektedir. Diisiik pH’da LiP kolaylikla inaktif
hale gelmektedir. Enzimin kararliligi; pH’in yiikseltilmesi, enzim derisiminin
yiikseltilmesi veya enzimin substrati veriatil alkolle birlikte inkiibe edilmesi ile
saglanmaktadir. Fenolik bilesiklerin uzaklastirilmast icin gerekli optimum kosullar
yiiksek enzim derisimi, pH’m 3’lin iizerinde olmast ve H,O,’in kontrollii olarak
eklenmesidir. Gozenekli yapidaki seramik desteklere LiP’in immobilizasyonu LiP’1in
kararhiligim1 iy1 bir sekilde etkiledigi ve ¢evrede kalict olan aromatiklerin

parcalanmasinda iyi bir potansiyel olusturdugu gdsterilmistir (Karam ve Nicell 1997).
1.2.4.7. Mangan Peroksidaz

Mangan peroksidaz (MnP E.C.1.11.1.13) hidrojen perokside ve mangana bagimli
olarak calisan bir enzim sistemidir (Bren ve Singleton 1999). Zeytinyag1 atik suyunun
renginin giderilmesinde, Phanerochaete flavidoalba fungusundan saflastirilarak elde
edilen, lignin yikimindan sorumlu olan enzimler kullanilmistir. Kullanilan enzimler
arasinda renk gideriminde baskin olan enzimin mangan peroksidaz enzimi oldugu rapor

edilmistir (Perez vd 1998).
1.3.  Serbest Hiicreler ile Fluoren Yikim

Serbest hiicrelerle fluorenin giderimine iligkin yaym sayist her gegen giin
artmaktadir. Beyaz ciiriik¢iil funguslar; cok cesitli ekstraseliiler proteinler, organik
asitler ve diger bilesenlerinin yanisira farkli cevresel kosullara adapte edebilme
yetenegine sahiplerdir. Uretikleri farkli bilesenlerin yanmda funguslarm, metal,
inorganik veya organik igerige sahip atik sularin aritiminda kullanimi giderek
artmaktadir (Coulibaly vd 2003; Haritash vd 2009)). Cevreye bulasmis PAH’lar primer
olarak bakteri ve funguslar tarafindan parcalanirlar Baslangigta serbest fungal izolatlarla
yaygin bir sekilde calisilirken, serbest hiicrelerin 6liimlerinin hizli olusu ve ekstraseliiler
enzim aktivitelerinin zamanla azalis1 ¢alismalar1 immobilize hiizrelerle calisma yoluna
itmistir. Ornegin, Tekere ve arkadaslar1 Serbest Trametes versicolor, Trametes pocas,
Trametes cingulata, DSPMY95 izolati ve Phanerochaete chrysosporium ile 20 mg/L
fluoreni, 31 giin i¢inde degrede edilebilme yetenekleri incelenmis fluoren % 60

oraninda yikima ugratilmistir (Tekere vd 2005).

1.4. immobilize Hiicreler ile Fluoren Yikimi
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Immobilizasyon terimi, bir reaktér veya analitik sistem i¢inde biyolojik olarak
aktif katalizoriin tutuklanmasi ifade eder. Biyokatalizor ister tek bir enzim olsun
isterse enzim karigimi veya canli hiicre olsun, tasiyici materyal ilizerinde veya iginde
tutuklanmistir.  Immobilize kompleks kat1 destegin fiziksel karakteristiklerini
gosterirken serbest katalizoriin temel biyokimyasal aktivitesine de sahiptir. Son otuz
yildan beri de hiicrelerin immobilizasyonu teorik ve pratik olarak 6nem kazanmistur.
Immobilize hiicrelerin endiistriyel alanlarda toksik iiriinlerin biyodegradasyonunda
kullanim1 ile giintimiizde c¢ok ilgi ¢ekmektedir. Bu durum; hiicre immobilizasyonunun
fermentasyon tretkenligini arttirmasi, siirekli islemlerde uygulanabiliyor olmasi, hiicre
kararlilig1, geri kazanimin kolay olmasi ve tekrar kullanabilirligi gibi ¢esitli avantajlara
sahip olmasindan kaynaklanir. Hiicre immobilizasyonu ayni zamanda kayma
hareketlerine karsi hiicreleri korur. Kayma hareketleri, farkli tabakalardaki sivilarin
hizlarindaki farkliliktan ileri gelen deformasyondur. Immobilize hiicrelerin endiistride
kullanim1 halen sinirhdir ve gelecekteki uygulamalar immobilizasyon prosediiriiniin

gelistirilmesine baglidir (Kourkoutas vd 2004).

Raghukumar ve arkadaglar1 2004 yilinda yayinladiklar1 bir ¢alismada, bataklik
bolgeden izole edilen beyaz ciiriik¢iil funguslardan Flavodon flavus’u polyurethane
foam tasiyict lizerine immobilize edip, immobilize hiicre ile polisiklik aromatik
hidrokarbon ailesi iiyelerinden olan benzo(a) pyrene’t bes giin icinde %68

biyodegradasyona ugrattigini tespit etmislerdir (Raghukumar vd 2004).

Immobilizasyonla ilgili bir diger ¢alismada, en iyi lakkaz iiretimi amaciyla,
Trametes hirsuta’nin i¢in aljinat boncuklari, poli iiretan kopiik, naylon slinger ve
paslanmaz ¢elik siinger iizerlerine immobilizasyonu test edilmistir. Inkiibasyonun
sekizinci giiniinden sonra paslanmaz celik siinger lizerine immobilize olmus, 7Trametes

hirsuta nin en yliksek lakkaz aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir (Couto vd 2004).

Wu ve Yu 2007 yilinda Phanerochaete chrysosporium’un farkl tasiyict matriksler
(Ca-aljinat, Ca-aljinat polivinil alkol ve Pektin) iizerine immobilizasyonunu arastirip,
Pektin’in ¢ok diisiik mekanik dayanikliga sahip olmasima karsin, Ca-aljinat’in oldukca
yiiksek mekanik dayanikliga sahip oldugu bulunmustur (Wu ve Yu 2007). Immoblize
beyaz ciiriik¢iil funguslar ile PAH’larin yikimina iligkin literatiirde ¢ok fazla calisma

bulunmamaktadir.

1.4.1. Immobilizasyon yontemleri
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1.4.1.1. Tutuklama (immobilizasyon)

Katalizor 6zelligi tasiyan aktif enzimlerin ve mikroorganizmalarin, 6zelliklerini
gelistirme ve endiistride kullanabilme olanaklarini artirmak amaciyla inorganik ya da
organik tastyicilarda cesitli yontemlerle hapsedilmesi ve baglanmasi islemine tutuklama

(immobilizasyon) denir.

1.4.1.2. Tutuklama yontemleri

Tutuklama yontemleri bes grupta incelenir.
e Yiizeye tutunma
e Kovalent baglama
e (apraz baglama
e Mikrokapsiilleme

e Inert bir destege tutuklama
1.4.1.3. Yiizeye tutunma

Destek maddesi olarak sentetik veya biyolojik kokenli organik maddeler kullanilir.
Baglanma zayif ve birim hacimdeki katalitik kapasite 1ile smirhdir. Fakat
biyokatalizleyici hazirlamadaki kolaylik ve zehirleyici kimyasal maddelerin olmamas1
yontemin avantajli yonleridir. Yiizeye tutunmayi etkileyen baslica faktorler; tutucu

ozellikleri, mikroorganizmanin 6zellikleri, ¢evre 6zellikleridir.

1.4.1.4. Kovalent baglama

Hiicreler ile destek maddeleri arasinda tersinmez kovalent bag olusur. Daha cok
enzimlerin tutuklanmasinda kullanilan bir yontemdir. Kovalent baglar, adsorbsiyon
kuvvetlerinden daha gii¢lii ve daha kararlhidir. Hiicre yiizeyindeki karboksil gruplarini
aktiflestirmek i¢in ortama karboimit gibi bazi kimyasal maddeler eklenir. Bu reaktif

grup iceren maddeler zehirli maddedir ve enzim aktivitesinin azalmasina neden olur.

1.4.1.5. Capraz baglama
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Baglanma tepkimesi tersinmezdir. Fiziksel ve kimyasal olmak {izere iki tiir capraz
baglama vardir. Kimyasal ¢capraz baglamada hiicreler birbirine aldehit ve amin gibi ¢ok
fonksiyonlu maddeler ile baglanirlar. Bu maddelerin zehirli olmalar1 yontemin
kararliligmi smirlar. Fiziksel capraz baglama ise coktiirme ve kiicliik boyutlarda

tabakalagsma ile yapilir.
1.4.1.6. Mikrokapsiilleme

Bu yontemde hiicreler yar1 gegirgen bir zardan olusan mikrokapsiiller igine
tutuklanir. Sistemin temeli zarmn segiciligine dayanir. Zarm gozenek capindan biiyiik
olan hiicre molekiilleri zar disina yayilamazlar. Bu yontem ancak kiiciik molekiil

agirlikl tirtin eldesinde kullanilabilir. Mikrokapsiiller genellikle kiireseldir.
1.4.1.7. Inert bir destege tutuklama (immobilizasyon)

En ¢ok kullanilan tutuklama yontemlerinden biridir. Hiicreler bir jel i¢ine gesitli
yontemlerle hapsedilirler Poliakrilamid, metal hidroksitler, agar, kollajen, aljinat,
karregen gibi maddeler ile jel olusturulur. Jel olusumu iyonik yiik degisimi, ¢oktiirme,

kovalent veya capraz baglama ile saglanir.

Esit miktarda tutuklanmis ve serbest mikroorganizmanmn  aktiviteleri
karsilastirildiginda, hiicre aktivitesinin serbest hiicreden daha biiyiik veya daha kiiciik
olabilecegi goriilmiistiir. Aktivite azalmasinin nedeni; tutuklamada kullanilan bazi
maddelerin zehir etkisi ve heterojen sistemlerdeki difizyon kisitlamalaridir. Aktivite
artisinin nedeni ise; tek enzim igeren sistemlerde gecirgenligin artisi, ¢ok enzim iceren
sistemlerde ise protein sentezi veya hiicre biiylimesidir. Bazi arastirmacilar ise
aktivitenin 1s1 muamelesi, 6zel iyonlar, yiizey aktif maddeler ve bazi organik ¢oziiciiler
ile artirilabilecegini tespit etmistir. Bu artis hiicre duvarlarmin kismen veya tamamen
kirilmasiyla agiklanabilir. Tutuklama sonrasi yar1 dmriin 10-20 kat artmas1 miimkiindiir.
Tutuklandiktan sonra hiicrelerin canliliklarini koruduklar1 da saptanmistir. Tutuklanmis
E.coli hiicresinin oksijen kullanimi1 ve agarli besi yerinde liremesi, canliligini kanitlayan
bulgulardir. Deaktive olmus tutuklanmis hiicrelerin zengin besi ortaminda bekletilmekle
tekrar aktiflestikleri gézlenmistir. Tutuklanip depo edilmis hiicrelerinde tutuklandiktan
sonra bozulmadiklar1 elektron mikroskobu ile yapilan arastirmalar sonucu bulunmustur

(Telefoncu 1997; Arica vd. 2003).

1.4.2. Immobilize Hiicerelerin Serbest Hiicre Sistemlerine Avantajlan
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Immobilize hiicre sistemlerinin, serbest hiicrelere gore bazi avantajlar1 vardir

(Kourkoutas vd 2004). Bunlar;

Biyokatalizoriin (enzim) aktivitesinin ve stabilitesinin artmasi. Immobilizasyon
icin kullanilan destegin pH, sicaklik, ¢6ziicli veya agir metallerin fizikokimyasal
etkilerine kars1 koruyucu etki gostermesi,

Birim biyoreaktor hacmi basina diisen yliksek hiicre yogunlugu sonucu yiiksek
hacimsel tliretkenlik ve fermentasyon siiresi,

Artan substrat alimi1 ve verim yiikselmesi,

Stirekli islemlere uygunluk,

Yiiksek substrat derisimlerine karsi artan tolerans ve son iiriin inhibisyonunda
azalma,

Uriin kalitesini arttiran diisiik sicaklik fermantasyonuna uygunluk,

Ayirrma ve filtrasyon gereksiniminin azalmasit sonucu enerji ve ekipman
giderlerinin diismesi,

Biyokatalizoriin  kesikli operasyonlarda biyoreaktorden ¢ikarilmadan uzun
periyotlarda yeniden kullanima,

Fermentasyon aktivitesi ve yiiksek hiicre yogunlugundan kaynaklanan
mikrobiyal kontaminasyon riskinin azalmasi,

Basitlestirilmis islem diizenlemeleri ile kii¢iik biyoreaktorlerin kullanilabilmesi

sonucu daha diisiik maliyet.
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2. MATERYAL METOD

2.1. Materyaller

2.1.1.

Cihazlar

Deneysel ¢alismalarda; -

2.1.2.

e Shimadzu UV-1600A spektrofotometre

e Shimadzu HPLC; (Diode array detektdr, Ayirma kolonu olarak; Supelcosil™
LC-18, 4.6 mm x 250 mm (Supelco, Bellefonte, PA)

e Shimadzu GC-2010, gaz kromatografisi (MS-QP2010 plus mass spektrometre,
AOC-20s otomatik 6rnekleyici, AOC-201 oto injektor, Kolon olarak 30 m x 0.25
mm teknokroma SMS fused silica kapiler kolon)

e Perkin Elmer spektrometre BX FT-IR sistem

e Zhwy-200B sogutmali inkiibator

e Santrifiij (Hettich Universal 30RF)

¢ Otoklav (Hirayama HVE 50)

¢ pH metre (Inolab)

e Etiiv (Genlab)

e Peristaltik Pompa (Cole Parmer)

e [sitmal1 Karistirict (Janke Kunkel) kullanilmastir.

Kimyasallar

Kullanilan kimyasallar ve substratlar Aldrich Chemical Co. (Milwaukee, WI, USA)

ve Sigma (St.Loui, MO, USA)’dan saglandi. Biiylime ortami kimyasallar1 ve HPLC

coziiclilerini tamami1 HPLC safliktadir. ( Merck Darmstadt, Almanya)
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2.13. Tasiyicilar

Kum olarak Denizli Bolgesinden temin edilen dere kumu kullanildi. Kullanim

oncesinde modifikasyona (bkz. 2.4.1.) ugratild1.

Ponza ve polistiren koptlik kullanilacak boyutlara getirildi. Amberlite XAD-7 ve
Amberlite XAD-2000 Sigma kalitede kullanildi (St.Loui, MO, USA).

2.1.4. Mikroorganizmalar

Calismada kullanilan beyaz ciiriik¢iil funguslar; Trametes versicolor, Pleurotus
ostreatus (1), Pleurotus ostreatus (2) Trametes trogii ve Ganoderma carnasum Ege
Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya Boliimiinden temin edildi. Funguslarin
makroskopik ve mikroskopik 6zelliklerine gore tiir tanimlamas1 Ege Universitesi Fen
Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda Y. Mikrobiyolog Tekin

Gezer tarafindan yapildi.

2.2. Ortamlar ve Analitik Yontemler
2.2.1. Kiiltiir Ortamlan

2.2.1.1 Tammlanmis ortamlar

Subtropikal beyaz ¢iirlik¢iil funguslardan, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus
(1), Pleurotus ostreatus (2) ve Ganoderma carnasum % 2 (w/v) malt ekstrakt igeren
ortamlarda 4 °C’de sakland1 ve 26 °C’de 3 giin aktive edildi. Miseller steril % 0,9 NaCl
ile 100 mL % 2 malt ekstrakt broth (pH 4,5) iceren 250 mL’lik erlenlere aktarildi ve 4
giin 26 °C ve 175 rpm’de orbital c¢alkalayicida inkiibe edildi. Olusan pelletler, 10 g/L
glukoz, 1,0 g/ NH4H,PO4, 0,05g/L MgS04.7H,0, 0,01 g/l CaCl, 0,025 g/l maya
oOziitli iceren lakkaz liretim ortamina aktarildi (Pazarlioglu 2005). Subtropikal beyaz
clriik¢iil funguslardan Trametes trogii i¢in % 2 (w/v) Patates dekstroz agar (PDA)

ortami kullanildi.
2.2.1.2 Sentetik atik su ortamlari

Calismanin endiistride uygulanabilirligini test edebilme agisindan organik ve
inorganik kirlilik agirlikli iki farkl: sentetik atik su ortamu ile ¢alisildi (Tablo 2.1-Tablo

2.2). Sentetik atik s1 (1) ortami i¢in Giiven ve Sozen tarafindan kullanilan atik su ortami



22
modifiye edildi (Giiven Sozen 2003). Sentetik atik su (2) ortami i¢inde, Shuxin ve
arkadaslari tarafindan kullanilan ortam modifiye edildi (Shuxin vd 2009).

Tablo 2.1 Sentetik atik su (1) i¢cin kullanilan mineral ortamin bilesimi

Bilesen Konsantrasyon(g/L)
KHCO; 1.25
KH,PO, 0.025
CaCp.2H,0 0.3
MgSO0,.7H,0 0.2
FeSO, 0.00625
EDTA 0.00625
IM HCL 1.25 mL/L
iz element cozeltisi 1.25 mL/L
EDTA 15
ZnS0O,.7H,0 0.43
CoCl,.6H,0 0.24
MnClL.4H,0 0.99
CuS0,.5H,0 0.25
NaMo0O,.2H,0 0.22
NiCp,.6H,0O 0.19
NaSe0,4.10H,0 0.21
H;BO, 0.014
NaWO0,.2H,0 0.050
Fluoren 30 mg/L

Tablo 2.2 Sentetik atik su (2) i¢in kullanilan mineral ortamin bilesimi
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Bilesen Konsantrasyon
Glukoz 103 mg/L
Nisasta 117 mg/L
CH3;COONa .3H,0O 187 mg/L
NH4H,PO4 114 mg/L
Pepton 33.7 mg/L
KH,PO, 18.4 mg/L
Fluoren 30 mg/L

2.2.2. indirgen Seker Tayini

30 giin siiresince aseptik kosullarda, 5 gilinliik periyotlarla alman orneklerdeki
fluoren miktar1 HPLC ile izlenip, ortamdaki bu karbon kaynaklarinin diizeyi inkiibasyon
siiresi boyunca beser giinliik periyotlarda, 30 giin boyunca 3,5- DNS (3,5-Dinitro
salisilik asit) yontemi (DNS reaktifi; 100 mL distile su’da; 1g 3,5-Dinitro salisilik asit,
20mL 2N NaOH, 30 g Sodyum potasyum tartarat) ile takip edildi (Miller 1959). 1 mL
ornege, 1mL DNS reaktifi ve 10 mL distile su ilave edilip, 10 dakika kaynatild1 ve

sogutularak 546 nm’de spektrofotometrede okundu.
2.2.3. Biyokiitle Tayini

Inkiibasyon sirasmda beser giinliik periyotlarda erlendeki biyokiitleler siiziiliip
30°C’de kurutuldu ve tartilarak her bir fluoren konsantrasyonu i¢in biyokiitleler 30 giin

boyunca belirlendi.
2.2.4. Enzim aktivite tayinleri

Lakkaz aktivitesi 2,2’-azinobis-(3 etilbenzotiyazolin- 6-siilfonik asit) (ABTS)’in 420
nm’deki enzimatik oksidasyonunun &lgiilmesi ile belirlendi (¢ = 3,6 x 10* cm™ M™).
(Eggert vd 1996). Reaksiyon karigimi 300 pL ekstraseliiler akigkan, 300 uL 1 mM
ABTS ve 0,1 M Na Asetat tamponu (pH 4,5) igerir.

Mn peroksidaz (MnP) (EC 1.11.1.13) aktivitesi pH 4,5’de H,O,’in malonik asiti
oksidasyonundaki artisn 270 nm’deki Slgiilmesi ile belirlenir(e = 11590 M. cm™ )

(Wariishi 1992).

2.2.5. Fluoren tayini
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HPLC’de hareketli faz olarak asetonitril:su (70:30, V/V) kullanilip, 0,5 mL/dakika
akis hizinda ¢alisildi. Analiz 254 nm’de gergeklestirildi. Her bir 6rnek ii¢ kez enjekte

edildi ve ortalamas1 alindi.
2.2.5.1. Ornek alma

30 giinliik periyotlarda beser giin arayla steril ortamlarda 1 mL Ornek almarak

HPLC’de fluoren tayini ve enzim aktivite tayinleri i¢in kullanildi.
2.2.5.2. Ekstraksiyon prosediirii

Fluoren ekstraksiyonu Yuan ve arkadaslar1 (Yuan vd 2000) ve Chang ve arkadaslar1
(Chang vd 2001a) tarafindan tanimlanan metoda gore yapildi. Bu yonteme gore, 1 mL
ornege 1 mL n-hekzan ilave edilerek ekstraksiyon ii¢ kez tekrarlandi. Toplanan organik
fazlar oda sicakliginda uzaklastirildi. Kalinti, asetonitrilde (1,5 mL) ¢oziiliip 0,45 pm
membrane filtreden gecirildikten sonra Sul.’si HPLC’de analiz i¢in kulllanildi.

2.2.5.3. HPLC analizi

Orneklerdeki fluorenin olgiildiigii  Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi
(HPLC), Diode array dedektér igermektedir. Analiz kolonu; Supelcosil™ LC-18, 4.6
mm x 250 mm (Supelco, Bellefonte, PA)’dir.

2.2.6. GC-MS analizi

Analiz i¢in kullanilan Shimadzu GC-2010, gaz kromatografisi MS-QP2010 plus
kiitle spektrometresi, AOC-20s otomatik Ornekleyici ve AOC-20i otomatik injektor
icermektedir. 30m x 0.25mm boyutlarinda teknokroma SMS fused silica kapiller kolon
(Teknokroma, Barcelona, Spain) kullanilmistir. Kolon sicaklik program; ilk 1 dakika
60°C’de, daha sonra dakikada 10 °C artacak sekilde 200 °C’ye ¢ikarilip bu sicaklikta 15
dakika kalacak sekilde programlanmistir. Calisma sirasinda helyum tasiyicit gazi (10
ml/dakika) kullanilarak, splitless modunda 1 pL oOrnek injeksiyon hacminde

calisilmistir. GC-MS interfaz sicakligi 250 °C’dir.
2.2.7. FT-IR analizi

Ekstrakte edilen 6rnekler Perkin Elmer spektrometre BX FT-IR sistemi kullanilarak
FT-IR spektrumlar1 alind1.

2.3.  Serbest Hiicreler ile Fuoren Yikimi
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Tanimlanmis ortamlar kullanilarak fluorenin biyolojik giderimi calisildi. Enzim
tiretim (50 mL) ortamina 30 mg/L fluoren ilave edilip (Pazarlioglu vd 2005), 26°C’de
175 rpm’de inkiibe edildi. 30 giin siire ile beser giinliik periyotlarda ortamlardan

ornekler alind1

2.4. Hiicre Immobilizasyonu

0,5 gr olarak tartilan tasiyicilar erlende sterilize edilerek iizerlerine homojenize
edilmis hiicre siispansiyonu ilave edildi. Immobilizasyon, sabit miktardaki tastyicilar
lizerinde 12 saat boyunca 60 rpm’lik ¢alkalama hizinda 26 °C’de orbital ¢alkalayicida
gergeklestirildi. Hiicrelerin tasiyicilar iizerinde adsorpsiyonlar: i¢in optimum kosullar
belirlendi (bkz Bo6lim 2.3.3). Immobilizasyonun baslangicindan itibaren belirli
araliklarla ortamdan alman orneklerin ODsqp (560 nm’deki optik yogunluk) degerleri

okunarak tutunmayan hiicre yogunlugu belirlendi.
2.4.1. Tasiyic1 materyalin hazirlanmasi

Polistiren kopiik, Amberlite XAD-7 (20-60 Mesh) ve Amberlite XAD-2000 (20-60
Mesh) tasiyicilar1 otoklavlanarak kullanildi. Ponza (16-20 Mesh) ve kum 3 N HCI ile
yikand1. Ardindan sulu fazda CI” iyonlar1 kalmayincaya kadar saf su ile yikandi. Ikinci
adimda tastyic1 0,5 M NaOH ile muamele edildi, saf su ile yikand1 ve etiivde kurutuldu.

Kurutulan kum 900 °C’lik firinda 1 saat bekletildi.

2.4.2. Hiicre siispansiyonunun hazirlanmasi

Pleurotus ostreatus (2) % 2 (w/v) malt ekstrakt ve 2,5 mg/L fluoren igeren
ortamlarda 4 °C’de buzdolabinda saklandi ve 26 °C’de 3 giin aktive edildi. Miseller
steril % 0,9 NaCl ile 100 mL % 2 malt ekstrakt broth (pH 4,5) iceren 250 mL’lik
erlenlere aktarildi ve 4 giin 26 °C ve 175 rpm’de orbital ¢alkalayicida inokiile edildi.
Olusan pelletlerden 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 adet alinarak agirliklar1 6l¢iildii ve 20 mL
tampon (Asetik asit/Sodyum asetat pH 4,5) ilave edilerek homojenize edildi.

2.4.3. Tasiyia Yiizeyinde Hiicrelerin Immobilizasyon Kosullarinin Optimizasyonu
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Baglangic hiicre miktar1 ve hiicre yasmin immobilizasyona etkileri arastirilarak

optimum immobilizasyon kosullar1 optimize edildi.
2.4.4. Hiicre Adsorpsiyonunun Zamanla Degisimi

Adsorplanan hiicre miktarmi belirlemek igin, farkli miktardaki hiicrelerin ODs¢, degerleri

olciildii ve g/L hiicre miktarma karsilik grafige gegirildi.

Tastyicilar  lizerinde adsorplanan hiicrelerin  zamanla degisimi izlendi. Tastyict
materyallerden 0,5’er g ayni boyutlardaki erlenlerde tartildi ve {izerlerine 20 mL hiicre
siispansiyonlar1 ilave edildi. Baslangicta ilave edilen siispansiyonun ODsg degeri okunarak
hiicre miktarlar1 hesaplandi. Erlenler 26 °C’de 60 rpm hizinda ¢alkalayicida inkiibasyona
birakildi. Bir saat araliklarla (toplam 12 saat) erlenler ¢alkalayicidan alindi tagiyici materyallerin
¢okmesi i¢in belli siire beklendi ve sivi ortamda kalan serbest hiicrelerin miktari, ODsgo degeri

okunarak belirlendi.
2.4.5. Baslangi¢c Hiicre Miktarimin Etkisi

Baslangic  hiicre miktarmin  immobilizasyona etkisi arastirildi.  Tasiyici
materyallerden 0,5 g alinarak {izerlerine 20 mL baslangic ODseo degeri belirlenen hiicre
siispansiyonu (2-4-6-8-10-12-14 pellet igeren) ilave edildi. 26 °C’de 60 rpm’ lik
calkalama hizinda 12 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda siispansiyondan alman

orneklerin ODsgo degerleri okunarak baglanan hiicre miktari tayin edildi.
2.4.6. Hiicre Yasimin Etkisi

Immobilizasyona hiicre yasinmn etkisi arastirildi. Bu amagla 3 ve 4 giinliik Pleuratus
osteratus (2) hiicre pelletleri ile ¢alisildi. 12 saatlik siire diliminde her saat bas1 6rnek

almarak ODsgo degerleri okunup ortamda kalan serbest hiicre miktar1 belirlendi.
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2.5. immobilize Hiicrelerle Fluoren’in Yikim

Serbest hiicrelerle yapilan calisma segilen immobilize fungus ile de gerceklestirildi.
Fluoren’in yikiminin incelenmesi icin kesikli calkalamali ve kesikli dolgu yatak

reaktora kuruldu.

Kesikli ¢alkalamali reaktor igerisinde 1,0 g hiicre asilamasi yapilmis, 1,5 g ponza
iizerine 50 mL fluoren (5-10-20-30-40-50 mg/L) c¢ozeltisi ilave edilerek reaktor
calistirildi. Farkli zaman araliklarinda alinan Orneklerde fluoren tayini yapilarak
fluoren’in yikimi zamana kars1 izlendi.

Kesikli dolgu yatak reaktorii Sekil 2.1°de goriildiigii gibi kuruldu. Sistem
havalandirmali 6rnek haznesiyle birlestirildi. Kesikli dolgu yatak reaktor icerisinde 1,0
g hiicre doldurulup, 1,5 g ponza iizerine 50 mL fluoren (30 mg/L) ¢ozeltisi ilave
edilerek reaktor calistirildi. Farkli zamanlarda 6rnek haznesinden alinan g¢ozeltilerde
fluoren igerigi tayin edildi. Kurulan reaktdr sisteminin bazi 6zellikleri Tablo 2.1°de

verildi.

Reaktor

Eaiyostat j

Omek Alma

Chmek
Haznesi

7\

Peristaltik
Pompa

©Manyetik Kangtuoic

Sekil 2.1 Kesikli dolgu yatak reaktorii

Kurulan reaktdr sisteminin bazi 6zellikleri Tablo 2.3’de verildi. Toplam 50 mL
ornek hacmi baz almarak, yikim yiizdesinin limit degeri olan 30 mg/mL
konsantrasyonundaki fluorenin 2 mlL/dakika akis hizinda immobilize hiicreler

tarafindan yikilabilirligi arastirildi.

Tablo 2.3 Sistem parcalarmin 6zellikleri
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Reaktor capi 1,2 cm
Reaktor boyu 10,0 cm
Ornek haznesi hacmi (bos) 50 Ml
Ornek haznesi hacmi (dolu) 46,5 ml
Ponza hacmi 3.5mL
Ponza miktar 15¢g
Akis Hiza 2 ml/dakika
Fluorene Konsantrasyonu 30 mg/L

2.5.1. immobilize Hiicrelerle Tanimlanmis Ortamlarda Fluoren Yikimu

Immobilize hiicrelerle kesikli ¢alkalamali sistemde farkli konsantrasyonlardaki
fluorenin(5-50 mg/L) yikimi ¢alisildi ve kesikli dolgu yatak reaktorii i¢in ¢alisilacak
fluoren konsantrasyonu belirlendi. Daha sonra Kesikli dolgu yatak reaktorii kurulup

kolon sisteminde tanimlanmig ortamlarda 30 mg/L fluorenin giderimi ¢alisildi.

2.5.2. immobilize Hiicrelerle Sentetik Atik Suda Fluoren Yikimi

Kesikli dolgu yatak reaktdriinde 30 mg/L fluoren igeren inorganik ve organik
bilesen agirlikli sentetik atik su 1 ve 2 ortamlar1 ile calisildi (Tablo 2.2). Yapilan
calismada 30 giin icinde periyodik olarak aliman orneklerdeki fluoren miktari,
ekstraksiyon sonrasinda HPLC’de analiz edilerek hesaplandi. Bunun yaninda, fluoren’in
yikimi, ardisik kullanimlar ile reaktoriin performansi test edildi. Bu amaca yonelik
olarak, 24 giin i¢inde periyodik olarak alinan 6rneklerdeki fluoren miktari, ekstraksiyon
sonrasinda HPLC’de analiz edilerek hesaplandi. 24. giinlin sonunda ortama tekrar 30
mg/L fluoren igeren ortam ilave edildi. Bu islem 3 kez tekrarland1 ve yikim 72 giin

sonra sonlandirildi.

Calismada g¢evrenin organik kirleticiler tarafindanda yogun olarak kirletildigi goz
Oniine alinarak, organik bilesen igerikli sentetik atik su ortaminda da fluorenin yikimi

calisildi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Fluoren Yikimi i¢in Uygun Organizmanin Belirlenmesi

3.1.1. Trametes versicolor ile Fluoren Biyodegradasyonu

T. versicolor’in glukoz iceren ortamlarda 30 mg/L fluoren’i degrede edebilme
yetenegi 30 gilin periyodik olarak alinan Orneklerdeki fluoren miktar1i HPLC ile
izlenerek arastirildi. 100 mg/L. konsantrasyonundaki fluoren standardinin alikonma
zamani 14,355 dakika olarak belirlendi. Elde edilen kromatogramlar ekler bolimiinde
(Ek-1) verilmektedir. Fluoren yikimin da kontrol amagli olarak, hiicre igermeyen
ortamda fluorenin ortamdan uzaklagma miktarmi belirlemek i¢in yikim siiresi boyunca
kontrol deneyleri yapildi. Hesaplamalar yapilirken bu deneylerde esas alinarak biyolojik

giderim yiizdeleri hesaplandi.
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Sekil 3.1 T. versicolor ile fluoren’in biyodegradasyonu

30 mg/L fluoren’in 7. versicolor ile biyodegradasyonu sirasinda lakkaz ve MnP
enzim aktivitelerinin degisimleri de izlendi. Olgiimler sonucunda, 20. giin ve sonrasinda
her iki enzimin de aktivite gostermedigi saptandi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.2°de

verildi. 7. versicolor ile fluoren’in biyolojik yikimi sirasinda 15. glinden sonra
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ekstraseliiler lignolitik lakkaz ve MnP enzimleri inhibe olmus ve aktivite gzlenmemis

olup, bu siireye kadar 30 mg/L fluoren %27,82 degerinde biyolojik yikima ugramistir.
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Sekil 3.2 T. versicolor lakkaz ve MnP enzimi aktivitesinin 30 giin i¢cindeki degisimi

3.1.2. Ganoderma carnasum ile Fluoren Biyodegradasyonu

Ganoderma carnasum’un glukoz iceren ortamlarda 30 mg/L fluoren’i degrede
edebilme yetenegi 30 giin periyodik olarak alinan orneklerdeki fluoren miktart HPLC
ile izlendi. Fluoren standardi temel alinarak o6rneklerdeki fluoren miktar1 hesaplandi.
Elde edilen kromatogramlar ekler boliimiinde (Ek-2) verildi. Kromatogramlardan elde
edilen sonuglara gore 25. giine kadar fluoren konsantrasyonunda azalma tespit edilmis
olup, 25. giinden sonra fluoren miktarinda degisim gozlenmemistir. Yikim sirasinda
lakkaz ve Mn-peroksidaz enzim aktivitelerinde izlendi ve 7. giinde de maksimum
aktiviteler tespit edilirken, 25. glinden sonra inhibisyon oldugu goriilmiistiir. Bu da 25.

gilinden sonra fluoren miktarmda degisimin olmayisini agiklamaktadir.

Orneklerin tamami 3 kez enjekte edildi. Toplam 30 giinde elde edilen veriler Sekil
3.3’ de verildi. G. carnasum icermeyen ortamlara kontrol amagli olarak 30 mg/L fluoren
ilave edilip, 30 giin siire ile izlendi. Yapilan hesaplamalar sonucunda bu fungus

tarafindan %28,65 oraninda biyolojik yikimin gerceklestigi tespit edildi.
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Sekil 3.3 G. carnasum ile fluoren’in biyodegradasyonu

G.carnasum ile 30 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu sirasinda lakkaz ve MnP
enzim aktivitelerinin degisimleri izlenip bunlarm yikimdaki rolleri arastirildi. Periyodik
olarak Olciilen enzim aktiviteleri sonucunda 30. giin her iki enzimin de aktivite
gostermedigi saptandi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.4°de verildi. Fluoren’in G.
carnasum ile biyolojik yikimi esnasinda 30. giin lakkaz ve MnP enzimleri tayin
edilemeyisi her iki enzimin de 25. giinden sonra inhibe oldugunu géstermektedir. Buna

paralel olarak fungal yikim da tespit edilememistir.
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Sekil 3.4 G. carnasum lakkaz ve MnP enzimi aktivitesinin 30 giin i¢indeki degisimi

3.1.3. Trametes trogii ile Fluoren Biyodegradasyonu
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Trametes trogii’nin glukoz iceren ortamlarda 30 mg/L fluoren’i biyolojik yikima
ugratabilme yetenegi 30 giin periyodik olarak alinan 6rneklerdeki kalan fluoren miktari
HPLC ile izlendi. Fluoren standardi yardimiyla 6rneklerdeki fluoren miktar1 hesaplandi.
Enjeksiyon sonrasi elde edilen kromatogramlar ekler boliimiinde (Ek-3) verildi. Alinan
orneklerin HPLC ile analizi sonucunda elde edilen kromatogram sonuglarma gore 25.
gline kadar fluoren konsantrasyonunda azalma goriildii, 25. giinden sonra fluoren

miktarinda degisim tespit edilmedi.

Orneklerin tamami 3 kez enjekte edildi. Toplam 30 giinde elde edilen veriler Sekil
3.5’de verildi. Fluorenin ucucu 6zelligi nedeniyle, 7. trogii icermeyen ortamlara kontrol
amagcl olarak 30 mg/L fluoren ilave edilip, 30 giin siire ile izlendi. Uzaklasan fluoren
miktarida dikkate almarak, hesaplamalar sonucunda % 30,72 oraninda biyolojik yikim

gozlendi..
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Sekil 3.5 T trogii ile fluoren’in biyodegradasyonu

30 mg/L fluoren’in 7. trogii ile biyodegradasyonu esnasinda lakkaz ve MnP enzim
aktivitelerinin degisimleri izlenip bunlarin yikimdaki rolleri arastirildi. 30 giin i¢inde
periyodik olarak olciilen enzim aktiviteleri sonucunda 30. giin her iki enzimde aktivite
tespit edilmedi. Ol¢iim sonucunda elde edilen veriler Sekil 3.6°da veridi. 7. trogii ile
fluoren’in biyolojik yikimi sirasinda 25. giinden sonra ekstraseliiler lignolitik lakkaz ve
MnP enzimlerine iliskin aktivite gozlenmedi. Her iki enzimin aktivite gdstermemesi

sonucunda fungal yikim gozlenmedi. Bu siireye kadar 30 mg/L fluorenin %30,72
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oraninda biyolojik giderime wugradigi kromatogramlardan elde edilen veriler

dogrultusunda saptandi.
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Sekil 3.6 T. trogii lakkaz ve MnP enzimi aktivitesinin 30 giin i¢indeki degisimi

3.1.4. Pleuratus osteratus(1) ile Fluoren Biyodegradasyonu

Pleuratus osteratus(1) un glukoz iceren ortamlarda fluoren’i (30 mg/L) degrede
edebilme yetenegi 30 giin periyodik olarak alman orneklerdeki fluoren miktar1t HPLC
ile izlenip, fluoren standardi temel alinarak Orneklerdeki fluoren miktar1 hesaplandi.

Elde edilen kromatogramlar ekler (Ek-4) boliimiinde verildi.

Kromatogramlardan elde edilen sonuglara gore 25. giine kadar fluoren
konsantrasyonunda azalma tespit edildi fakat 25. giinden sonra fluoren miktarinda
degisim gozlenmedi. Orneklerin tamami 3 kez enjekte edildi. Toplam 30 giinde elde
edilen veriler Sekil 3.7°de verildi. P.osteratus(l) icermeyen ortamlara kontrol amacli
olarak 30 mg/L fluoren ilave edilip, 30 giin siire ile izlendi. Yapilan hesaplamalar

sonucunda % 37,96 oraninda biyolojik yikim saptandu.
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Sekil 3.7  P. ostreatus(1) ile fluoren’in biyodegradasyonu
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P.ostreatus(1) ile 30 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu sirasinda lakkaz ve MnP

enzim aktivitelerinin degisimleri izlenip bunlarin yikimdaki rolleri arastirildi. Periyodik

olarak 6lciilen enzim aktiviteleri sonucunda 30. giin her iki enzimde aktivite gdstermedi.

Elde edilen sonuglar Sekil 3.8°de verilmektedir. Pleurotus ostreatus (1) ile fluoren’in

biyolojik yikimi sirasinda 25. giinden sonra ekstraseliiler lignolitik lakkaz ve MnP

aktiviteleri inhibe oldugu icin bu siireye kadar 30 mg/L fluorenin %37,96 biyolojik

giderime ugradig: belirlendi.
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Sekil 3.8  P. ostreatus(1) Lakkaz ve MnP enzimi aktivitesinin 30 giin i¢indeki degisimi

3.1.5. Pleurotus ostreatus (2) ile Fluoren Biyodegradasyonu
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Pleurotus ostreatus (2)'un glukoz iceren ortamlarda fluoreni (30 mg/L) biyolojik
yikima ugratabilme yetenegi 30 giin periyodik olarak alinan Orneklerdeki fluoren
miktar1 HPLC ile izlenip, fluoren standardi temel almnarak orneklerdeki fluoren

miktarlar1 hesaplandi. Kromatografik analiz sonucunda elde edilen kromatogramlar

ekler boliimiinde (Ek-5) verildi.

Alinan 6rneklerin HPLC ile analizi sonucunda elde edilen kromatogram sonuglarina
gore 25. giine kadar fluoren konsantrasyonunda azalma goriilmekle beraber, 25. giinden
sonra fluoren miktarmda degisim tespit edilmedi. Orneklerin tamami 3 kez enjekte
edildi. Toplam 30 giinde elde edilen veriler Sekil 3.9°da verildi. P. ostreatus(2)
icermeyen ortamlara kontrol amagli olarak 30 mg/L fluoren ilave edilip, 30 giin siire ile

izlendi. Yapilan hesaplamalar sonucunda %385,21 oraninda biyolojik yikim oldugu tespit
edildi.
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Sekil 3.9  P. ostreatus(2) ile fluoren’in biyodegradasyonu

30 mg/L fluoren’in P. ostreatus(2)ile biyodegradasyonu esnasinda lakkaz ve MnP
enzim aktivitelerinin degisimleri izlenip bunlarin yikimdaki rolleri arastirildi. 30 giin
icinde periyodik olarak Olclilen enzim aktiviteleri sonucunda 30. giin her iki enzimde
aktivite gozlendi. Olciim sonucunda elde edilen veriler Sekil 3.10°de verildi. P.
ostreatus(2) ile fluoren’in biyolojik yikimi esnasinda 25. glinden sonra ekstraseliiler
lignolitik lakkaz ve MnP aktiviteleri tespit edilemedi. Bu siireye kadar 30 mg/L fluoren
%385,21 biyolojik yikim saptandi. Yapilan calismada fluoreni en iyi yikima ugratan,
fungus tiirli P. ostreatus(2) olarak belirlendi. Secilen bu fungus ile yikim sartlar

optimize edilerek ve planlanan diger caligmalar gerceklestirilestirildi.
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Sekil 3.10  P. ostreatus(2) Lakkaz ve MnP enzimi aktivitesinin 30 giin i¢indeki degisimi

Farkli funguslara iliskin yikim yiizdeleri Tablo 3.1°de verildi. En iyi biyolojik
giderim P. ostreatus(2) susunda gozlemlendi. Kullanilan diger P. ostreatus(I) susu ile
karsilastirildiginda, P. ostreatus(2)’nin diger susa gore yikimdaki stiinligi
muhtemelen daha gen¢ olmasi ile aciklanabilir. Diger organizmalar icerdikleri
ekstraseliiler enzimlerin aktiviteleri agisindan farklilik gostermektedirler bu nedenlede
P. osteratus(2) organizmasi, yiiksek izlenebilir Lakkaz ve Mn-peroksidaz enzim
aktiviteleri gostermesi bakimindan tstiindiir. Bu 6zelligi sayesinde fluoreni daha iyi bir

sekilde yikima ugratmustir.

Tablo 3.1 Farkli funguslarla fluorenin yikim yiizdeleri

% Biyodegradasyon

Trametes versicolor 27,82
Ganoderma carnosum 28,65
Trametes trogii 30,72
Pleurotus ostreatus (1) 37,96
Pleurotus ostreatus (2) 85,21

3.2. Pleurotus ostreatus (2) ile Farkh Fluoren Konsantrasyonlarinda Yikim
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Pleurotus ostreatus (2)’un fluoreni degrede edebilme yetenegi 5-10-20-30-40-50
mg/L fluoren igeren ortamlarda arastirildi. 30 giin periyodik olarak alinan 6rneklerdeki

fluoren miktar1 HPLC ile izlenerek hesaplandi. Elde edilen kromatogramlar ekler

bolimiinde (Ek-6, Ek-7, Ek-8, Ek-9, Ek-10, Ek-11) verilmektedir.

Kromatogramlardan elde edilen veriler grafige ge¢irildiginde, en 1y1 yikimin 5 mg/L
fluoren iceren ortamlarda oldugu belirlendi (Sekil 3.11). Pleurotus ostreatus (2)
icermeyen ortamlara kontrol amagli olarak farkli konsantrasyonlarda fluoren ilave

edilip, 30 giin siire ile izlendi (Sekil 3.12).

—e— 5 mg/L. —+—10mg/lL —<—20mg/L
60 —4—30mgL —=—40mg/lL ——50mgL

Fluoren Konsantrasyonu
(mg/L)
w
=

0 [ T T !

0 10 20 30 40
Zaman (Giin)

Sekil 3.11 Pleurotus ostreatus (2) ile farkli konsantrasyonlardaki fluoren’in yikim ¢aligmasi

Farkli konsantrasyonlarda gerceklestirilen biyologik giderim sirasmnda ayni
konsantrasyonlarda fluorenin ortamdan uzaklagma miktarmi belirlemek i¢in hiicre
cemreyen ortamlardaki fluoren miktarlar1 yikim siiresi boyunca izlendi. Elde edilen

degerlerde dikkate almarak biyolojik giderim yiizdeleri hesaplandi.
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Sekil 3.12  Pleurotus ostreatus (2) ile farkli konsantrasyonlardaki fluoren’in kontrol ¢alismasi

Pleurotus  ostreatus  (2) ile farkli  konsantrasyonlardaki fluoren’in
biyodegradasyonu sirasinda lakkaz ve MnP enzim aktivitelerinin degisimleri izlenip
bunlarin yikimdaki rolleri arastirildi. Periyodik olarak olgiilen enzim aktiviteleri
sonucunda 30. giin her iki enzimde aktivite gostermedigi belirlendi. Elde edilen
sonuclar Sekil 3.13-3.14’ de verildi. Elde edilen veriler degerlendirildiginde 10. giinden
sonra her iki enziminde aktiviteleri azalmaya basladi ve 25. glinden sonra aktivite tespit
edilemedi. Bu verilerden yola ¢ikilarak fluoren yikimm agirlikli olarak ligninolitik
enzimlerin lretiminin etkin oldugu inkiibasyonun ilk10 giinii igerisinde gerceklestigini

s0ylemek miimkiindiir.

—— 5 mg/L —%— 10 mg/L ——20 mg/L
30 4 —4&—30mgL —8— 40 mg/L —— 50 mg/L

Lakkaz Akt. (U/L)

0 10 20 30 40
Zaman (Giin)

Sekil 3.13 Pleurotus ostreatus (2) Lakkaz enzim aktivitesinin farkli konsantrasyonlardaki
fluoren iceren ortamlardaki degisimi
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Sekil 3.14 Pleurotus ostreatus (2) MnP enzim aktivitesinin farkli konsantrasyonlardaki fluoren
iceren ortamlardaki degisimi

Kromatogramlardan elde edilen veriler dogrultusunda biyolojik giderim yiizdeleri
hesaplandi ve Tablo 3.2°de verildi. Hesaplanan giderim yiizdelerine bakildiginda en iyi
giderimin %92,95 olup (5 mg/L fluoren) oldugu goriilmektedir. 30 mg/L fluorenin de
%85,21 giderime ugradigr hesaplandi. 30 mg/L’nin {stiindeki  fluoren
konsantasyonlarinda biyolojik giderim azaldi. Bu nedenle ilerleyen calismalarda 30

mg/L fluoren konsantrasyonu temel alind1.

Tablo 3.2 Pleurotus ostreatus (2) ile farkli konsantrasyonlardaki fluoren’in % biyolojik
giderimleri

Fluoren(mg/L) % Biyolojik giderim

5 92,95
10 92,95
20 89,35
30 85,21
40 71,42
50 71,11

Fluoren konsantrasyonuna bagli yikim hizlar1 hesaplanip Sekil 3.15°de verildi.

Biyolojik giderim sirasinda farkli konsantrasyonlardaki fluorenin giderim miktarlar:



40
esas alnarak yikim hizlar1 incelendiginde konsantasyon arttik¢ca yikim hizininda arttigi

tespit edildi.
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Sekil 3.15 Pleurotus ostreatus (2) ile Fluoren’in biyodegradasyonunda yikim hizlari

Inkiibasyon sirasinda beser giinliik periyotlarda 30 giin siiresince alman 6rneklerde
3,5-DNS (3,5-Dinitro salisilik asit) metodu ile indirgen seker takibi yapilarak,
ortamdaki karbon kaynagmin diizeyi arastirildi. 10 mg/L, 20 mg/L, 30 mg/L, 40 mg/L
ve 50 mg/L fluoren iceren ortamlarda 20. giinden sonra, 5 mg/L fluoren iceren ortamda
ise 15. glinden sonra glukoz goézlenmedi (Sekil 3.16). Sekil 3.16’da goriildigii gibi
fluorenin 10-50 mg/L konsantrasyon araliklarinda 20.giinden sonra, 5 mg/L
konsantrasyonundal5.giinden sonra ortamdaki glukoz miktar1 tiikenmistir. Karbon

kaynag1 glukozun, fluoren yikiminda kosubstrat oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 3.16 Farkli konsantrasyonlardaki fluoren igeren ortamlardaki glukoz diizeyi

Inkiibasyon sirasinda beser giinliik periyotlarda erlerdeki biyokiitleler siiziiliip
30°C’de kurutuldu ve tartilarak her bir fluoren konsantrasyonu i¢in biyokiitleler 30 giin
boyunca belirlendi. Inkiibasyonun 15. giiniinden sonra biyokiitle miktar1 azald
dolayisiyla 15. giinden sonrada fluoren yikiminda ¢ok fazla degisim gozlenmemistir

(Sekil 3.17).

Inkiibasyonun 10. giiniinden sonra ortamdaki glukozun hizl bir sekilde azalis1 ayni
zamanda biyokiitlenin azalisinida agiklamaktadir. Lakkaz ve Mn-peroksidaz enzim

aktiviteleride 15. glinden sonra belirgin sekilde azalmaktadir.

——50mgL —=—40mg/llL. —a—30mg/L
086 4 —20mglL ——10mgL —e—5SmglL

Biyokiitle (g/100mL)

0,66 \ \ \ \ \ \
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Sekil 3.17 Farkli konsantrasyonlardaki fluoren igeren ortamlardaki biyokiitle miktari
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3.3. Pleuratus osteratus (2) Uzerine Fluoren’in Biyosorpsiyonunu

30 gilin icinde beser gilinliikk periyotlarda alinan 6rneklerdeki ekstraksiyon sonrasi
fluoren miktar1 HPLC yardim ile izlendi. Ortamdan uzaklasan fluorenin belirlenmesi

icin kontrol ¢alismasi yapilarak uzaklasan fluoren miktarlari hesaplandi.

Tablo 3.3 Pleurotus ostreatus (2) biyokiitlesi ile farkli konsantrasyonlardaki fluoren’in
biyosorpsiyon ¢alismasi

50 mg/. 40mg/L. 30mg/L. 20mg/L. 10mg/LL 5 mg/L

Giin |FL FL FL FL FL FL

0 49,95 39,96 29,97 19,98 9,97 4,97
5 49,85 39,86 29,85 19,86 9,85 4,94
10 49,75 39,77 29,78 19,77 9,88 4,89
15 48,98 38,98 28,99 19,78 9,88 4,88
20 48,81 38,81 28,82 19,69 9,81 4,87
25 48,81 38,80 28,80 19,64 9,81 4,86
30 48,81 38,81 28,82 19,62 9,81 4,86
%Doniis. 2,30 2,86 3,84 1,78 1,55 2,06
% uzak. 2,33 2,86 3,87 1,77 1,61 2,04
%Biosorp. -0,03 0,0 -0,03 0,01 -0,07 0,0

Elde edilen veriler incelendiginde, fluorenin Olii fungal biyokiitle tarafindan
sorplanmadig1 goriildii (Tablo 3.3). Bu durumda fluorenin; biyosorpsiyona ugramadigi,

Pleurotus ostreatus (2) tarafindan degrade edildigi sdylenebilir.

3.4. Pleurotus ostreatus (2)’un Farkh Tasiyicilarda immobilizasyonu

Ponza (16-20 Mesh), polistriren kopiik, kum (200 ile 500 mikron), Amberlite XAD-
7 (20-60 Mesh) ve Amberlite XAD-2000 (20-60 Mesh) tasiyicilar1 kullanildi.
Immobilizasyon kosullarinin optimizasyonu sirasinda zaman, hiicre miktar1 ve hiicre

yasinin etkileri arastirildi

3.4.1. Ponza ile P. ostreatus’un immobilizasyonu
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P. ostreatus (2) % 2 (w/v) malt ekstrakt ve 2,5 mg/L fluoren igeren ortamlarda
4°C’de buzdolabinda saklandi ve 26 °C’de 3 giin aktive edildi. Miseller steril 0.9%
NacCl ile 100 mL %2 malt ekstrakt broth (pH 4,5) iceren 250 mL’lik erlenlere aktarildi.
3 ve 4 giin 26 °C ve 175 rpm’de orbital ¢alkalayicida inokiile edildi. Her iki (3 ve 4
giinliik) olusan pelletlerden 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 adet almip agirliklar1 6lgtiliip, 20 ml
tampon (Asetik asit/Sodyum asetat pH 4,5) ilave edilerek homojenize edildi. 0,5 gr
olarak tartilan ponza erlende sterilize edilip, iizerlerine homojenize edilmis hiicre
siispansiyonu ilave edildi. immobilizasyon, 12 saat boyunca 60 rpm’lik ¢alkalama

hizinda gerceklestirildi.

y = 0.1057x
r2 = 0.9976

ODs60nm

0 1 2 3 4 5 6
Hiicre miktan (gr/L)

Sekil 3.18 Farkli miktardaki Pleurotus ostreatus (2) hiicrelerinin absorbans degisimleri

P. ostreatus (3 gilinliik) hiicreleriyle gergeklestirilen immobilizasyonda hiicre
miktarma bagl olarak % Adsorplanan hiicre miktarinin degisimi Tablo 3.4’de
verilmektedir. 2 ve 4 giinliik pelletler 10 saat i¢ginde tamamen ponza lizerine tutundu
ancak ponzanin yiizey porozitesi diisiiniildiigiinde 6 pellet ile adsorpsiyonun daha iyi

oldugu goriilmektedir.

Tablo 3.4 3 giinlik P. ostreatus hiicrelerinin ponza iizerine immobilizasyonunda hiicre
miktaria bagl olarak % Adsorplanan hiicre miktarmin degisimi
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Pellet Sayis1 (3 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet Agirh (gr) (3 Giinliik) 0,072 0,153 0233 0,301 0,371 0442 0,502

% Adsorplanan Hiicre/0,5 g Ponza 100 100 97,91 72,49 57,07 44,39 42736

P. ostreatus’un ponzaya immobilizasyonda ortamdaki serbest ve adsorplanan hiicre
miktariin zamana baglh olarak degisimi Sekil 3.19 ve Sekil 3.20°de gosterilmektedir.

Grafikler incelendiginde 6 pellet ile immobilizasyonun 10 saatte tamamlandigi

sOylenebilir.

——0,072gr —=—0,153 g —4—0,233¢r
—>—030lgr —=x—0371g ——0442¢r
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Sekil 3.19 P. ostreatus’un (3 gilinliikk) ponzaya immobilizasyonda ortamdaki serbest hiicre
miktarinin (gr) zamana bagl olarak degisimi

P. ostreatus’un (3 giinliik) ponzaya immobilizasyonunda 0,5 gram tasiyic1 basina en

iyl adsorpsiyonun 0,233 gr hiicre iceren ortamda oldugu belirlendi (Sekil 3.20).

Immobilizasyon islemi 10 saatte tamamlanmustr.
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——0,072gr —=—0,153 g —4—0,233¢gr
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0.25 - —— 0,502 gr

Adsorplanan Hiicre (ODs¢onm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.20 P. ostreatus’un (3 ginliik) ponzaya immobilizasyonda adsorplanan hiicre
miktarinin zamana baglh olarak degisimi

P. ostreatus’un (3 giinliik) ponzaya immobilizasyonunda pellet agirhiginina karsi %
adsorplanan hiicre miktar1 grafige geg¢irildiginde, 0,5 gr tasiyici basmna 0,233 gr (6
pellet) hiicrenin adsorpsiyonunun c¢ok 1iyi oldugu Sekil 3.19 ve Sekil 3.20’de
goriilmektedir. Biitlin elde edilen veriler degerlendirildiginde P. ostreatus’un (3 giinliik)
ponzaya immobilizasyonunda 10 saatte ponza iizerine yaklasik 0,46 gr hiicre/ gr tasiyici

adsorplanabildigi soylenebilir (Sekil 3.21).
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0
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Sekil 3.21 P. ostreatus’un (3 giinliik) ponzaya immobilizasyonda adsorpsiyonun pellet
agirligina bagl olarak degisimi
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P. ostreatus (4 glnliik) hiicreleriyle gergeklestirilen immobilizasyonda, hiicre

miktarma bagl olarak %Adsorpsiyonun degisimi Tablo 3.5’de verilmektedir.

Tablo 3.5 4 giinliik P. ostreatus hiicrelerinin ponza iizerine immobilizasyonunda hiicre
miktarina bagl olarak % Adsorpsiyonun degisimi

Pellet Sayis1 (4 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet Agirhi (gr) (4 Giinliik) 0,081 0,164 0246 0317 0,383 0453 0516

% Adsorplanan Hiicre/0,5 g Ponza 93,02 92,98 86,11 70,22 46,19 43,47 42,94

Tablo 3.5’den, 2 ve 4 adet pelletin 10 saat i¢inde %90’dan fazla miktarda ponza
iizerine tutundugu gorilmektedir. P. ostreatus’un ponzaya immobilizasyonda ortamdaki
serbest ve adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi Sekil 22 ve Sekil
3.23’de gosterilmektedir. Grafikler incelendiginde 2 pellet ile immobilizasyonun 10
saatte tamamlandig1 sOylenebilir fakat ponzanin yiizeyindeki gdzeneklerin tamamen

doldugu s6ylenemez.

—— 0,081 gr —=—0,164g —a—0,246¢gr
0.6 —>%—0,317g  —*%-0383g ——0453¢gr
. —+— 0,516 gr

Serbest Hiicre ( ODs6onm )

1 23 45 6 7 8 9 1011 12
Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.22  P. ostreatus’un (4 ginliik) ponzaya immobilizasyonda ortamdaki serbesthiicre
miktarinin zamana baglh olarak degisimi

Adsorplanan hiicre miktar1 hesaplandiginda 0,5 gr tasiyici basma 0,081 gr ve 0,164
gr hiicrenin en iyi selilde adsorplandig1 Sekil 3.23°de goriilmektedir.
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——0,081gr —=—0,164gr ——0246¢gr
—>*—0,317gr —*%-0383g ——0453¢gr
0.25 - —— 0,516 ar

Adsorplanan Hiicre (ODs¢onm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.23 P. ostreatus’un (4 giinliik) ponzaya immobilizasyonda adsorplanan hiicre miktarinin
zamana bagl olarak degisimi

P. ostreatus’un (4 giinliik) ponzaya immobilizasyonunda pellet agirliginina karsi %
adsorplanan hiicre miktar1, grafige gecirildiginde 0,5 gr tasiyic1 basma 0,081 gr (2
pellet) ve 0,164 gr (4 Pellet) hiicrenin adsorpsiyonunun en iyi oldugu oldugu Sekil
3.24°de goriilmektedir. Biitiin elde edilen veriler degerlendirildiginde P. ostreatus’un (3
giinliik) ponzaya immobilizasyonunda 10 saatte 0,5 gr ponza {lizerine 0,233 gr hiicrenin

adsorplandig1 ve % adsorpsiyonun ¢ok daha iyi oldugu belirlenir.
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Sekil 3.24 P. ostreatus’un (4 giinlik) ponzaya immobilizasyonda % adsorplanan hiicre
miktarmnin, pellet agirligina bagl olarak degisimi

3.4.2. Amberlite XAD-2000 ile P. ostreatus’un immobilizasyonu
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P. ostreatus (2) % 2 (w/v) malt ekstrakt ve 2,5 mg/L fluoren igeren ortamlarda 4
°C’de buzdolabinda gelistirildi ve 26 °C’de 3 giin aktive edildi. Miseller steril 0.9%
NaCl ile 100 mL %2 malt ekstrakt broth (pH 4,5) igeren 250 mL’lik erlenlere aktarildi.
3 ve 4 giin 26 °C ve 175 rpm’de orbital ¢alkalayicida inokiile edildi. Her iki (3 ve 4
giinliik) olusan pelletlerden 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 adet almip agirhiklar1 6l¢iiliip, 20 ml
tampon (Asetik asit/Sodyum asetat pH 4,5) ilave edilerek homojenize edildi. 0,5 gr
olarak tartilan Amberlite XAD-2000 erlende sterilize edilip, lizerlerine homojenize
edilmis hiicre siispansiyonu ilave edildi. immobilizasyon, 12 saat boyunca 60 rpm’lik

calkalama hizinda gergeklestirildi.

P. ostreatus (3 giinliik) hiicreleriyle gergeklestirilen immobilizasyonda hiicre
miktarma bagl olarak % Adsorpsiyonun degisimi Tablo 3.5’de verilmektedir. 2 Pellet
ile yaklasik 10 saat icinde % 91,14 Amberlite XAD-2000 iizerine tutundugu

hesaplanmistir.

Tablo 3.6 3 giinlik P. ostreatus hiicrelerinin  Amberlite XAD-2000 iizerine
immobilizasyonunda hiicre miktarina bagli olarak % Adsorplanan hiicre
miktarmin degisimi

Pellet Sayis1 (3 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet agirh@ (gr) 0,072 0,153 0,234 0,302 0,371 0,442 0,501

% Adsorplanan Hiicre/

0,5 g Amberlite XAD-2000 91,14 82,82 74,59 71,47 58,03 45,97 4223

P. ostreatus’un Amberlite XAD-2000’e immobilizasyonda ortamdaki serbest ve
adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi Sekil 3.24 ve Sekil 3.35’de
gosterilmektedir. Grafikler incelendiginde 2 pellet ile immobilizasyonun 10 saatte

tamamlandig1 sdylenebilir.
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Sekil 3.25 P. ostreatus’un (3 giinliik) Amberlite XAD-2000’e¢ immobilizasyonda
ortamdaki serbest hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi

Sekil 3.26’ya bakildiginda 0,5 tasiyici {izerine en 1yi adsorpsiyonun 0,072 gr hiicre
iceren ortamda oldugu goriilmektedir. Hiicre miktar1 arttikca adsorpsiyonun da azaldigi

goriildil.

—e—0072g -=-0153g —4a0234g
—>—0302gr —*037lgr —e—0442gr
0.25 - —|—0,501 ar

0.2
0.15
0.1
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Adsorplanan Hiicre (ODs6onm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.26  P. ostreatus’un (3 giinliik) Amberlite XAD-2000’¢ immobilizasyonda adsorplanan
hiicre miktarmin zamana bagl olarak degisimi
P. ostreatus’un (3 giinliik) Amberlite XAD-2000’e immobilizasyonunda pellet
agirhigmimna karst % adsorplanan hiicre miktar1 grafige gecirildiginde 0,5 gr tasiyici
basina 0,072 gr (2 pellet) hiicrenin adsorpsiyonunun en iyi oldugu oldugu Sekil 3.26 ve
Sekil 3.27°de goriilmektedir.
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Sekil 3.27 P. ostreatus’un (3 ginlik) Amberlite XAD-2000’¢ immobilizasyonda
%adsorplanan hiicre miktarinin, pellet agirligina baglh olarak degisimi

P. ostreatus (4 giinliik) hiicreleriyle gerceklestirilen immobilizasyonda hiicre
miktarma bagli olarak %Adsorpsiyonun degisimi Tablo 3.7°de verilmektedir. 2 pellet
10 saat icinde %90’dan fazla miktarda ponza iizerine tutundugu goriilmektedir. P.
osteratus’un Amberlite XAD-2000’e immobilizasyonda ortamdaki serbest ve
adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi Sekil 3.28 ve Sekil 3.29’da
gosterilmektedir. Grafikler incelendiginde 2 pellet ile immobilizasyonun 10 saatte
tamamlandig1 soylenebilir.

Tablo 3.7 4 gilinlik P. ostreatus hiicrelerinin  Amberlite XAD-2000 iizerine

immobilizasyonunda hiicre miktarina bagli olarak % Adsorplanan hiicre
miktarmin degisimi

Pellet Sayis1 (4 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet agirhig (gr) 0,078 0,159 0,239 0,307 0,377 0,448 0,508

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Amberlite XAD-2000 82,14 59,88 59,76 53,14 3291 28,17 2448
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—+—0078¢gr —=—0,159¢er —4—0,239gr
%0307 g —*%0377g —e—0,448¢gr
0.6 —— 0,508 gr
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Immobilizasyon Siiresi

Sekil 3.28  P. osrteatus’un (4 ginliikk) Amberlite XAD-2000’e immobilizasyonda ortamdaki
serbest hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi

Sekil 3.29’da goriildiigii gibi adsorplanan hiicre miktar1 ortamda bulunan hiicre

miktar1 arttikca azalmaktadir. Adsorpsiyon en i1yi 0,5 gr ponza {izerine 0,078 gr hiicre

iceren ortamda gerceklesti.

——0,078gr —=—0,159gr —4—0239 gr
= —>—0,307 gr —%—0,377 gr —e—0,448 gr
FYE ——0,508 gr
=
S 015
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8 0 I I I I I I I I I I I 1
=
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Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.29 P. ostreatus’un (4 giinliikk) Amberlite XAD-2000’e immobilizasyonda adsorplanan
hiicre miktarmin zamana bagl olarak degisimi

P. ostreatus’un (4 giinlik) Amberlite XAD-2000’e immobilizasyonunda pellet
agirhiginina kars1 % adsorplanan hiicre grafige gegirildiginde 0,5 gr tastyici basma 0,078

gr (2 pellet) hiicrenin adsorpsiyonunun en iyi oldugu oldugu Sekil 3.30’da

goriilmektedir. Biitlin elde edilen veriler degerlendirildiginde P. ostreatus’un (3 giinliik)
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Amberlite XAD-2000’e immobilizasyonunda 10 saatte 0,5 gr Amberlite XAD-2000

iizerine 0,072 gr hiicrenin adsorplandig1 ve % adsorpsiyonun ¢ok daha iyi oldugu

goriiliir.

90
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40 -
30
20 -
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0 I I I I I 1
0.078 0.159 0.239 0.307 0.377 0.448 0.508
Pellet Agirh@: (gr)

Amberlite XAD-2000

% Adsorplanan Hiicre/0,5 gr

Sekil 3.30 P. ostreatus’un (4 gilnlik) Amberlite XAD-2000’¢ immobilizasyonda %
adsorplanan hiicre miktarinin, pellet agirligina bagl olarak degisimi

3.4.3. Polistiren kopiik ile P. osteratus’un immobilizasyonu

P. ostreatus (2) % 2 (w/v) malt ekstrakt ve 2,5 mg/L fluoren igceren ortamlarda
4°C’de buzdolabinda gelistirildi ve 26°C’de 3 giin aktive edildi. Miseller steril 0.9%
NaCl ile 100 mL %2 malt ekstrakt broth (pH 4,5) igeren 250 mL’lik erlenlere aktarildi.
3 ve 4 giin 26°C ve 175 rpm’de orbital ¢alkalayicida inokiile edildi. Her iki (3 ve 4
giinliik) olusan pelletlerden 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 adet almip agirliklar1 6lgiiliip, 20 ml
tampon (Asetik asit/Sodyum asetat pH 4,5) ilave edilerek homojenize edildi. 0,5 gr
olarak tartilan polistiren kopiik erlende sterilize edilip, tizerlerine homojenize edilmis
hiicre siispansiyonu ilave edildi. Immobilizasyon, 12 saat boyunca 60 rpm’lik ¢alkalama
hizinda gerceklestirildi.

P. ostreatus (3 giinliik) hiicreleriyle gerceklestirilen immobilizasyonda hiicre
miktarma bagli olarak %Adsorplanan hiicre miktarinin degisimi Tablo 3.8’de
verilmektedir. 2 ve 4 Pellet ile yaklasik 10 saat icinde % 80 polistiren kopiik iizerine

tutundugu belirlenmistir.

Tablo 3.8 3 giinliikk P. ostreatus hiicrelerinin polistiren kopiik iizerine immobilizasyonunda
hiicre miktarma bagli olarak %Adsorplanan hiicre miktarmnin degisimi



53

Pellet Sayis1 (3 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet agirhig (gr) 0,076 0,157 0,237 0,305 0,375 0,446 0,506

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Polistiren Kopiik 86,42 80 77,64 73,02 57,84 4523 43,13

P. ostreatus’un polistiren kopiige immobilizasyonda ortamdaki serbest ve
adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagli olarak degisimi Sekil 3.31 ve Sekil 3.32°de
gosterilmektedir. Grafikler incelendiginde 2 ve 4 pellet ile immobilizasyonun 10 saatte

tamamlandig1 soylenebilir.

——0,076gr —=—0,157gr ——0,237¢gr
—>—0,305g —%0375g —e—0446g
0.6 —— 0,506 ar

Serbest Hiicre (ODs6onm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.31 P. ostreatus’un (3 giinliik) polistiren kopiige immobilizasyonda ortamdaki serbest
hiicre miktarmin zamana bagl olarak degisimi

Sekil 3.26’ya bakildiginda 0,5 tasiyici lizerine en iyi adsorpsiyonun 0,072 gr hiicre

iceren ortamda oldugu goriilmektedir. Hiicre miktar1 arttikca adsorpsiyonun da azaldigi

goriildil.
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—e—0,076g -—=—0,157g ——0237g
—>—0,305gr —%—0375g —e—0,446gr
—+—0,506 gr

Adsorplanan Hiicre (ODs¢onm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.32 P. ostreatus’un (3 giinliik) polistiren kopilige immobilizasyonda adsorplanan hiicre
miktarinin zamana bagl olarak degisimi

P. ostreatus’un (3 giinliik) polistiren kopiik lizerine immobilizasyonunda pellet

agirhiginia karst % adsorplanan hiicre grafige gecirildiginde 0,5 gr tasiyici basina 0,076

gr (2 pellet) hiicrenin adsorpsiyonunun en iyi oldugu oldugu Sekil 3.33’de

goriilmektedir.
. 100
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0,076 0,157 0,237 0,305 0,375 0,446 0,506
Pellet Agirhig: (gr)

Sekil 3.33 P. ostreatus’un (3 giinlik) polistiren kopiik tizerine immobilizasyonda %
adsorplanan hiicre miktarinin, pellet agirligina bagl olarak degisimi

P. ostreatus (4 giinliik) hiicreleriyle gerceklestirilen immobilizasyonda hiicre

miktarma bagl olarak % Adsorplanan hiicre miktarinin degisimi Tablo 3.9’de
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verilmektedir. 2 Pellet ile yaklasik 10 saat icinde % 78,82 polistiren kopiik lizerine

tutundugu tespit edilmistir.

——0,078 gr —=—0,159gr ——0,239gr
—>—0,307 gr —%—0,377 gr —— 0,448 gr
0.6 —+— 0,508 gr

Serbest Hiicre ( ODs60nm )
> = 2
— N W

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.34 P. ostreatus’un (4 giinliik) polistiren kopiige immobilizasyonda ortamdaki serbest
hiicre miktarmin zamana bagl olarak degisimi

0,5 gr tasiyict lizerine en 1yi adsorpsiyon Sekil 3.35’e bakildiginda 0,078 gr hiicre

iceren ortamda oldugu goriilmektedir. Ortamdaki hiicre miktar1 arttikca adsorpsiyon

azalmaktadir.

——0,078 gr —=—0,159 gr ——0,239 gr

E —%—0,307 gr —%—0,377 gr —e— 0,448 gr
g 0.2 —+— 0,508

g er

Z 015 -

]

2

= 0.1 -

=

<

£ 005~

(=7

R

8 0 I I I I I I I I I I I 1
=

< 1 23456 7 8 9101112

Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.35  P. ostreatus’un (4 giinliikk) polistiren kdpiige immobilizasyonda adsorplanan
hiicre miktarmin zamana bagl olarak degisimi

Tablo 3.9 4 giinlik P. ostreatus hiicrelerinin polistiren kopiik {izerine immobilizasyonunda
hiicre miktarma bagli olarak % Adsorplanan hiicre miktarinin degisimi
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Pellet Sayis1 (4 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet agirhg (gr) 0,078 0,159 0,239 0,307 0,377 0,448 0,508

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Polistiren Kopiik 78,82 58,93 58,8 52,35 32,57 27,47 23,86

P. ostreatus’un polistiren kopiige immobilizasyonda ortamdaki serbest ve
adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi Sekil 3.43 ve Sekil 3.44’de
gosterilmektedir. Grafikler incelendiginde 2 pellet ile 3 gilinlik P. ostreatus
immobilizasyonun daha basarili oldugu soylenebilir. Bu da hiicre yasmin yikimda

onemli bir roliiniin oldugunu gostermektedir.

\o
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3 o0
I
|

% Adsorplanan Hiicre/0,5 gr
Tasiyici

— N W A U1
=R I
| | | | | |

0,078 0,159 0,239 0,307 0,377 0,448 0,508
Pellet Agirhgi (gr)

Sekil 3.36. P. ostreatus’un (4 giinlik) polistiren kopiik TUlizerine immobilizasyonda
%Adsorplanan hiicre miktarinin, pellet agirligina baglh olarak degisimi

P. ostreatus’un (4 giinliikk) polistiren kopilik iizerine immobilizasyonunda pellet
agirhigmmina karst % adsorplanan hiicre miktar1 grafige gecirildiginde 0,5 gr tasiyici
basina 0,078 gr (2 pellet) hiicrenin adsorpsiyonunun en iyi oldugu oldugu Sekil 3.36’de
goriilmektedir. Biitlin elde edilen veriler degerlendirildiginde P. ostreatus’un (3 giinliik)
polistiren kopiik tizerine immobilizasyonunda 10 saatte 0,5 gr polistiren kopiik lizerine

0,076 gr hiicrenin adsorplandigi ve % adsorpsiyonun ¢ok daha iyi oldugu gortiliir.

3.4.4. Kum ile P. ostreatus’un immobilizasyonu
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P. ostreatus (2) % 2 (w/v) malt ekstrakt ve 2,5 mg/L fluoren igeren ortamlarda 4
°C’de buzdolabinda gelistirildi ve 26 °C’de 3 giin aktive edildi. Miseller steril 0.9%
NaCl ile 100 mL %2 malt ekstrakt broth (pH 4,5) igeren 250 mL’lik erlenlere aktarildi.
3 ve 4 giin 26 °C ve 175 rpm’de orbital ¢alkalayicida inokiile edildi. Her iki (3 ve 4
giinliik) olusan pelletlerden 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 adet almip agirliklar1 olgiiliip, 20 ml
tampon (Asetik asit/Sodyum asetat pH 4,5) ilave edilerek homojenize edildi. 0,5 gr
olarak tartilan kum erlende sterilize edilip, lizerlerine homojenize edilmis hiicre
siispansiyonu ilave edildi. immobilizasyon, 12 saat boyunca 60 rpm’lik ¢alkalama

hizinda gerceklestirildi.

P. ostreatus’un kuma immobilizasyonda ortamdaki serbest ve adsorplanan hiicre

miktarmin zamana bagli olarak degisimi Sekil 3.37-3.38°de gosterilmektedir.

——0,071gr —=—0,150 gr —— 0,231 gr
—>—0,301gr —%—0,369 gr —o— (0,440 gr
0.6 —+— 0,449 gr
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Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.37 P. ostreatus’un (3 glinliik) kum iizerine immobilizasyonunda ortamdaki serbest hiicre
miktarinin zamana baglh olarak degisimi
P. ostreatus (3 giinliik) hiicreleriyle gerceklestirilen immobilizasyon calismasinda
0,5 gr tastyict basina 0,071 gr hiicre bulunan ortamda en iyi adsorpsiyon gerceklesmistir
(Sekil 3.38).
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.38 P. ostreatus’un (3 giinliik) kum iizerine immobilizasyonunda adsorplanan hiicre
miktarinin zamana baglh olarak degisimi

P. ostreatus (3 giinliik) hiicreleriyle gerceklestirilen immobilizasyonda hiicre

miktarma bagli olarak % Adsorplanan hiicre miktarmm degisimi Tablo 3.10’da

verilmektedir.

Tablo 3.10 4 giinlik P. ostreatus hiicrelerinin kum {izerine immobilizasyonunda hiicre
miktaria bagl olarak % Adsorplanan hiicre miktarmin degisimi

Pellet Sayis1 (3 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet Agirhg (gr) 0,071 0,150 0,231 0,301 0,369 0,440 0,449

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Kum 72,73 70,25 67,63 54,37 48,43 40,26 38,03

2 Pellet ile yaklasik 10 saat icinde % 72,73 kum iizerine tutundugu belirlenmistir. P.
ostreatus’un (3 giinliik) kum iizerine immobilizasyonunda pellet agirhigmmina karst %
adsorplanan hiicre miktar1 grafige gecirildiginde 0,5 gr tastyict basina 0,071 gr (2 pellet)

hiicrenin adsorpsiyonunun en iy1 oldugu oldugu Sekil 3.39’de goriilmektedir.
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Pellet Agirhgi (gr)

Sekil 3.39 P. ostreatus’un (3 giinliik) kum tlizerine immobilizasyonda % adsorplanan hiicre
miktarmnin, pellet agirligina bagl olarak degisimi

P. ostreatus’un (4 giinlik) kuma immobilizasyonda ortamdaki serbest ve

adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagli olarak degisimi Sekil 3.40-3.41°de

gosterilmektedir.

——0,073 g —®-0,154g —4—0,235¢gr
—>—0302g —X%-0372g --0443 g
0.6 —— 0,503 gr
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Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.40  P. ostreatus’un (4 glinlik) kum {izerine immobilizasyonunda ortamdaki serbest
hiicre miktarmin zamana bagl olarak degisimi

Sekil 3.41°de 0,5 gr tasiyici basina 0,073 gr hiicre bulunan ortamda adsorpsiyonun

en 1yl oldugu goriilmektedir. Ortamdaki hiicre miktar1 attikca kumun yiizey

ozelliklerinden dolay1 adsorpsiyon azalmaktadir.
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Adsorplanan Hiicre (ODs¢onm)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.41 P. ostreatus’un (4 giinlik) kum {izerine immobilizasyonunda adsorplanan hiicre
miktarinin zamana baglh olarak degisimi

P. ostreatus (4 giinliik) hiicreleriyle gerceklestirilen immobilizasyonda hiicre

miktarma bagli olarak %Adsorplanan hiicre miktarmin degisimi Tablo 3.11°de

verilmektedir.

Tablo 3.11 4 giinliik P. ostreatus hiicrelerinin kum {izerine immobilizasyonunda hiicre
miktaria bagl olarak % Adsorplanan hiicre miktarmin degisimi

Pellet Sayis1 (4 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet Agirhg (gr) 0,073 0,154 0,235 0,302 0,372 0,443 0,503

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Kum 66,26 50,60 47,18 41,96 24,04 23,776 21,86

Kum iizerine immobilizasyon islemi, 2 Pellet (0,073 gr) ile yaklasik 10 saat icinde
tamamlanmis olup % 66,26 adsorpsiyon oraninda tutundugu hesaplanmistir. P.
ostreatus’un (4 giinliik) kum iizerine immobilizasyonunda pellet agirhigmmina karst %
adsorplanan hiicre grafige gecirildiginde 0,5 gr tastyict basma 0,073 gr (2 pellet)
hiicrenin adsorpsiyonunun en iyi oldugu oldugu Sekil 3.42°de goriilmektedir. Biitiin
elde edilen veriler degerlendirildiginde P. ostreatus’un (3 gilinlik) kum {izerine
immobilizasyonunda 10 saatte 0,5 gr kum iizerine 0,071 gr hiicrenin adsorplandigi1 ve %

adsorpsiyonun ¢ok daha iy1 oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.42 P. ostreatus’un (4 giinliik) kum {izerine immobilizasyonda % adsorplanan hiicre
miktarmnin, pellet agirligina bagl olarak degisimi

3.4.5. Amberlite XAD-7 ile P. osteratus’un immobilizasyonu

P. ostreatus (2) % 2 (w/v) malt ekstrakt ve 2,5 mg/L fluoren igeren ortamlarda 4
°C’de buzdolabinda gelistirildi ve 26 °C’de 3 giin aktive edildi. Miseller steril 0.9 %
NaCl ile 100 mL % 2 malt ekstrakt broth (pH 4,5) iceren 250 mL’lik erlenlere aktarildi.
3 ve 4 giin 26 °C ve 175 rpm’de orbital ¢alkalayicida inokiile edildi. Her iki (3 ve 4
giinliik) olusan pelletlerden 2, 4, 6, 8, 10, 12, 14 adet alinip agirliklar1 6l¢iiliip, 20 mL
tampon (Asetik asit/Sodyum asetat pH 4,5) ilave edilerek homojenize edildi. 0,5 gr
olarak tartilan Amberlite XAD-7 erlende sterilize edilip, lizerlerine homojenize edilmis
hiicre siispansiyonu ilave edildi. Immobilizasyon, 12 saat boyunca 60 rpm’lik ¢alkalama

hizinda gerceklestirildi.
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——007lgr —=—0,151gr ——0,232¢r
—>—0,302g —%-0369g -—e—0441gr
—+— 0,449 gr

Serbest Hiicre (ODs6onm)
(=]
W

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.43 P. ostreatus’un (3 ginlik) Amberlite XAD-7 iizerine immobilizasyonunda
ortamdaki serbest hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi

Sekil 3.44°de 0,5 gr tastyict lizerine 0,071 gr hiicre iceren ortamda adsorpsiyon en
tyidir. Ortamdaki hiicre miktar1 arttikca adsorpsiyon Amberlite XAD-7’nin yiizey

ozelliklerinden dolay1 azaldu.

—-—0,071gr —=—0,151g ——0,232¢r
—>%—=0,302gr —%-0369g —e—0441¢gr
—— 0,449 gr

0.2

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Adsorplanan Hiicre (ODs¢onm)

Sekil 3.44 P. ostreatus’un (3 gilinlik) Amberlite XAD-7 {izerine immobilizasyonunda
adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagh olarak degisimi

P. ostreatus (3 giinliik) hiicreleriyle gerceklestirilen immobilizasyonda hiicre
miktarma bagli olarak %Adsorplanan hiicre miktarmin degisimi Tablo 3.12°de
verilmektedir. 2 ve 4 Pellet ile yaklasik 10 saat igcinde % 66 Amberlite XAD-7 {izerine

tutundugu belirlenmistir.
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Tablo 3.12 3 ginlik P. ostreatus hiicrelerinin  Amberlite =~ XAD-7  {izerine
immobilizasyonunda hiicre miktarina bagli olarak % Adsorplanan hiicre
miktarnin degisimi

Pellet Sayis1 (3 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet Agirhg (gr) 0,071 0,151 0,232 0,302 0,369 0,441 0,449

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Amberlite XAD-7 66,67 66,02 64,44 52,12 46,97 37,58 35,46

P. ostreatus’un polistiren kopiige immobilizasyonda ortamdaki serbest ve
adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagli olarak degisimi Sekil 3.43-3.44’de
gosterilmektedir. Grafikler incelendiginde 2 ve 4 pellet ile immobilizasyonun 10 saatte

tamamlandig1 sdylenebilir.
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0.071 0.151 0.232 0.302 0.369 0.441 0.449

% Adsorplanan Hiicre/0,5 gr
Amberlite XAD-7

Pellet Agirhig: (gr)

Sekil 3.45 P. ostreatus’un (3 giinliik) Amberlite XAD-7 ilizerine immobilizasyonda %
adsorpsiyonun pellet agirligina bagl olarak degisimi

P. ostreatus’un (3 giinliik) polistiren kopiik lizerine immobilizasyonunda pellet
agirhigmmina karsi % adsorplanan hiicre miktari, grafige gecirildiginde 0,5 gr tasiyici

basina 0,071 gr (2 pellet) hiicrenin adsorpsiyonunun en iyi oldugu Sekil 3.45°de

goriilmektedir.
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Tablo 3.13 4 giinliik P. ostreatus hiicrelerinin amberlite XAD-7 iizerine immobilizasyonunda
hiicre miktarma bagli olarak % Adsorplanan hiicre miktarinin degisimi

Pellet Sayis1 (4 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

Pellet Agirhg (gr) 0,074 0,155 0,236 0,304 0,373 0,445 0,504

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Amberlite XAD-7 59,52 48,50 4498 40,88 22,70 22,84 21,06

P. ostreatus (4 giinliik) hiicreleriyle gerceklestirilen immobilizasyonda hiicre
miktarma bagli olarak % Adsorpsiyonun degisimi Tablo 3.13’da verilmektedir. 2 Pellet
ile yaklasik 10 saat iginde % 59,52 Amberlite XAD-7 {izerine tutundugu belirlenmistir.

P. ostreatus’un Amberlite XAD-7 immobilizasyonda ortamdaki serbest ve

adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi Sekil 3.46 ve Sekil 3.47°de

gosterilmektedir.
——0,074gr —=—0,155g —4&—0,236¢gr
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Immobilizasyon Siiresi (Saat)

Sekil 3.46 P. ostreatus’un (4 ginlik) Amberlite XAD-7 iizerine immobilizasyonunda
ortamdaki serbest hiicre miktarinin zamana bagl olarak degisimi

Sekil 3.47°de goriildiigi gibi 0,5 gr tasiyic1 basina 0,074 gr hiicre iceren ortamda

adsorpsiyon en 1yi dir. 3 giinlik P. ostreatus’un kullanildigi immobilizasyon

islemlerinde adsorpsiyonun daha 1yi oldugu goriilmiistiir.
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Adsorplanan Hiicre (ODs¢onm)

Sekil 3.47 P. ostreatus’un (4 giinliikk) Amberlite XAD-7 iizerine immobilizasyonunda
adsorplanan hiicre miktarinin zamana bagh olarak degisimi

P. ostreatus’un (4 giinliik) Amberlite XAD-7 iizerine immobilizasyonunda pellet
agirhigmmina karst % adsorplanan hiicre miktar1 grafige gecirildiginde 0,5 gr tasiyici
basina 0,074 gr (2 pellet) hiicrenin adsorpsiyonunun en iyi oldugu oldugu Sekil 3.48°de
goriilmektedir. Biitlin elde edilen veriler degerlendirildiginde P. ostreatus’un (3 giinliik)
Amberlite XAD-7 {lizerine immobilizasyonunda 10 saatte 0,5 gr Amberlite XAD-7
iizerine 0,076 gr hiicrenin adsorplandigr ve % adsorpsiyonun ¢ok daha iyi oldugu

goriilmektedir.
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Sekil 3.48 P. ostreatus’un (4 giinliik) Amberlite XAD-7 {izerine immobilizasyonda
%Adsorplanan hiicre miktarinin, pellet agirligina baglh olarak degisimi
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Tablo 3.14°de farkli tasiyicilar lizerine 3 giinlilk P. ostreatus hiicrelerinin %
adsorpsiyon degerleri goriilmektedir. Burada 0,5 gr ponza basina en 1yi immobilizasyon
0,233 gr (6 Pellet) hiicre ile 10 saatte gerceklesmistir. % 100 adsorpsiyonun oldugu
0,072 gr (2 Pellet) ve 0,153 gr (4 Pellet) hiicre immobizasyonlarinda ponza ylizeyinin
porozitesi ve bu porlarin tamamen dolmadig: da diisiiniildiigiinde en 1yi adsorpsiyonun
0,5 gr ponza basma 0,233 gr (6 Pellet) hiicre oldugu sOylenebilir. Ponza, Amberlite
XAD-2000 ile karsilastirildiginda; daha fazla hiicre adsorpladigi i¢cin immobilizasyonun

daha 1yi oldugu belirlenmistir.

Tablo 3.14 3 glinliik P. ostreatus hiicrelerinin farkli tastyicilar {izerine
immobilizasyonunda % Adsorplanan hiicre miktarinin degisimi

Pellet Sayis1 (3 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Ponza 100 100 9791 72,49 57,07 44,39 4236

% Adsorplanan Hiicre/

0,5 g Amberlite XAD-2000 91,14 82,82 74,59 71,47 58,03 4597 42,23

% Adsorplanan Hiicre/

0,5 g Polistiren Kopiik 86,42 80 77,64 73,01 57,84 4524 43,13

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Kum 72,73 70,25 67,63 54,37 4843 40,26 38,03

% Adsorplanan Hiicre/

0,5 ¢ Amberlite XAD-7 66,67 66,02 64,44 52,12 46,97 37,58 35,46

P. ostreatus’un 4 giinliik hiicreler ile yapilan immobilizasyon c¢aligmalarinm, 3
gilinliik hiicrelerle yapilan caligmalarina gore, tasiyici yiizeyine daha az tutunmanin
oldugu hesaplandi. Bu da immobilizasyonda hiicre yasi faktoriiniinde 6nemli oldugunu
gostermektedir. 3 ve 4 giinliik hiicrelerin tasiyici yilizeylerine adsorpsiyonu kendi
iclerinde karsilastirilirsa en 1yi adsorpsiyon ponza ylizeyine gerceklesmistir (Tablo

3.15).
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Tablo 3.15 4 giinliik P. ostreatus hiicrelerinin farkli tasiyicilar iizerine immobilizasyonunda
% Adsorplanan hiicre miktarimin degisimi

Pellet Sayis1 (4 Giinliik) 2 4 6 8 10 12 14

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Ponza 93,02 92,98 86,11 70,22 46,19 4347 4294

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Amberlite XAD-2000 82,14 59,88 59,76 53,14 3291 28,17 24,48

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Polistiren Kopiik 78,82 58,93 58,8 52,35 32,57 2747 @ 23,86

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Kum 66,26 50,60 47,18 41,96 24,04 23,76 21,86

% Adsorplanan Hiicre/
0,5 g Amberlite XAD-7 59,52 48,50 44,98 40,88 22,70 22,84 21,06

Sonug olarak su sdylenebilir ki; P. ostreatus’un 3 giinliik hiicreleri ile 0,5 gr ponza
iizerine 0,233 gr hiicre (6 pellet) igeren ortamlarda adsorpsiyonun 10 saat icinde olduk¢a

1yi bir sekilde tamamlandig1 sdylenebilir.

3.5. immobilize Hiicrelerle Fluoren Yikimi

3.5.1 Calkalamah kiiltiirlerde y1kim

Serbest hiicrelerle yapilan calisma se¢ilen immobilize fungus ile de gerceklestirildi.
Kesikli calkalamali sistemde fluoren’in yikimi incelendi. Kesikli ¢alkalamali reaktor
icerisinde 1,0 g hiicre asilamas1 yapilarak, 1,5 g ponza iizerine 50 mL fluoren (50-40-
30-20-10-5 mg/L) ¢ozeltisi ilave edildi ve erlenler 26°C ve 175 rpm’de orbital
calkalayicida inkiibe edildi. fluoren’i degrede edebilme yetenegi 30 giin periyodik
olarak alman Orneklerdeki fluoren miktar1 HPLC ile izlenerek hesaplandi. Elde edilen
kromatogramlar ekler bolimiinde (Ek-12, Ek-13, Ek-14, Ek-15, Ek-16, Ek-17)

verilmektedir.

Kromatogramlardan elde edilen veriler grafige gecirildiginde, en 1yi yikimin 5 mg/L
fluoren iceren ortamlarda oldugu belirlendi (Sekil 3.49). Pleurotus ostreatus (2)
icermeyen ortamlara kontrol amagli olarak farkli konsantrasyonlarda fluoren ilave

edilip, 30 giin siire ile izlendi.
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Sekil 3.49  Immobilize P. ostreatus (2) ile farkli konsantrasyonlardaki fluoren’in
biyodegradasyonu

P. ostreatus (2) ile farkli konsantrasyonlardaki fluoren’in biyodegradasyonu
sirasinda lakkaz ve MnP enzim aktivitelerinin degisimleri izlenip bunlarin yikimdaki
rolleri arastirildi. Periyodik olarak ol¢iilen enzim aktiviteleri sonucunda 30. giin her iki

enzimde aktivite gdstermedi. Elde edilen sonuglar Sekil 3.50-3.51°de verildi.
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Sekil 3.50  Immobilize P. ostreatus (2) Lakkaz enzim  aktivitesinin  farkli
konsantrasyonlardaki fluoren igeren ortamlardaki degisimi
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Sekil 3.51  Immobilize P. ostreatus (2) MnP enzim aktivitesinin farkli konsantrasyonlardaki
fluoren iceren ortamlardaki degisimi

Immobilize P. ostreatus (2) ile farkli konsantrasyonlarda fluoren yikimi sonucunda
elde edilen veriler yardimiyla yikim hizina karsi konsantrasyon grafigi ¢izildi (Sekil

3.67). Elde edilen % Biyodegradasyon degerleri Tablo 3.16°de verildi. En iyi yikim 5

mg/L fluoren konsantrasyonunda %89,16 olarak hesaplanmustir.

Tablo 3.16 Immobilize P. ostreatus (2) ile farkh konsantrasyonlardaki fluoren’in
biyodegradasyon degerleri

Fluoren(mg/L) % Biyodegradasyon

50 65,15
40 64,04
30 83,16
20 84,30
10 88,71
5 89,16

Fluorenin yikimi sirasindaki biyodegradasyon hizi (Sekil 3.52) ve biyodegradasyon
etkinligi (Sekil 3.53) su esitliklerle hesaplanmistir.

Biyodegradasyon etkinligi, n= 1-(C/Cy)
Biyodegradasyon hizi = (Co-C)/ Inkiibasyon zamani

Co: Baslangi¢ konsantrasyonu, C: Son konsantrasyonu
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Sekil 3.52 Immobilize P. ostreatus (2) ile farkli konsantrasyonlardaki fluorene karsi yikim
hizinin degisimi
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Sekil 3.53 Immobilize P. ostreatus (2) ile farkli konsantrasyonlardaki fluorene karsi
biyodegradasyon etkinliginin degisimi

Kesikli ¢alkalamali reaktorde, farkli konsantrasyonlardaki fluorenin yikimina

iliskin, biyodegradasyon etkinligini belirlemek amaci ile hesaplamalar yapilip grafik

cizildi (Sekil 3.53). Elde edilen veriler degerlendirildiginde; ortamdaki fluoren

konsantrasyonu arttik¢a, biyodegradsyon etkinligide azalmaktadir. Bu da diisiik fluoren

konsantrasyonlarinda yikimin daha hizli (Sekil 3.52) oldugunun bir diger gostergesidir.

3.5.2. Kesikli Dolgu Yatak Reaktoriinde Yikimi
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Fluoren’in (30 mg/L) kesikli dolgu yatak reaktoriinde immobilize hiicrelerle yikimi
30 giin periyodik olarak almnan Orneklerdeki fluoren miktar1 HPLC ile izlenerek

hesaplandi. Elde edilen kromatogramlar ekler boliimiinde (Ek-18) verilmektedir.

Kromatogramlardan elde edilen veriler grafige gecirildiginde (Sekil 3.54) 30 mg/L
fluoren’in kesikli ¢alkalamali sistemde immobilize P. ostreatus (2) hiicreleri tarafindan

%82,46 oldugu belirlenmistir.

Fluoren Konsantrasyonu (mg/L)

0 5 10 15 20 25 30 35

Zaman (Giin)

Sekil 3.54  Immobilize P. ostreatus (2) ile 30 mg/L fluoren’in kesikli dolgu yatak
reaktoriinde biyodegradasyonun zamana bagli olarak degisimi

Kesikli dolgu yatak reaktdriinde immobilize P. ostreatus (2) ile 30 mg/L fluoren’in
biyodegradasyonu sirasinda lakkaz ve MnP enzim aktivitelerinin degisimleri izlenip
bunlarin yikimdaki rolleri arastirildi. Periyodik olarak o6lclilen enzim aktiviteleri

sonucunda 25. ve 30. giin her iki enzimde aktivite gostermemistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 3.55° de verildi.
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Sekil 3.55 Immobilize P. ostreatus (2) ile 30 mg/L fluoren’in kesikli dolgu yatak
reaktoriindeki biyodegradasyonunda Lakkaz ve MnP enzim aktivitelerinin

zamanla degisimi

3.5.2.1. immobilize Hiicrelerle Fluoren’in Sentetik Atik Su (1)’deki Yikiminin

Izlenmesi

Kesikli dolgu yatak reaktoriinde 30 mg/L fluoren igeren inorganik kirlilik orani
yiiksek sentetik atik su (1) ile ¢alisildi. Yapilan caligmada 30 giin i¢inde periyodik
olarak alman 6rneklerdeki fluoren miktari, HPLC’de analiz edilerek hesaplandi. Analiz

sonucunda elde edilen kromatogramlar ekler boliimiinde (Ek-19) verilmistir.

Kromatogramlardan elde edilen veriler grafige gecirildiginde (Sekil 3.56) sentetik
atik su (1)’deki 30 mg/L fluoren’in biyolojik yikimi, immobilize P. ostreatus (2)
hiicreleri tarafindan kesikli dolgu yatak reaktoriinde % 78,96 olarak gerceklestirildi.
Biyodegradasyon etkinlikleri hesaplanarak, inkiibasyon siiresi boyunca arttig1 ve 25. ve
30. giinlerde ¢ok fazla degismedigi belirlendi (Sekil 3.57). Buradan yola ¢ikilarak
immobilize P. ostreatus (2) nin biyodegradasyon etkinliginin oldukc¢a i1yi oldugu

sOylenebilir.
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Sekil 3.56 Immobilize P. ostreatus (2) ile Sentetik atik su (1)’deki 30 mg/L fluoren’in kesikli
dolgu yatak reaktoriinde biyodegradasyonun zamana bagl olarak degisimi
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Sekil 3.57 Immobilize P. ostreatus (2) ile Sentetik atik su (1)’deki 30 mg/L fluoren’in kesikli
dolgu yatak reaktoriinde biyodegradasyonun zamana bagli olarak biyodegradasyon
etkinlignin degisimi

Kesikli dolgu yatak reaktoriinde immobilize P. ostreatus (2) ile Sentetik atik
sudaki 30 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu sirasinda lakkaz ve MnP enzim
aktivitelerinin degisimleri izlenip bunlarin yikimdaki rolleri arastirildi. Periyodik olarak

Olgiilen enzim aktiviteleri sonucunda 25. ve 30. giin her iki enzimde aktivite

gostermemistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.58” de verildi.
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Sekil 3.58  Immobilize P. ostreatus (2) ile Sentetik atik su (1)’deki 30 mg/L fluoren’in
kesikli dolgu yatak reaktoriindeki biyodegradasyonunda Lakkaz ve MnP enzim
aktivitelerinin zamanla degisimi

3.5.2.2. immobilize Hiicrelerle Fluoren’in Sentetik Atik Su (2)’deki Yikiminin

Izlenmesi

Kesikli dolgu yatak reaktoriinde 30 mg/L fluoren igeren organik kirlilik orani
yiiksek sentetik atik su (2) ile ¢alisildi. Yapilan calismada 30 giin i¢inde periyodik
olarak alman 6rneklerdeki fluoren miktari, HPLC’de analiz edilerek hesaplandi. Analiz

sonucunda elde edilen kromatogramlar ekler boliimiinde (Ek-20) verilmektedir.

Kromatogramlardan elde edilen veriler grafige gecirildiginde (Sekil 3.59) sentetik
atik su (2)’deki 30 mg/L fluoren’in biyolojik yikimi, immobilize P. ostreatus (2)
hiicreleri tarafindan kesikli dolgu yatak reaktoriinde %70,48 olarak gerceklestirilmistir.
Veriler yardimu ile biyodegradasyon etkinlikleri hesaplandi. Bunlarin inkiibasyon siiresi
boyunca arttig1 ve 25. ve 30. giinlerde ¢ok fazla degismedigi belirlendi (Sekil 3.60).
Elde edilen verilere gére immobilize P. ostreatus (2) nin biyodegradasyon etkinliginin

olduke¢a iyi oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.59  Immobilize P. ostreatus (2) ile Sentetik atik su (2)’deki 30 mg/L fluoren’in
kesikli dolgu yatak reaktdriinde biyodegradasyonun zamana bagli olarak degisimi
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Sekil 3.60  Immobilize P. ostreatus (2) ile Sentetik atik su (2)’deki 30 mg/L fluoren’in
kesikli dolgu yatak reaktoriinde biyodegradasyonun zamana baglh olarak
biyodegradasyon etkinliginin degisimi

Kesikli dolgu yatak reaktoriinde immobilize P. ostreatus (2) ile Sentetik atik su

(2)’deki 30 mg/LL fluoren’in biyodegradasyonu sirasinda lakkaz ve MnP enzim

aktivitelerinin degisimleri izlenip bunlarin yikimdaki rolleri arastirildi. Periyodik olarak

Olciilen enzim aktiviteleri sonucunda 25. ve 30. giin her iki enzimde aktivite

gostermemistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.61°de verildi.
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Sekil 3.61  Immobilize P. ostreatus (2) ile Sentetik atik su (2)’deki 30 mg/L fluoren’in
kesikli dolgu yatak reaktoriindeki biyodegradasyonunda Lakkaz ve MnP enzim
aktivitelerinin zamanla degisimi

3.5.3. immobilize Pleurotus ostreatus ile Ardisik Fluoren Yikim

Immobilize P. ostreatus ile kesikli dolgu yatak reaktdrde 30 mg/L fluoren’in yikimi
ardigik olarak yapildi. Yapilan ¢alismada 6rnekler 3’er giin araliklarla alindi. 24. giiniin
sonunda sisteme tekrar 30 mg/L fluoren igeren ortam ilave edildi. Bu islem 3 kez

tekrarlandi. Fluoren konsantrasyonu zamana karsi grafige gecirildiginde Sekil 3.62 elde
edildi.
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Sekil 3.62 Immobilize P. ostreatus ile Ardisik Fluoren Y1kimi
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Tablo 3.17 Immobilize P. ostreatus ile fluoren’in kesikli dolgu yatak reaktorde ardisik
yikiminda % biyodegradasyon degerleri

Giin % Biyolojik giderim

24 82,87
48 72,39
72 62,89

3.5.4. Fluoren’in Yikini Sonrasi Ahnan Orneklerin Analiz Sonuclan

Kesikli dolgu yatak reaktorde gerceklestirilen yikim sonrasinda analizin yikimin son
glinlinde alman Ornekler ekstrakte edildikten sonra GC-MS’leri alindi. Analiz
sonucunda elde edilen veriler degerlendirildiginde yikim sonrasi ortamda herhangi bir
metabolit gézlenmedi. Fluoren’in saf halde ve yikim sonrasi alman 6rnekteki FT-IR
spektrumlar1 alinip, sonuglar karsilastirildiginda; saf fluoren spektrumunda 1600 cm™
degerlerindeki aromatiklik piki goriilmektedir. Yikim sonrasi alman o6rnegin FT-IR
spektrumunda 1600 cm™ piki kaybolmakta ve 2300-2400 cm™ degerleri arasinda ¢ikan
ve spektrumda da 2360 cm” ‘de goriilen CO, piki tespit edilmistir. Elde edilen GC

kromatogramlar1 ve FT-IR spektrumlar1 asagida verilmistir.

sy A & s
L N N R N N N R RN N RS

A 1 A 1 1 1 A1 O A 4 I 1 1

Sekil 3.63 Saf Fluoren’in GC kromatogrami
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Sekil 3.64 Immobilize P. ostreatus ile kesikli dolgu yatak reaktdrde fluoren’in yikiminmn son
giiniinde alinan 6rnegin GC kromatogrami
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Sekil 3.65  Immobilize P. ostreatus ile kesikli dolgu yatak reaktdrde sentetik atik su (1) deki
fluoren’in yikiminin son giiniinde alinan 6rnegin kromatogrami
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Sekil 3.66 Immobilize P. ostreatus ile kesikli dolgu yatak reaktdrde sentetik atik su (2)’deki
fluoren’in yikiminin son giiniinde alinan 6rnegin kromatogrami
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Sekil 3.67 Saf Fluoren’in FT-IR spektrumu
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Sekil 3.68 Immobilize P. ostreatus ile kesikli dolgu yatak reaktdrde fluoren yikimi sonrasi
alinan 6rnegin FT-IR spektrumu
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4. SONUC

Insan ve gevre sagligmni tehdit eden fluorenin hali hazirda biyo-yikimmin basarili bir
sekilde gerceklestirilememis olmasi bu caligmanin ¢ikis noktasmi olusturmustur. Bu
noktadan hareketle bu ¢alismada, oldukca toksik PAH ailesi iiyelerinden olan fluoren’in
bes farkli beyaz ciiriikk¢iil fungus (Trametes versicolor, Trametes trogii Pleurotus
ostreatus(1), Pleurotus ostreatus (2) ve Ganoderma carnasum) ile yikimi arastirildi ve
en uygun fungus tirii Pleuratus osteratus (2) olarak belirlendi. Belirlenen bu fungus
tiirli tarafindan fluoren yikim kosullar1 optimize edildi ve 5 mg/L konsantrasyonundaki
fluoreni % 90’1n lizerinde yikima ugrattig1 bulundu. Sanayideki PAH kirliligi de esas
almarak bu organizmanin farkli destek materyallerine (polistriren kopiik, Amberlite
XAD-7, Amberlite XAD-2000, ponza ve kum) immobilizasyonunda hiicre yasinin,
hiicre miktarinin ve inkiibasyon zamaninin etkisi arastirildi, P. ostreatus’un 3 giinliik
hiicreleri ile 0,5 gr ponza {izerine 0,233 gr hiicre (6 pellet) iceren ortamlarda
adsorpsiyonun 10 saat i¢cinde olduk¢a iyi bir sekilde tamamlandigi tespit edildi.
Immobilize P. ostreatus ile de kesikli calkalamali sistemde fluoren’in yikim sartlari
optimize edilip, 5 mg/L fluoreni % 89,15 ve 30 mg/L fluoreni % 83,13 oraninda yikima
ugrattig1 belirlendi ve 30 mg/L konsantrasyonunun lizerinde yikimim azaldigi gézlendi.
Bundan sonraki ¢aligmalarda 30 mg/L konsantrasyonundaki fluoren ile caligildi. Kesikli
dolgu yatak reaktor sistemi kurularak, 30 mg/L fluoren’in yikimi incelenip, %82,46
yikim tespit edildi. Bu degerler literatiir verileri ile karsilastirildiginda, mevcut bilgiler
cer¢evesinde fluorenin immobilize P. ostreatus tarafindan oldukca iyi oranda yikima

ugratildigini , ortaya konuldu.

Yapilan calismanin sanayi ortamindaki atik sistemlerine uygulanabilirligini test
etmek i¢in, organik kirlilik ve inorganik kirlilik acisindan zengin iki farkl sentetik atik
su ortamlar1 ile kesikli dolgu yatak reaktoriinde ¢alisildi. Inorganik kirlilikge zengin, 30
mg/L fluoren igeren sentetik atik su (1) ortamu ile yapilan calismada %78,96, ayni
miktar fluoren igeren inorganik kirlilikce zengin sentetik atik su (2) ortami ile yapilan
calisma sonucunda ise yikimin %70,48 oraninda gerceklestigi goriildii. Analizler

sirasinda Lakkaz ve MnP enzim aktiviteleri de izlendi ve 30. giiniin sonunda da
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ortamlarda ligninolitik aktivite tespit edilmedi. Fluoren yikiminda lakkaz ve MnP
enzimlerinin etkin oldugu aktiviteler azalmasmna bagli olarak yikimm da azaldigi
saptandi. Kesikli dolgu yatak reaktoriiniin fluoren yikim performansini test etmek
amaciyla sistem ardigik olarak fluoren yikimi i¢in ¢alistirildi. Bu amagla, toplam 72 giin
icinde 24. ve 48. giiniin sonunda sisteme 30 mg/L fluoren iceren ortam ilavesi yapildi ve
periyodik olarak alinan Orneklerdeki fluoren miktar1 tespit edildi. Analiz sonuglarma
gore 24., 48. ve 72. giiniin sonunda sirastyla %82,87, %72,39 ve %62,89 diizeylerinde
yikim tespit edildi. Kesikli dolgu yatak reaktoriinde herhangi bir ekstra toksik atik
icermeyen ortamda, sentetik atik su (1) ve sentetik atik su (2)’deki 30 mg/L fluoren’in
yikiminin son giinlinde alinan 6rneklerin GC-MS analizleri ypilup elde edilen sonuglar
degerlendirildi. Bu degerlendirmeler sonucunda yikim sonucunda ortamlarda herhangi
bir metabolit tespit edilmedi. Yikim sonrasi alman o6rnegin FT-IR spektrumu, saf
fluoren’in FT-IR spektrumu ile karsilastirildiginda saf fluoren de 1600 cm™’de
aromatiklik piki, 695 cm™’de aromatik egilme piki, 2018 cm™’de alifatik -CH piki ve
3038 cm™’de aromatik halkadaki -CH pikleri tespit edildi. Yikim sonrasi alman rnegin
FT-IR spektrumunda 1600 cm™, 2018 cm™, 3038 cm™*deki pikleri kayboldugu ve 2300-
2400 cm™ degerleri arasinda ¢ikan ve spektrumda da 2360 cm™’ de CO, piki tespit
edildi. Burada goriilen CO; piki fluoren’in biyodegrede oldugunu kanitlamaktadir.

Bu caligmanin sonucunda kesikli dolgu yatak reaktoriinde immobilize P. ostreatus

ile fluoren igceren atik sularm oldukea iy1 bir sekilde yikima ugratildigi kanitland1.

Sonug olarak, literatiir caligmalar1 ile de karsilastirildiginda, fluorenin kesikli dolgu
yatak reaktorde yikimina yonelik bir ¢calisma bulunmamaktadir. Ayrica fluoren igeren
sentetik atik su Orneklerinin, bu reaktor sistemine verilmesi ve sanayide kullanimimna
yonelik olarakta ardisik yikim ¢aligmasinin yapilmasi bu ¢alismanin uygulanabilirligini
gostermektedir. Giinlimiizde ¢evre kirleticilerinin orani her gegen giin artmakta ve canli
sagligini tehtit eder boyuta gelmektedir. Cevresel kirliliklerin giderilmesi ve 6zelliklede
endiistriyel atik sularin aritmasiz desarji diisiiniildiiglinde gelistirilen fluoren giderim

sistemi literatiire, temiz kimyaya biiytlik katki saglayacaktir.
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Ek-1: T. versicolor ile fluoren biyodegradasyonuna ait kromatogramlar; A: Standart

fluoren, B:yikimm 5. giinti, C: yikimm 10. giini, D: yikimmn 15. giinii, E:

yikimin 20. giiniine ait kromatogramlar
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Ek-2: G. carnasum ile fluoren biyodegradasyonuna ait kromatogramlar; A: yikimm 5.

giinii, B:ytkimin 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimin 20. giinii, E: yikimin

25. giiniine ait kromatogramlar
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EKk-3: Trametes trogii ile fluoren biyodegradasyonuna ait kromatogramlar; A: yikimin
5. giinti, B:yitkimin 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimmn 20. giinii, E:

yikimin 25. giiniine ait kromatogramlar
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Ek-4: P osteratus(1) ile fluoren biyodegradasyonuna ait kromatogramlar; A: yikimin 5.
giinii, B:ytkimin 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimin 20. giinii, E: yikimin

25. giiniine ait kromatogramlar
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EKk-5: P. osteratus(2) ile fluoren biyodegradasyonuna ait kromatogramlar; A: yikimin 5.

giinii, B:ytkimin 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimin 20. giinii, E: yikimin

25. giiniine ait kromatogramlar
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Pleuratus osteratus (2) ile 50 mg/L fluoren’in biyodegradasyonuna ait

kromatogramlar; A: yikimin 5. giinii, B:yikimin 10. giinii, C: yikimin 15. giini,

D: yikimm 20. giinii, E: yikimin 25. ginii F: yikimmn 30. giiniine ait

kromatogramlar
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Ek-7: Pleuratus osteratus (2) ile 40 mg/L fluoren’in biyodegradasyonuna ait

kromatogramlar; A: yikimin 5. giinii, B:yikimin 10. giinii, C: yikimin 15. giini,

D: yikimm 20. giinii, E: yikimin 25. ginii F: yikimmn 30. giiniine ait

kromatogramlar
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Ek-8: Pleuratus osteratus (2) ile 30 mg/L fluoren’in biyodegradasyonuna ait

kromatogramlar; A: yikimin 5. giinii, B:yikimin 10. giinii, C: yikimin 15. giini,

D: yikimm 20. giinii, E: yikimin 25. ginii F: yikimin 30. giiniine ait

kromatogramlar
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Ek-9: Pleuratus osteratus (2) ile 20 mg/L fluoren’in biyodegradasyonuna ait

kromatogramlar; A: yikimin 5. giinii, B:yikimin 10. giinii, C: yikimin 15. giini,

D: yikimm 20. giinii, E: yikimin 25. ginii F: yikimmn 30. giiniine ait

kromatogramlar
mAU mAU
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Ek-10: Pleuratus osteratus (2) ile 10 mg/L fluoren’in biyodegradasyonuna ait

kromatogramlar; A: yikimin 5. giinii, B: yitkimin 10. giinii, C: yikimin 15.

giinii, D: yikimin 20. giinti, E: yikimm 25. giinii F: yikimin 30. giiniine ait

kromatogramlar
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Ek-11: Pleuratus osteratus (2) ile 5 mg/L fluoren’in biyodegradasyonuna ait

kromatogramlar; A: yikimin 5. giinii, B:yikimmn 10. giinii, C: yikimm 15.

giinii, D: yikimin 20. giinti, E: yikimm 25. giinii F: yikimmn 30. giiniine ait

kromatogramlar
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Ek-12: Immobilize Pleuratus osteratus (2) ile 50 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu;

A: yikimm 5. giinii, B:yikimm 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimin 20.

giinii, E: yikimin 25. giinii F: yikimin 30. giinline ait kromatogramlar
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Ek-13: immobilize Pleuratus osteratus (2) ile 40 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu;

A: yikimin 5. giinii, B:yikimin 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimim 20.

giinii, E: yikimin 25. giinii F: yikimin 30. giinline ait kromatogramlar
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Ek-14: immobilize Pleuratus osteratus (2) ile 30 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu;

A: yikimin 5. giinii, B:yikimin 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimim 20.

giinii, E: yikimin 25. giinii F: yikimin 30. giinline ait kromatogramlar
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mAU
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Ek-15: Immobilize Pleuratus osteratus (2) ile 20 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu;

A: yikimm 5. giinii, B:yikimm 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimin 20.

giinii, E: yikimin 25. giinii F: yikimin 30. giinline ait kromatogramlar
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Ek-16: Immobilize Pleuratus osteratus (2) ile 10 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu;

A: yikimm 5. giinii, B:yikimm 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimin 20.

giinii, E: yikimin 25. giinii F: yikimin 30. giinline ait kromatogramlar
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Ek-17: Immobilize Pleuratus osteratus (2) ile 5 mg/L fluoren’in biyodegradasyonu; A:

E: yikimin 25. giinii F: yikimin 30. giiniine ait kromatogramlar

yikimin 5. giinii, B:yikimin 10. giinii, C: yikimm 15. giinii, D: yikimin 20. giinii,
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Ek-18: immobilize Pleuratus osteratus (2) ile 30 mg/L fluoren’in kesikli dolgu yatak

reaktoriinde biyodegradasyonu; A: yikimm 5. giinii, B:ytkimin 10. giinii, C:

yikimm 15. giinii, D: yikimin 20. giinii, E: yikimin 25. giinii F: yikimm 30.

giiniine ait kromatogramlar
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Ek-19: immobilize Pleuratus osteratus (2) ile Sentetik atik su (1)’deki 30 mg/L

fluoren’in kesikli dolgu yatak reaktdriinde biyodegradasyonu; A: yikimin 5.

giinii, B:ytkimin 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimn 20. giinii, E: yikimin

25. giinii F: yikimin 30. giiniine ait kromatogramlar
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Ek-20: immobilize Pleuratus osteratus (2) ile Sentetik atik su (2)’deki 30 mg/L
fluoren’in kesikli dolgu yatak reaktdriinde biyodegradasyonu; A: yikimin 5.

giinii, B:ytkimin 10. giinii, C: yikimin 15. giinii, D: yikimn 20. giinii, E: yikimin

25. giinii F: yikimin 30. giiniine ait kromatogramlar
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