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Bu c¢alismada; 3 farkli tekstil boyarmaddesinin biyolojik giderimi
arastirilmistir. Biyolojik giderim i¢in beyaz ciiriik¢iil fungus; Morchella esculenta
kullanilmis olup, 6nce organizmanin serbest formu ile ayr1 ayr1 ve karisim halindeki
boyarmaddelerin biyolojik giderimleri incelenip daha sonra, bu organizmanin farklh
tastyicilar ilizerine immobilizasyonu saglanip, biyolojik iyilestirme oranlari
belirlenmistir. Ayrica bu ¢alismada ayn1 organizma ile membran biyoreaktor sistemi
olusturularak endiistriyel tekstil atik sularinin biyoiyilestirilmesine yonelik yeni bir
sistem Onerilmistir.

Yapilan ¢aligmalar sonucunda 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde igeren
ortamda M.esculenta tarafindan; Remazol Navy RGB %99,53, Cibacron Brilliant Red
3B-A  %97,13 ve Reactive Yellow 160 %93,11 oraninda giderilmistir. Serbest
hiicrelerle yapilan ¢alismalarda en iyi giderime ugrayan boyarmadde Remazol Navy
RGB boyarmaddesi olmustur. Immobilize hiicrelerle yapilan galigmalarda 10 mg/L
konsatrasyonunda Cibacron Brilliant Red 3B-A (% 99,19), Remazol Navy RGB (%
99,01) ve Reactive Yellow 160 (% 95,68) boyarmaddelerinin en iyi giderimi,
polistirene immobilize M.esculenta tarafindan gergeklesmistir.

Membran igerisine M.esculenta immobilize edilerek elde edilen EgBM ile
yapilan g¢alismalarda 2 mg/L konsantrasyonunda Cibacron Brilliant Red 3B-A %
99,26, Remazol Navy RGB %94,85 ve Reactive Yellow 160 % 95,91 oraninda

giderilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: EgBM, Morchella esculenta, Polistiren, immobilizasyon



ABSTRACT

MORCHELLA ESCULENTA CONTAINING CELLS TO INVESTIGATE THE
USE OF DYES IN BIOLOGICAL IMPROVING OF THE AQUATIC
ENVIRONMENT
MSC THESIS
BUGRA DAYI
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY

(SUPERVISOR:ASSOC. PROF. DR. HATICE ARDAG AKDOGAN)

DENIZLi, JULY 2018

In this study; Biodegradation of 3 different textile dyes was investigated.
White rot fungus for biological removal; Morchella esculenta was used. First, the
biodegradation of the stain materials was investigated separately with the free form of
the organism and then the immobilization of this organism on different carriers was
carried out and the biological healing rates were determined. In addition, a new system
for biodegrading industrial textile wastewater has been proposed in this study by
establishing a membrane bioreactor system with the same organism. As a result of the
studies, 10 mg / L concentration was determined by M. esculenta in dyestuff
containing medium; Remazol Navy RGB 99.53%, Cibacron Brilliant Red 3B-A
97.13%, and Reactive Yellow 160 % 93.11. The best decolorization is in Remazol
Navy RGB dye. In studies with immobilized cells, 10 mg/ L concentration of Cibacron
Brilliant Red 3B-A (99,19%), Remazol Navy RGB (99,01%) and Reactive Yellow 160
(95,68%) were the best remedies for polystyrene immobilized M. esculenta. In the
study with EgbM obtained by immobilizing M. esculenta into the membrane, Cibacron
Brilliant Red 3B-A 99,26%, Remazol Navy RGB 94,85% and Reactive Yellow 160

95,91% were removed at a concentration of 2 mg / L.

KEYWORDS: EgBM, Morchella esculenta, Polystyrene, immobilization
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1. GIRIS

Tekstil endiistrisi, ¢esitli isleme asamalarinda, su ve karmasik kimyasallarin en
fazla kullanildig1 endiistri alanlarindan biridir. Bu endiistri alaninda, kullanilmayan
materyallerin yani sira renklilik orani yiiksek olan, bulanik ve toksik kimyasallari
iceren sular, atik su olarak desarj edilir. Bu atik sularin goller, nehirler vb. su
kiitlelerine dogrudan bosaltilmas1 suyu kirletir, flora ve faunayr etkiler. Tekstil
endiistrisinden gelen atiklar, yiiksek molekiiler agirlikli i¢erikleri nedeniyle, ¢ok diisiik
biyobozunabilirlik gdsteren farkli boyarmadde tipleri igerir (Pala ve Tokat 2002; Kim
ve dig. 2004; Gao ve dig. 2007). Bu sebeple ekstil atik su aritiminda ciddi zorluklarla
karsilagilir. Ciinkii alici ¢evre, ¢oklu ve ¢ok Olgekli hasara neden olan organik
boyarmaddeler, fosfatlar, nitratlar vs. igerir (Zaharia ve dig. 2009). Bu
boyarmaddelerin, adsorpsiyon ve c¢okeltme yontemleri, kimyasal bozunma veya
fotodegradasyon gibi fiziksel veya kimyasal yontemlerle giderilmesi, finansal ve
metodolojik dezavantajlara sahiptir. Ayrica bu silire¢ zaman alict ve ¢ogunlukla
etkisizdirler. ~Giinlimiizde bu yoOntemlerin dezavantajlarindan dolayr bu
boyarmaddelerin  giderimini  gergeklestiren ve biyolojik olarak bozabilen
mikroorganizmalar 6n plana ¢ikmaya baslamistir (Ledakowicz ve dig. 2001; Kalyani

ve dig. 2009).

Atik su giderimine biyoteknolojik acgidan bakildiginda, biyoteknoloji;
organizmalarin ve bunun yaninda biyolojik sistemlerin bu alanda pratik ve ticari olarak
kullanilmasini hedefler. Biyoteknolojik teknikler, fermentasyonu, enzim teknolojisini,
hiicre, doku ve kiiltiir tekniklerini igerir. Bu siire¢ler, atiklarin mikroorganizmalara
besin olarak kullanimini ve ¢evreye zararsiz olan bilesiklere doniistliriilmesini igerir
(O’Neil ve dig. 2000). Beyaz ¢iirtikgiil funguslarin, polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
sentetik boyarmaddeler ve diger oncelikli kirleticiler dahil olmak tizere ¢ok ¢esitli
kirletici maddelerin ayrigmasinda dikkate deger bir potansiyele sahip olduklar
gosterilmistir. Beyaz ciirtik¢iil funguslar, ¢esitli boyarmaddelerin par¢alanmasinda rol
alan hiicre dis1 oksidatif enzimleri (lakkaz, lignin peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz
(MnP)) saglamadaki etkileri ile iyi bilinmektedir (Kang ve dig. 2014; Eichlerova ve
dig. 2002).



Endiistriyel boyutta diisiiniildiigliinde, immobilize fungus hiicrelerinin serbest
fungus hiicrelerine gore gesitli avantajlar sundugu bilinmektedir (Rodriguez-Couto,
2009). Boylece, hareketsiz kilinmus kiiltiirler, serbest kiiltiirlerden daha fazla pH veya
toksik kimyasal konsantrasyonlara maruz kalma gibi ¢evresel pertiirbasyonlara karsi
daha direnglidir. Ek olarak, endiistriyel uygulamalarda, hareketsiz hale getirilmis
funguslar, sivi ortamdan hiicrelerin kolay ayrilmasi, kesme hasarindan korunma ve
proteaz aktivitesinde azalma gibi serbest olanlara gore ek avantajlar saglayabilir.
Dahasi, hiicre immobilizasyonu belirgin sivi besiyer viskozitesini diisiiriir ve reolojik
ozellikleri oksijen ve kiitle transferi i¢in daha elverisli hale getirir (Thongchul ve Yang,
2003).

Bu calismada; 3 farkli tekstil boyarmaddesinin biyolojik giderimi arastirildi.
Biyolojik giderim i¢in beyaz ¢iiriikgiil fungus; Morchella esculenta kullanilmis olup,
Once organizmanin serbest formu ile ayr1 ayr1 ve karigim halindeki boyar maddelerin
biyolojik giderimleri incelenip daha sonra, bu organizmanin farkli tasiyicilar lizerine
immobilizasyonu saglanip, biyolojik iyilestirme oranlar1 belirlenmistir. Ayrica bu
calismada ayni organizma ile membran biyoreaktor sistemi olusturularak endiistriyel
tekstil atik sularinin biyoiyilestirilmesine yonelik yeni bir sistem Onerilmistir. Calisma
sirasinda immobilizasyon islemlerinin gergeklesip gerceklesmedigini gozlemlemek
i¢in taramal1 elektron mikrokobu (SEM) goriintiisii alinmig ve biyolojik giderimi takip

etmek i¢in spektrum taramasi ve FT-IR analizleri yapilmistir.



2. TEORIK BILGI

2.1  Beyaz Ciiriik¢iil Funguslar

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, boyarmadde giderimi i¢in en ¢ok tercih edilen
mikroorganizmalar arasinda yer almaktadir. Bunlar tarafindan boyarmadde giderimi
ilk olarak Glenn ve Gold (1983) tarafindan bildirilmistir (Glenn ve dig 1983). Bu
mikroorganizmalar grubu, karmasik polimerik odunsu bitki materyali, lignini
minerallestirebilme yeteneklerinin bir sonucu olarak kiiresel karbon dongiisiiniin
merkezidir. Beyaz ¢iiriik¢iil fungus miselyumlari, hiicre dis1 enzimler iireterek yiiksek
molekiil yapili substratlar1 degrede edip, tek hiicreli organizmalara karsi iistiin bir
avantaja sahiptir. Daha yiiksek hiicre-ylizey orani nedeniyle funguslar, ¢evre ile daha
biiytik bir fiziksel ve enzimatik temasa sahiptir (Rescigno ve dig. 2007). Fungal
enzimler, toksik maddelerin yiiksek konsantrasyonlarini elimine etmede avantajlidir.
Dogal substratlarina ek olarak, beyaz ciiriikk¢iil funguslari, substrat, spesifik olma
egilimi gosteren biyodegredatif bakterilerden ayiran en énemli 6zellik, ¢esitli kalict
organik kirleticileri daha iyi mineralize etme yetenegine sahip olmalaridir (Barr and
Aust, 1994; Arora ve Sharma, 2010). Bu funguslarin, organik bilesikleri ayristirma
kabiliyeti, lignin peroksidaz (LiP), manganez peroksidaz (MnP) ve lakkaz gibi
ekstraseliiler ligninolitik enzimlerinin nispeten spesifik olmayan dogasindan
kaynaklanmaktadir. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslar ve bunlarin ligninolitik enzimlerinin,
cok sayida fenolik yapidaki aromatik aminler dahil olmak iizere c¢ok c¢esitli
ksenobiyotik bilesikleri bunun yani sira klorofenoller, sekonder alifatik polialkoller,
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), herbisitler ve pestisitler dahil olmak
tizere bu zararl bilesikleri transforme/bozabilme yetenekleri rapor edilmistir (Ahn ve
dig. 2002; Vongsangnak ve Nielsen 2013). Bu yeteneklerine yonelik, ekstraseliiler
enzimler ile transformasyondan olusur ve lignin indirgeyici enzimleri igeren bir
mekanizmaya sahiptir. Beyaz ciiriik¢iil funguslarin bu kabiliyeti, bircok kirleticinin
lignine yapisal benzerliklere sahip olmas1 ve ligninolitik enzimlerin 6zgiil olmamasi,
yani kirletici molekiilleri de doniisiime ugratabilme gerceginde yatmaktadir. Ayrica,
bazi bilesiklerin transformasyonu, enzimlerin substratlara karsi ilgisi, mediyatorlerin
kullanilmastyla arttirilabilir (Pollegioni ve dig. 2015). Son yillarda, beyaz ¢iiriikgiil

funguslarin ve enzimlerinin ksenobiyotik kirleticileri biyolojik olarak bozma yetenegi,
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endiistriyel/gevresel mikrobiyoloji alaninda O6nemli bir aragtirma merakina neden
olmustur. Bunun akabinde, boyarmaddelerin renk giderimi, ¢esitli beyaz ¢iiriik¢iil
funguslarin biyodegradasyon yeteneklerini hizli bir sekilde degerlendirmek i¢in de

kullanilmistir (Singh ve Singh 2014).

2.1.1 Morchella Esculenta

1753 yilinda Carl Linnaeus bu mantar1 (fungus) bilimsel olarak tanimlamis ve
ona Phallus esculentus adini vermistir. Christiaan Hendrik Persoon 1801 yilinda su
anki bilimsel isim olan Morchella esculenta (M.esculenta), olarak adlandirmustir.
Bunlar genellikle mart ile haziran aylar arasinda biiyiirler ve hasat edilirler. Bocekler
ve diger kiigiik canlilar tarafindan nadiren zarara ugrarlar. M.esculenta genellikle
ormanlik alanlarda bulunur. M. esculenta tipik olarak sert aga¢ ve kozalakli agaclar

tizerinde gelisir (Bisakowski ve dig. 2000; Tsai ve dig. 20006).

M. esculenta’y1r diger funguslardan ayiran, 6nemli bir karakteristik vejetatif
(sklerotium) 6zellige sahiptir. Bu 6zellik tiremelerinde 6nemli bir rol oynar ve neden
bu kadar zor bir tiir olduklarini agiklamaya yardimer olur. Biiyiik hiicreler ve kalin
hiicre duvarlariyla biiyiik bir yapiya sahiptir. Sklerotium, organizmanin olumsuz
kosullarda hayatta kalmasina izin verir. Ayrica, yeniden iireme zamani geldiginde M.
esculenta 'nin ne yapacagini da kontrol eder. M. esculenta nin ¢imlenme i¢in iki
secenegi vardir. Birincisi yeni miselyum olusturmak, ikincisi ise meyve veren bir

viicut iiretmektir (Rezanka ve dig. 1999; Bisakowski ve dig. 2000).

M. esculenta'nin sapka kismi1 mumsu esneklikte ete sahiptir. 3-8 cm arasinda
genislik ve 5-12 cm boyunda, bazen konik, fakat daha sik kiiresel veya uzun dikey oval
bir yapiya sahiptir. Bal petegi goriiniimde, rengi soluk kremadan, koyu sariya, sarimsi
kahverengiye veya orta kahverengiye kadar degisir, genellikle yas1 biiyiidiik¢ce rengi
koyulagir. M. esculenta'nin sap kismi genel olarak beyaz veya soluk krem renginde
olan sap kismui iizerinde kahverengi lekeler bulunur. Sert, diiz ve i¢i oyuk olan sap
kismi 3-12 cm boyunda 1,5-3 cm ¢apinda tepe noktasina dogru daralan Sekil 2.1°deki
gibi bir goriintiisii vardir (Dalgleish ve Jacobson 2005; Cui ve dig. 2011).



Sekil 2.1 Morchella esculenta

2.2  Fungal Enzimler

2.2.1 Ligninolitik Enzimler

Ligninolitik enzimler, boyarmaddelerin, ligninlerin ve lignosiilfonatlarin
oksidasyonu, ila¢ analizi, etanol {iretimi, saraplarin aritilmasi, atik su aritimi, aromatik
hidrokarbonlar ve zehirli polisikliklerin bozulmasi gibi énemli gorevler iistlenirler.
Cevre yonetimi i¢in enzimler kullanmis ve farkli alanlarda ligninolitik enzimlerin

uygulamalari yapilmistir (Asgher ve dig. 2012; Ursula 2015; Vobérkova ve dig. 2018).

Milyonlarca yillik evrim, fungal organizmalarin sadece odun ayrismasinda
degil, ayn1 zamanda meyve veren viicut yapiminda ya da viriilans faktorleri olarak
hareket eden bir ligninolitik enzim arenali gelistirmesine izin vermistir. Ayrica,
funguslarin bitki ataklarindan korunmasinda rol alabilirler. Fungal yasam dongiisti
boyunca farkli kinetik veya fizikokimyasal 6zelliklere ve ¢esitli fonksiyonlara sahip
¢ok sayida enzim izoformlarinin varligr cesitli sekillerde ligninolitik izoenzimlerin

ekspresyonunun baslica nedenlerinden biridir (Ding ve dig. 2015; Bilal ve dig. 2017).

Ligninolitik enzimler, esas olarak besleyici azot ve/veya karbon tiikkenmesi ile
beyaz ciiriik¢iil funguslarda tetiklenen ikincil metabolizma sirasinda tretilir. Lignin
modifiye edici enzimlerin ¢esitli izozimleri, karbon tarafindan diferansiyel olarak
diizenlenebilir (Guerra ve dig. 2002; Winquist ve dig. 2008). Ligninolitik enzimlerin
ekspresyonunun karbon tarafindan diizenlendigi ve promotdér bolgelerinde creA

sahasinin varligi nedeniyle cAMP mekanizmasi ile gergeklestigi goriilmektedir. cAMP



cok cesitli fungal morfojenez ve gelisim siire¢lerinde dnemli bir rol oynar (Janusz ve

dig. 2013).

2.2.1.1 Fungal Lakkaz (EC 1.10.3.2)

Lakkazlar, dogal ortamda biyolojik rollerini belirleyen, genis substrat
spesifitesi ile karakterize edilen bakir igeren oksidorediiktazlara ait enzimlerdir.
Lakkazin ana kaynaklar1 bitkiler, bir¢ok fungus tiirli, bakteriler yani1 sira
sklerotizasyon ve pigmentasyona katildig1 boceklerde de mevcuttur (Baldrian, 2006;
Giardina ve dig. 2010). Lakkazlarin cesitli bicimlerde var oldugu bilinmektedir;
monomerik, homotetramerik, heterodimerik ve multimerik olabilirler. Molekiiler
agirlig1 organizmaya bagli olarak 50 ila 130 kDa arasinda degisir (Jaiswal ve dig.
2015). Fungus kokenli lakkazlar yaklasik olarak %10-30 oraninda karbonhidrat igerir
(Baldrian 2006). Lakkazin karbonhidrat kisminin, protein pargasinin konformasyonel
stabilitesini  sagladigi, enzimi proteoliz ve inaktivasyondan, korudugu
varsayllmaktadir. Lakkaz enziminin yapist Sekil 2.2°de verilmektedir. (Morozova ve
dig. 2007).

Sekil 2.2 Lakkaz enzimi

Lakkazin katalitik siireci sirasinda, yap1 ve reaksiyon kosullarina bagl olarak
farkli serbest radikal reaksiyonlar1 ortaya ¢ikar. En sik goriilen reaksiyonlar, dimerik
tiriinleri veya polimerik bilesikleri ve oksidatif karboksilasyonlar1 iireten serbest
radikallerin bir araya getirilmesidir. Substratlarin oksidasyonu, molekiiler oksijenin
indirgenmesine baglanir ve iki su molekiilii iiretmektedir. Azaltilan her oksijen i¢in,

hidrojen peroksit tiretimi olmaksizin dort substrat molekiilii oksitlenir: 4H" + 4 substrat



+ O2 — 2H70 + 4 substrat; Sonug olarak, lakkazlar “ideal yesil” katalizorler olarak
kabul edilir ¢iinkii O2'yi bir yardime1 substrat olarak kullanirlar ve H™u olustururlar

(Solomon ve dig. 2008).

Hemen hemen tiim beyaz ciiriik¢iil funguslarin lakkazi degisik derecelerde
tirettigi bildirilmistir (Kiies 2015). Pycnoporus cinnabarinus iirettigi lakkaz bu tiiriin
lignin degradasyonunu saglayabilen tek ligninolitik enzim olarak tanimlanmigtir

(Camareroa ve dig. 2012).

Fungal lakkazlar, renkli atiklarin agiga ¢ikmasina bagl olarak suyu kirleten
gida, tekstil, kagit hamuru ve plastik gibi endiistrilerden bosaltilan atiklarin (Chandra
ve Chowdhary 2015) renk giderilmesinde ve detoksifikasyonlarinda kullanilir.
Boyarmaddeler genellikle karmasik kimyasal yapilar1 ve sentetik orijinleri nedeniyle
1s18a maruz kaldiginda solmaya karsi direnglidir (Lin ve dig. 2010). Geleneksel
boyarmadde aritma sistemlerinin ¢ok pahali olmasi, yiiksek miktarda kimyasal madde
ve enerji tiiketmesi, biyolojik giderim igin etkili bir alternatif olarak goriinmektedir.
Boyarmadde bozunmasinda lakkazin kullanimi incelenmis olup, azo, antrakinon,
heterosiklik, indigoid boyarmaddeler, polimerik boyarmaddeler, triarilmetan ve

trifenilmetan gibi kromofor bilesikleri tizerinde etkilidir (Abadulla ve dig. 2000).

2.2.1.2 Fungal Mangan Peroksidaz (MnP, EC 1.11.1.13))

Mangan peroksidazin kesfinden beri (Glenn ve dig. 1985; Paszczynski ve dig.
1985), MnP'ye olan ilgi biyolojik kagit hamuru iretimi, biyoagartma ve
biyoremidasyondaki potansiyel uygulamasi nedeniyle biiyiik dl¢iide artmistir. MnP,
38 ila 62,5 kDa arasinda degisen ve 45 kDa'da ortalama molekiiler kiitleye sahiptir
(Hofrichter 2002). Mangan peroksidazlar (MnP'ler) daha yaygin bir enzim g¢esididirler
ve olas1 bir alternatif olarak kapsamli bir sekilde arastirilmistir (Ghosh ve dig. 2016).
MnP'ler ayrica giiclii bir sekilde oksitlenirler ve klasik bir peroksidaz dongiisiine
ugrarlar, fakat nonfenolik lignin ile iligkili yapilar1 oksitlemezler ¢ilinkii aromatik
substratlara elektron transferi i¢in gerekli olan degigmez triptofan kalintisindan
yoksundurlar. Bunun yerine, birka¢ asidik amino asit artigi ve hemi propionat
gruplarindan olusan bir manganez baglanma bolgesine sahiptirler. Buna gére, MnP'nin

bir elektron transferi (MnP 1) ile Mn?*'dan meydana gelir (Das ve dig. 2012). Mn?* ve



¢oziinmeyen Mn*" olan orantisizhiga karsi stabilize etmek icin cesitli cift disli
selatlayicilar mevcut ise, Mn®" iiriinii aktif bolgeden serbest birakilir. Fizyolojik
selatoriin, bir¢ok beyaz ¢iiriik¢iil fungusun hiicre dis1 bir metaboliti olan okzalat
oldugu diistiniilmektedir (Hofrichter 2002).

Sekil 2.3 Mangan peroksidaz enzimi

Sekil 2.3’te goriilen mangan peroksidaz bir¢ok beyaz ¢iiriik¢iil fungus tilirlinden
izole edilebilir. MnP hidrojen peroksit (H202) varliginda Mn?"nm Mn®*"'ya
oksidasyonunu katalize eder. Uretilen Mn®*, organik asit ile stabilize edilir ve
yayilabilir bir oksitleyici olarak islev goren bir Mn3" organik asit kompleksini
olusturur. Olusan bu kompleks lignin, endiistriyel boyarmadde ve diger organik
kirleticiler dahil olmak tizere gesitli aromatik bilesiklerle etki ederler (Tebo ve dig.
2005; Das ve Singh, 2011). Kristal yapilar ve spektroskopik ¢alismalar, MnP'nin 11
veya 12 a-heliks igeren iki alanli, globiiler bir protein oldugunu gostermistir. Bir hemi
protein grubu, en yaygin olarak Fe protoporfirin IX, iki alan arasinda yer alir. Yapisal
destek saglayan iki Ca?* baglayici bolge, hem grubunun her iki tarafinda yer alir ve
kataliz i¢in gerekli olan bir Mn baglanma bélgesi, i¢ hemi propiyonatin yakininda yer
alir. Ayrica MnP, protein yapisini stabilize eden dort veya bes disiilfid koprii bagina
sahiptir (Bruins ve dig. 2000; Mishra ve dig. 2008).

2.2.1.3 Fungal Lignin Peroksidaz (LiP, EC 1.11.1.14)

LiP, ligninin H2O; bagimli oksidatif depolimerizasyonunu katalize eder. LiP
ilk olarak beyaz c¢iiriikk¢iil fungus P. chrysosporium'un hiicre disi ortaminda

kesfedilmistir. P. chrysosporium ve T. versicolor, Phanerochaete sordida, Phlebia
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radiata ve Phlebia tremellosa gibi diger beyaz cilirlik¢iil funguslarda c¢esitli LiP
izoformlar1 bulunur. LiP'ler 40 kDa civarinda molekiiler kiitleli monomerik
hemoproteinlerdir ve Sekil 2.4’de goriilen yapidadirlar (Johansson ve dig 1993;
Morgenstern ve dig. 2008).

Sekil 2.4 Lignin peroksidaz enzimi

Yabanturpu peroksidaz enzimi'ninkine benzer tipik bir peroksidaz katalitik
cevrime sahiptir. LiP’ nin Fe(Ill) 'i dort hem tetrapirrol nitrojen ve bir histidin
kalintisina penta-koordinatlandirilir. LiP klasik peroksidazlar gibi H202 oksitlenirler
ve demirin Fe(IV) olarak mevcut oldugu ve serbest radikalin tetrapirrol halkasinda
(veya yakinlardaki bir amino asit iizerinde) bulundugu iki oksidize elektron, bir ara
madde olustururlar (Bilesik I). Bilesik I daha sonra bir donor substrati bir elektron
tarafindan oksitler, boylece bir substrat icermeyen radikal ve Bilesik II elde edilir,
burada demir hala Fe (IV) olarak bulunur fakat tetrapirrolde herhangi bir radikal
yoktur. Daha sonra Bilesik II, bir bagka substrat icermeyen radikal ve peroksidazin
dinlenme durumunu veren ikinci bir dondr substrat molekiiliinii oksitler (Ritch ve Gold

1992; Gold ve Alic 1993; Miki ve dig. 2010).

LiP'ler, klasik peroksidazlardan daha yiiksek redoks potansiyeline sahip daha
giiclii oksidanlardir, ¢ilinkii LiP'daki porfirin halkasindaki demir, klasik peroksidazlara
gore daha az sayida elektron igerir. Bu nedenle, LiP'lar orta derecede aktive olan
aromatik halkalar1 oksitleyebilirken, klasik peroksidazlar sadece giiclii sekilde aktive

edilmis aromatik substratlar lizerinde etkili olurlar. LiP bir¢ok fenol ve anilini okside



edebilmesi yaninda polimerin %90'm1 olusturan, ligninin major fenolik olmayan

yapilarini oksitleyebilir (Martinez ve dig. 2005).

2.3 Immobilizasyon

Tim hiicrelerin hareketsizlestirilmesi, katalitik aktivitenin korunmasiyla,
bozulmamis hiicrelerin belirli bir tanimlanmis bolgeye fiziksel olarak hapsedilmesi
veya lokalizasyonu olarak tanimlanmistir. Cozilinebilir enzimler yerine sabitlenmis
hiicreleri  ¢evreleyen siirekli isleme sistemlerinde yeniden kullanim ve
uygulanabilirligin yanmi sira, pH ve sicakligin asir1 kosullar1 altinda artan stabilite,
hiicreleri hem gida endiistrisinde hem de ilag sektoriinde tercih edilen, ¢ok yonlii bir
arag¢ haline getirir. Hareketsizlestirilmis biyokatalizorlerin siniflandirilmasina yonelik
birkag farkli yaklasim vardir, fakat en sik kullanilan siniflandirma, belirli bir uygulama
icin se¢ilen immobilizasyon yontemine dayanmaktadir. Bu nedenle, immobilizasyon
yonteminin se¢imi, uygulama lizerine, mevcut olan kaynaklarin yani sira, hareketsiz
hale getirilen mikroorganizmanin dogasina baglidir. immobilizasyon ydntemleri, tim
hiicrelere veya enzimlere uygulanabilir. Enzim immobilizasyonuna kiyasla tam hiicre
immobilizasyonunun avantajlarindan bazilar1 sunlardir: daha yiiksek kararlilik ve
enzim aktivitesi, cok degiskenli enzim uygulamalar1 ve daha diisiik maliyet (Arica ve

dig. 2003; Braghukumar ve dig. 2004; Branyik ve dig. 2004).

Hareketsiz hale getirilmis hiicre sistemleri, hareketsiz hale getirilmis hiicrelerin
serbestce siispanse edilmis kiiltiirler, biyokiitlenin sividan kolay ayrilmasi, kolay tiriin
geri kazanimi ve spesifik metabolik iyilestirmeler veya immobilizasyon iizerine
olusturulan tiriinler sagladig reaktor performans gibi avantajlari vardir (Dervakos ve
Webb 1991). Hiicre immobilizasyonu, iiretken olmayan biiylime fazini azaltarak daha
verimli bir calisma saglar. Hareketsizlestirilmis hiicrelerin  yiiksek hiicre
yogunlugunun, {irlin verimini ve biyoreaktorlerin hacimsel verimliligini artirdig
bilinmektedir. Immobilizasyon, hiicreleri kesme kuvvetlerinden korur ve
mikroorganizmaya ¢evresel kosullara (pH, sicaklik, organik ¢oziictiler, tuzlar, substrat
ve lriinleri inhibe etme, zehirler, kendi kendini yok etme) kars1 6zel bir stabilite
kazandirir. Canlilik ve immobilize edilmis hiicrelerin {iretkenligi uzun bir siire
boyunca muhafaza edilebilir, bu da siirekli ekim iglemlerini kolaylagtirir ve daha iyi

caligma kararlilig1 saglar (Karel ve dig. 1985; Mou ve dig. 1991). Hareketsiz kilinmis
10



hiicreler daha kolay islenebilmekte ve zorlanmadan geri kazanilabilmektedir. Ayrica,
immobilizasyon, sinirli hiicrelerin destegi ve fizyolojik davranis yoluyla molekiillerin
difiizyon oOzelliklerini etkileyebileceginden, hareketsizlestirme {izerine hiicre
biiyiimesi, metabolizma ve fizyolojinin fark edilebilir farkliliklar1 g6zlenir (Illanes
2008).

Belirli bir immobilizasyon sisteminin uygunlugu, uygulama tipi ve immobilize
edici maddenin yani matriksin fiziksel ve biyokimyasal Ozellikleri tarafindan
belirlenir. Farkli immobilizasyon yontemleri ve malzemeleri, kati polimerik
malzemelere kovalent baglanma, gdzenekli inert desteklere adsorpsiyon, capraz
baglanmis jel yontemlerinde tutunma ve bazi reaktifler tarafindan ¢apraz baglanma
gibi endiistriyel amaglar i¢in kullanilabilir. Funguslarin pelet haline gelmesi de kendi

kendine immobilizasyon sistemi olarak disiiniilebilir (Xu ve dig. 2000).

Fiziksel lokalizasyonun temelleri ve mikrogevrenin dogasi iizerine, immobilize
hiicre sistemleri dort kategoride smiflandirilabilir. Sekil 2.5°te temel hiicre
immobilizasyon yontemleri goriilmektedir. Bu yontemlere bagl olarak, dogal
baglanma i¢in uygun bir adsorban, biyokatalizore kars1 yiiksek bir afiniteye sahip
olmal1 ve minimal denatiirasyona neden olmalidir. Hiicrelerin organik veya inorganik
bir destek malzemesine adsorpsiyonu, Van der Waals kuvvetleri ve iyonik etkilesimler

yoluyla elde edilir (Kourkoutas ve dig. 2004).
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Sekil 2.5 Temel hiicre immobilizasyon yontemleri

2.3.1

Bir kati tasiyict lizerinde hiicre immobilizasyonu, elektrostatik kuvvetler
(fiziksel adsorpsiyon veya hiicre membrani) ve tasiyici arasindaki kovalent baglanma
ile gerceklestirilir. Hiicre filminin kalinlig1 genellikle bir hiicre katmanindan 1 mm
veya daha fazlasina kadar degisir. Bir ylizeyde hareketsiz kilinmis hiicreleri kullanan
sistemler, bu tip bir hareketsizlestirme islemini gerceklestirmenin nispeten kolay
olmasindan dolay1 popiilerdir. Hiicrelerin tastyiciya baglandigi kuvvet ve biyofilmin
derinligi siklikla degisir, bu kuvvet ve biyofilm derinligi kolayca belirlenemez. Bu tiir
hareketsizlestirmede kullanilan kati tasiyicilarin Ornekleri; seliilozik malzemeler
(DEAE-seliiloz, odun, talas, delinmis talas), inorganik malzemeler (lifli magnezyum

minerali, aktif kil, hidromica, gézenekli porselen, gozenekli cam), vb. (Melzoch ve

dig., 1994; Navarro ve Durand, 1977).
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2.3.2 Gozenekli Matris I¢erisine Immobilizasyon

Bu immobilizasyon c¢esidinde, hiicreler ortamdaki diger hiicreler tarafindan
hareketleri kisitlanana kadar gozenekli matrise niifuz ederler. Gozenekli malzeme bir
hiicre kiiltiiri ortaminda dogal olarak olusturulurlar. Gozenekli matris igerisine
immobilize edilen hiicrelerin, ¢gevre ortamina yayilmasini 6nlemek i¢in hiicrelerin kati
bir ag i¢ine immobilizasyonu yapilmasina karsin besin ve metabolitlerin kiitle
transferine izin verir. Gozenekli matris immobilizasyonun karakteristik Ornekleri
olarak, alginatlar, x-karragenan, agar, kitosan ve poligalakturonik asit gibi polisakkarit
jelleri veya jelatin, kollajen ve polivinil alkol gibi diger polimerik matrisler igine
hapsetme gosterilmektedir (Park ve Chang, 2000). Gozenekli matriste hiicre
biliylimesi, malzemenin gozenekliligi ve daha sonra biriken biyokiitlenin etkisi ile
uygulanan diflizyon sinirlamalarina baglidir. Bu nedenle homojen olmayan bir hiicre
popiilasyon modeli gelisebilir ve ylizeye yakin hiicreler, tanelerin i¢indeki kismen

serbest kalmis hiicrelere kiyasla farkli davranabilirler (Freeman ve Lilly, 1998).

Polisakkarit jel gibi go6zenekli bir matris iginde hiicre sikismasinin
problemlerinden biri de, boncuklarin dis yiizeyinde bulunan hiicreler ¢ogalir ve
immobilize edilerek olusturulan yap1 bozulabilir. Bu, hareketsiz ve serbest hiicrelerden
olusan bir sisteme yol acar. Bu problemden kaginmak icin, hiicrelerin ve bir dis
katmanin yer aldig1 bir i¢ ¢ekirdege sahip olan hidrojel boncuklarinin, ¢ekirdekten
hiicrelerin kagmasini 6nleyen ¢ift katmanli boncuklar gelistirilmistir (Taillandier ve
dig. 1994).

2.3.3 Hiicre Flokiilasyonu (Kiimelesme)

Hiicre flokiilasyonu (kiimelesme), siispansiyonlardaki hiicrelerin daha biiyiik
bir yap1 olusturmak icin hiicrelerin bir araya toplanmas1 veya 6zelliklerinin kiimelere
ve tortulara hizla yapigmasi olarak tanimlanmistir. Hiicrelerin flokiilasyonu, bu
teknigin reaktorlerde kullanilmasint miimkiin kilan potansiyel bir immobilizasyon
teknigi olarak diisiiniilebilir. Bu tiirler arasinda, dolu yatakli, akiskan yatakli ve siirekli
karistirilmis tank reaktorleri yer almaktadir. Kiime olusturma yetenegi esas olarak kiif,
mantar ve bitki hiicrelerinde gozlenir. Yapay flokiilasyon ajanlar1 veya ¢apraz

baglayicilar, dogal olarak kiimelesmeyen hiicre kiiltiirlerinde toplanmasini saglamak
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ve iglemi hizlandirmak i¢in kullanilabilir. Kiimelesmis hiicreler, pH, ¢6ziinmiis oksijen

ve ortam bilesimi gibi bir¢ok faktoérden etkilenir (Navratil ve dig. 2000).

2.3.4 Bariyer Arkasinda Mekanik Muhafaza

Bir bariyerin arkasindaki hiicrelerin tutulmasi, mikro-gézenekli membran
filtrelerinin kullanilmastyla ya hiicrelerin bir mikrokapsiil i¢inde tutulmasi ya da iki
karigmayan sivinin bir etkilesim yiizeyine hiicre immobilizasyonu ile saglanabilir. Bu
immobilizasyon tiirii, hiicre icermeyen iirlin ve minimum bilesik transferi gerektiginde
idealdir (Park ve Chang 2000). Membran biyoreaktor teknolojisi, hiicre geri doniisiim
ve siirekli siireclerde yaygin olarak kullanilmaktadir. Mikro gozenekli membranlar
arasinda hiicrelerin hareketsizlestirilmesinin baglica dezavantajlar1 arasinda, kitlesel

transfer sinirlamalar1 ve hiicre biiylimesinin neden oldugu olast membran biyo-kirliligi

bulunmaktadir (Gryta 2002).

2.4  Immobilizasyon Materyalleri

Tastyicy, hiicrelerin baglanacagi fonksiyonel gruplar ile biiytik bir yiizeye sahip
olmalhdir. Tasiyicinin  tasinmast  ve yeniden iretilmesi kolay olmalidir.
Hareketsizlestirilmis biyokatalizdriin hiicre canlilig1 ve operasyonel stabilitesi yliksek
olmali ve daha uzun siire tutulmalidir. Hareketsizlestirilmis hiicrelerin biyolojik
aktivitesi, immobilizasyon isleminden olumsuz etkilenmemelidir. Destegin
gozenekliligi, substratlar, lirtinler, kofaktorler ve gazlarin serbest degisimini saglayan,
tekdiize ve kontrol edilebilir olmalidir. Tasiyici, iyl mekanik, kimyasal, termal ve
biyolojik stabiliteyi muhafaza etmeli ve enzimler, ¢oziiciiler, basing degisiklikleri veya
kesme kuvvetleri tarafindan kolayca ayristirilmamalidir. Tasiyici ve immobilizasyon
teknigi kolay, uygun maliyetli ve dlceklendirmeye uygun olmalidir. Destek (tasiyici)
bir sentetik organik polimer, bir biyopolimer veya inorganik bir kati olabilir
(Kourkoutas ve dig. 2004; Grigoras 2017).
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2.4.1 Dogal polimerler

2.4.1.1 Aljinat

Kahverengi alglerin hiicre duvarlarindan elde edilen aljinat, aljinik asidin
kalsiyum, magnezyum ve sodyum tuzlaridir. Artmis enzim aktivitesi ve yeniden
kullanilabilirlik ile ksantan-alginat boncuklari, aljinat-poliakrilamid jeller ve kalsiyum
aljinat boncuklar1 olarak immobilizasyon i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir.
Aljinatin iki degerlikli iyonlarla (Ca®" gibi) ve glutaraldehit’in ¢apraz baglanmast,

enzimlerin stabilitesini arttirir (Flores-Maltos ve dig. 2011).

2.4.1.2 Kitosan ve kitin

Enzimlerin, protein veya karbonhidrat gruplari, enzimin kitosan'a baglanmasi
icin kullanilir (Hsieh ve dig. 2000). Kitosan, kitosan kapli enzimlerin, enzim ve destek
arasindaki fiziksel ve iyonik etkilesimlerden dolayi, aljinatla karsilastirildiginda daha
az Oziitleme etkisine sahip oldugu i¢in aljinat ile kombinasyon halinde kullanilmistir
(Betigeri ve Neau 2002). Enzimlerle kolayca baglanan hidroksil ve amino gruplarina,

1yi hidrofilisite ve yiiksek gozeneklilige sahiptir (Chang ve Juang 2007).

2.4.1.3 Kolajen

Dogal bir polimer olan kolajen, capraz baglayict ajan olarak glutaraldehit
kullanan tannaz enzim immobilizasyonu i¢in kullanilmistir (Katwa ve dig. 1981). Fe3*
kollajen lifler, 26 tekrardan sonra bile anlamli aktiviteyi koruyarak katalaz enzim

immobilizasyonu i¢in miikemmel destek matrisi oldugunu kanitlanmistir (Chen ve dig.

2011).
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2.4.1.4 Jelatin

Jelatin, hidrokoloit bir maddedir, amino asitlerde yiliksek miktarda bulunur ve
suda agirliginin on katina kadar adsorbe olabilmektedir. Uzun 6miirlii yani kolaylikla
bozulmamasi, hiicre immobilizasyonu i¢in dikkat ¢ekmektedir. Poliakrilamid ile
karigik tasiyict sistemde jelatin ve capraz baglayict olarak krom (III) asetat
kullanilmistir (Emregul ve dig. 2006). Jelatin ile kalsiyum aljinat, enzim
immobilizasyonu i¢in kalsiyum fosfat birikimi i¢in 1yi bir sablon olusturmustur (Shen

ve dig. 2011).

2415 Seliiloz

En dogal polimerlerden birisi olan seliiloz fungus, lakkaz, penisilin G agilaz,
glukoamilaz, a-amilaz, tirozinaz, lipaz ve P-galaktosidazin immobilizasyonlarinda
yaygin olarak kullanilmaktadir (Al-Adhami ve dig. 2002; Mislovicova ve dig. 2004;
Bryjak ve dig. 2007; Namdeo ve Bajpai 2009; Labus ve dig. 2011; Huang ve dig. 2011;
Klein ve dig. 2011). Dietilaminoetil ile modifiye edilmis seliilozik desteklerin daha
biiylik depolama kapasitesi vardir (Al-Adhami ve dig. 2002). Seliilloz kaplamali
manyetik  nanopartikiilleri, o-amilazin selilloz  dialdehit kapli manyetit
nanopartikiillerine tutturulmasinin, yeni bir nisasta parcalama sisteminin olusumuna
yol agtig1 nisasta parcalanmasi icin kullanilmistir (Namdeo ve Bajpai 2009).
Glutaraldehit ile aktive edilen iyonik sivi-seliiloz film ile hareketsizlestirme daha iyi

sekillendirilebilirlik ve esneklik saglanmistir (Klein ve dig. 2011).

2.4.2 Sentetik Polimerler

Iyon  degistirici  regineler/polimerler, — gbzenekli  yiizeylere  hiicre
immobilizasyonu i¢in ¢oziinmez destek materyalleridir (Kumari ve Kayastha 2011).
Hiicre immobilizasyonu sirasinda glutaraldehit ve polietilen glikol, serbest radikallerin
saldirisin1 6nlemek i¢in fungus hiicresinin enzim {iireten aktif merkezi etrafinda bir

katki maddesi ve koruyucu tabaka gorevi goriir (Ashraf ve Husain 2010).
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Destek materyali olarak kullanilan bazi sentetik polimerler su sekilde ifade
edilir: polivinil klorid, siklodekstrin glukosiltransferaz, 1:3 oraninda polivinil alkol ve
heksametil diizosiyanattan tiiretilmis poliiiretan mikropartikiiller elde edilir.
Poliiiretan mikropartikiiller, endiistriyel uygulamalar i¢in faydali oldugu 6ne siiriilen
UV ile aktive edilmis metakrilatli/fumarik asitle modifiye edilmis epoksi; iki farkli
formda polianilin; atiksu aritimi i¢in kullanilan ¢ok sayida gézenege sahip lipaz ve UV
1sinlari ile aktive edilmis polietilen glikoliin hareketsizlestirilmesi igin glutaraldehitle
aktive edilmis naylon olarak orneklendirilebilinir (Abdel-Naby 1999; Kahraman ve
dig. 2007; Pahujani ve dig. 2008; Romaskevic ve dig. 2010).

2.4.3 Iinorganik Malzemeler

2.4.3.1 Zeolitler

Zeolitler veya "molekiiler elekler", iyi tanimlanmis yapilara ve sekil secici
Ozelliklere sahip olan ve molekiiler adsorpsiyonda yaygin olarak kullanilan mikro
gozenekli kristalli katilardir. Mikro gozenekli zeolitlerin, enzim ile kuvvetli hidrojen
baglar1 olusturan daha fazla hidroksil grubunun varligindan dolayi, mikro-gézenekli
alasimi olanlardan daha iyi bir a-kimotripsin immobilizasyonu i¢in daha iyi bir destek
oldugu bulunmustur. Coklu adsorpsiyon bolgeleri olan zeolitlerin heterojen yiizeyinin,
enzim ve destek etkilesimlerini modiile etmek i¢in uygun oldugu diisiiniilmektedir

(Serralha ve dig. 1998).

2.4.3.2 Seramik

Candida antarctica lipazinin seramik membran iizerinde immobilizasyonu, bu
inert destegin, geri besleme inhibisyonunu smirlandirarak hidrolitik ve sentetik
reaksiyonlarin gergeklestirilmesi igin kullanilabilecegini gostermistir. Hem makro (77
nm) hem de mikro gdzenekli (45 mikron) seramik kopiiklerin, diflizyon hizim
diisiirmede ve spesifik ylizey alanini arttirmada etkili oldugu bulunmustur. Seramigin
bir bagka Ornegi, degisik gozenek yapist farkli organik kaplamalar kullanilarak

degistirilebilen toyonittir (Magnan ve dig. 2004).
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2.4.3.3 Silika

Aktiflestirilmis silika iizerinde hareketsizlestirilmis funguslardan elde edilen
lignin peroksidaz enzimi, okaliptiis agacindan yapilmis ambalaj atiklarindan olusan
kloroligninlerin uzaklastirilmasinda etkili bir sekilde kullanilmistir. Silikanin hidroksil
ve reaktif siloksan gruplarinin aminasyonu ve metil veya polivinil alkol gruplarinin
eklenmesiyle ylizey modifikasyonu, destek materyallerinin baglarini giiclendirir

(Pogorilyi ve dig. 2007).

24.3.4 Cam

Cam oldukga viskoz bir sividir ve a-amilazi immobilize etmekte kullanilmistir;
Amino grubu fonksiyonel cam boncuklari igeren ftalil kloriiriin, bu siire¢ igin saglam
ve yenilenebilir oldugu bulunmustur (Kahraman ve dig. 2007). Bir bagka enzim nitrit
rediiktaz, siirekli izleme i¢in bir biyoalgilama cihazi olarak islev goren kontrollii
gbozenekli cam boncuklar iizerinde immobilize edilmistir. Cam pH-elektrotlar
tizerinde hareketsiz hale gelen iire, kan 6rneklerinde 52 pg / ml kadar iire izleme igin

stabil bir biyosensor olusturulmustur (Sahney ve dig. 2005).

2.4.3.5 Aktif Karbon

Hem dogal hem de hidroklorik asitle modifiye edilmis aktif karbon, hiicre ve
enzim adsorpsiyonu icin degerli bir destek materyalidir (Alkan ve dig. 2009). Son
zamanlarda, enzim immobilizasyonu i¢in genis temas bdlgeleri iceren mezo-gozenekli
aktif karbon pargaciklari, 21 dongiiden sonra katalitik etkinlifin O6nemli Olciide
muhafaza edildigi asit proteaz ve asidik lipazlarin immobilize edilmesi igin

kullanilmistir (Kumar ve dig. 2010; Ramani ve dig. 2011).

2.4.3.6 Membranlar

Kimyasal ve fiziksel 6zelliklerin bir islevi olarak ¢ozeltide bulunan farkl

tiirleri bir yiiriitiicii kuvvet yardimiyla ayirma 6zelligine sahip ince bir zar tabakadir.
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Bir membran, belirli tiirlerin hareketini kisitlayan, genellikle ince polimerik bir kati
olarak bilinen, gegirgen veya yar1 gecirgen bir fazdir. Membran, diger bilesenlerin
niifuzunu engellerken, karisimin bir bileseninin zara serbest¢e niifuz etmesine izin
veren bir engeldir. Katt membranlar, Sivi membranlar, gaz membranlar olarak
siiflandirilmaktadir (Wehiua 2003; Salt ve Dinger, 2006).

2.5  Biyolojik Membranlar

Membranlarin biyolojik aktiviteleri, dikkate deger fiziksel Ozelliklerinden
kaynaklanir. Membranlar, sert, esnek, kendiliginden sizdirmaz ve polar ¢oziiciilere
secici olarak gecirgendir. Biyolojik membranlar, hiicreleri olustururlar ve bir
maddenin i¢ ve dis kisimlar1 arasinda ayrismayi saglarlar, hangi maddelerin girip
ciktiklar1 secici gegirgenliklerini kontrol ederler. Iyonlarin gradyanlarinin kendi
aralarinda olusturulmasina izin vererek, membranlar da canli organizmalarin enerji
tiretmesini saglar. Ayrica, kimyasal ve elektriksel sinyaller halinde bilgi gondererek,
alarak ve isleyerek hiicreler arasindaki mesaj akisini kontrol ederler. Membranlar
sadece iki molekiil tabakasindan olusur ve bu nedenle ¢ok incedirler; Esas olarak iki
boyutlu olarak diisiiniilebilirler. Cok sayida hiicresel siireg, zarlarla (lipitlerin ve bazi
proteinlerin sentezi ve mitokondri ve kloroplastlarda enerji transdiiksiyonlar1 gibi)
iliskilidir. Molekiiller aras1 carpismalar bu iki boyutlu yapida, ii¢ boyutlu yapida
oldugundan ¢ok daha muhtemel oldugundan, iki boyutlu bir zar icinde gerceklesen

belirli enzim katalizli yollarin etkinligi biiyiik 6l¢iide artar.

Biyolojik membranlarin {i¢ temel islevi vardir: (1) toksik maddeleri hiicreden
uzak tutarlar; (2) hiicre ve dis ortam arasinda organel ve hiicre dis1 faaliyetler arasinda
gecis yapmak icin; iyonlar, besinler, atiklar ve metabolik {irlinler gibi belirli
molekiillere 1izin veren reseptorler ve kanallar igerir; ve (3) organellerde

gergeklestirilen hayati fakat uyumsuz metabolik siirecleri ayirirlar.

2.5.1 Polimer i¢erikli Membranlar (PTM)

PIM'lerin, ¢esitli katyonlarin ve anyonlarin segici ekstraksiyonu ve geri

kazanimi i¢in faydali oldugu, geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonu ve iyon degisim
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islemlerinin ekstraksiyon Ozelliklerini taklit ettigi ancak ekstraksiyon ve geri
ekstraksiyonun tek bir agamada basarilabilme avantajina sahip oldugu gosterilmistir.
Tipik bir PIM, bir baz polimer ve bir tasiyicidan (ekstraktan) olusur. Baz1 durumlarda
PIM bilesimine bir plastiklestirici veya modifiye edici eklenebilir. PIM'lerin 6nemli
bir yonii, polimer matrisindeki tasiyicilarin dagilimini belirleyen ve sonugta membran
tagima verimliligini etkileyen membran malzemelerinin mikro yapisidir (Sastre ve dig.
1998). Polimer igerikli sivi membran konsepti 40 yili agkin bir siiredir bilinmektedir
ve geleneksel ¢oziicii ekstraksiyonuna olasi bir alternatif olarak 6nerilmistir. Ayrica
iyon secici elektrotlarda algilama membranlarinin hazirlanmasinda kullanilmigtir.
Bununla birlikte, daha yakin zamanlarda, bu tiir membranlar polimer igerikli sivi
membranlar (PIMs) olarak adlandirilmis ve 6zellikle diger sivi membran tipleriyle
(6rnegin, desteklenmis sivi membranlar (SLM'ler)) karsilastirildiginda miikemmel

stabilite ve ¢cok yonliiliik sergilemistir (Kim ve dig. 2001; Kozlowski ve dig. 2005).

PIM'ler genellikle bir ekstraktant (tasiyici), bir baz polimer (Sekil 2.6’da
goriilen; yaygin olarak poli (vinil kloriir) (PVC) veya seliiloz triasetat (CTA)) ve bir
plastiklestiriciden olusur. Tasiyict esas olarak, ilgilenilen tiirler ile baglanma ve PIM
boyunca taginmasindan sorumlu olan bir komplekslestirici veya bir iyon degistiricidir.
Bu islem, zar iginde taginan tahrik kuvveti olarak hareket eden, membran i¢inde olusan
tiir/tagtyict  kompleksi veya iyon c¢ifti konsantrasyon gradyanina dayanir
(Kusumocahyo ve dig. 2004; Gibbons ve dig. 1998). Baz polimer, zarin mekanik
mukavemetini saglar bunun yaninda plastiklestirici ise membrana esneklik ve
biikiilebilir bir yap1 saglar. Plastiklestirici, membranin camsi gegis sicakligini diisiiriir
ve membran bilesenlerinin uyumlulugunu gelistirir. Baz1 durumlarda, tasiyict aym
zamanda bir plastiklestirici gibi davranir ve boylece ek bir plastiklestirici gerekli
degildir. Membran halindeki sivi fazda ekstre edilen tiirlerin ¢oziinlirliglini
gelistirmek i¢cin membran bilesimine ara sira bir modifiye edici eklenir (Nghiem ve

dig. 2006; Almeida ve dig. 2017).
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Seliiloz Triasetat (CTA) Polivinil kloriir (PVC)

Sekil 2.6 Seliiloz triasetat ve polivinil kloriir yapilar

PIM'lerdeki bireysel molekiiler zincirler, g¢esitli ¢ekici giiclerin bir
kombinasyonu ile bir arada tutulur. Bunlar arasinda, van der Waals kuvvetleri bol ama
zayif ve ozgiil degildir, polar etkilesimleri ise ¢ok daha giicliidiir ancak yalnizca
molekiilin polar merkezlerinde meydana gelebilir (Nghiem ve dig. 2006).
Plastiklestiriciler genellikle metal tiirlerini, akiyr ve ayni zamanda membran
yumusakligini ve esnekligini arttirmak i¢in kullanilir. Bir plastiklestiricinin rolii,
polimer molekiilleri arasina niifuz etmek ve polimerin polar gruplarim1 kendi polar
gruplart ile "notralize etmek" veya sadece polimer molekiilleri arasindaki mesafeyi
arttirmak ve dolayisiyla molekiiller aras1 kuvvetlerin giiciinii azaltmaktir (Kalyan ve
dig. 2009; Ngarisan ve dig. 2014; Bhagat ve dig. 2008). Cok sayida ticari olarak temin
edilebilen plastiklestirici bulunurken, bunlarin bir kismi1 PIM'lerdeki uygulamalar igin
test edilmistir. Bunlar arasinda halen mevcut olan basarili PIM c¢alismalarinin cogunda

2-nitrofenil oktil eter (2-NPOE) ve 2-nitrofenil pentil eter (2-NPPE) kullanilmistir.
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Sekil 2.7 PIM’lerde sik kullanilan plastiklestiriciler

Sekil 2.7' de goriilebilecegi gibi plastiklestiriciler genellikle bir veya birden
fazla, yiiksek oranda ¢oziicli olusturan polar gruplara sahip olan bir hidrofobik alkil
omurgasini igeren organik bilesiklerdir. Birincisi plastiklestiricinin membran ile
uyumlulugunu idare ederken, ikincisi baz polimerin polar gruplari ile etkilesime girer

ve boylece onlar1 notralize eder (Almeida ve dig. 2012).

PIM'lerde tasima, esas olarak bir komplekslestirici madde veya bir iyon
degistirici olan bir tastyici tarafindan gergeklestirilir. Metal iyonu ve tasiyici arasinda
olusan kompleks veya iyon ¢ifti, membran i¢inde ¢6ziiliir ve membran boyunca metal
iyonu naklini kolaylastirir (Wang ve dig 2000). Coziicii ekstraksiyon reaktiflerinin iyi
bilinen siniflari, yani bazik, asidik ve selatlama, nétral veya ¢oziicii ve makrosiklik ve
makromolekiiler PIM'lerde calisilmistir. Tasima verimliligi PIM'ler i¢in bagka bir
kritik 6neme sahiptir. Tastyicinin molekiiler yapisinin, hedef ¢oziiclilerin membran

boyunca taginim hizini belirgin bir sekilde etkilemektedir (Almeida ve dig. 2012).

2.6 Membran Prosesleri

Membran prosesleri, molekiillerin, emiilsiyonlarin ve partikiillerin iiretimi i¢in
reaksiyon, aritma ve geri kazanim semalarinda giderek daha fazla kullanilmaktadir.

Membran sistemleri, se¢iciliklerinden, birim alan bagina yiiksek ylizey-alanindan ve
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temas seviyesini ve/veya iki faz arasinda karigmay1 kontrol etme potansiyellerinden
yararlanir. Biyolojik molekiillerin islenmesinde oldukca uygundurlar ¢iinkii nispeten
diisiik sicakliklarda ve basinglarda calisirlar ve faz degisiklikleri veya kimyasal
katkilar icermezler, boylece biyolojik {iriinlerin denatiirasyon, deaktivasyon ve/veya

degradasyonunun kapsamini en aza indirir (Zeeman ve Zydney 1996).

Membran prosesleri, boyarmaddeyi siirekli olarak atik sudan ayirmak,
konsantre etmek ve en onemlisi, temizleme kabiliyetine sahiptir (Charcosset 2006).
Membran ayristirma islemi, farkli kokenlerdeki atik sularin aritilmasinda giderek daha
fazla kullanim alani bulmaktadir. Aym1 zamanda, boyarmadde c¢ozeltilerinin
membranla ayrilmast karmasik bir islemdir ¢linkii boyarmaddeler yiiksek bir
molekiiler agirligina, sert bir molekiiler yapiya ve ¢ok sayida iyonojenik gruba sahiptir;
boyarmaddelerin bir membran tarafindan tutulmasi, gézenek biiyiikliigiine, sistemdeki
basinca, ¢ozeltilerin konsantrasyonuna ve boyarmaddelerin kimyasal yapisina baglidir
(Kasperchik ve dig. 2012). Membran metotlarindan, boyarmaddelerin geri kazanimi
ve kullanilmis boyama soliisyonlarinin saflastirilmasinda teknolojik —siirecgte
tekrarlanan  kullanimlar1 ile siklikla yararlanilmaktadir. Membran tipleri
cesitlendirilebilir veya diger boyarmadde sokme yontemleri ile kombinasyon halinde
membranlar kullanilabilir (Akbari ve dig. 2002). NF, RO ve FO iceren membran
ayirma islemleri organik ve inorganik kirleticilerin giderilmesinde daha yiiksek
etkinlik gosterir (Wei ve dig. 2010). Membranlar, mikrokirleticileri boyut dislama,
elektrostatik itme ya da adsorpsiyonla giderebilir. Bununla birlikte, bilesiklerin
uzaklastirilmasinin tahmin edilmesi olduk¢a zordur ¢iinkii bilesigin fiziko-kimyasal
ozelliklerine, membran 6zelliklerine, membran-¢6ziinen etkilesimine ve ayn1 zamanda
matrikse baglidir. Membran prosesleri, mikrofiltrasyon (MF), ultrafiltrasyon (UF),
nanofiltrasyon (NF), ters 0zmoz (RO), gaz ayirma, vb. olmak {izere ¢esitli sektorlerde
yaygin olarak uygulanmaktadir. Esas olarak gozenekli, gozeneksiz ve anizotropik
membranlara (gézenekli alt yap1 lizerinde desteklenen ince bir ylizey tabakasindan

olusan bir zar) olarak siiflandirilirlar (Oatley-Radcliffe ve dig. 2017).

Kimyasal koagiilasyon, flotasyon, kimyasal oksidasyon ve adsorpsiyon gibi
geleneksel yontemler renklerin atiksudan uzaklastirilmasi i¢in kullanilmaktadir.
Adsorpsiyon bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edilenidir. Fakat dogal olarak yavas
bir siirectir ve performansi denge ile sinirlidir. Membran teknikleri, boyarmaddeleri

uzaklagtirmak, boyamak i¢in kullanilan yardimci kimyasallarin yeniden
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kullanilmasina ya da boyarmadde ve yardime1r maddelere konsantre olma ve aritilmig
su liretme potansiyeline sahip olmalarindan dolay1 gelistirilmistir (Raffin ve dig.
2013).

Mikrofiltrasyon (MF) ile ayirma, esas olarak eleme yoluyla meydana gelir ve
nispeten gozenek biiyiikliigiine (yaklasik 0.1-1.0 mikron) bagl olarak, askida olan kat1
maddelerin veya pargaciklarin, bakterilerin ve daha az olgiide organik kolloitlerin
uzaklagtirilmasi ile siirlidir. Mikrofiltrasyon, boyarmadde banyosundan ve benzer
durulamalardan kolloidal boyarmaddelerin ¢ikarilmasi i¢in uygundur (Del-Pino ve
Durham 1999).

Ultrafiltrasyon membranlar (UF) esas olarak eleme yoluyla ¢alisirlar ancak
MF'den daha genis bir ayirma araligina sahiptirler ve gézenek biiyiikliigline (genellikle
0.01 ile 0.1 um arasinda) bagli olarak parcaciklari, patojenleri, viriisleri ve kolloidleri
tutabilirler. Ultrafiltrasyon ikincil tekstil atiksularinin tek agamali olarak iyilestirilmesi

i¢in etkilidir.

Nanofiltrasyon (NF), diisiik molekiiler agirlikli organik bilesiklerin ve tuzlarin,
kayda deger bir yumusatma etkisi ile ayrilmasini saglar. Nanofiltrasyon membranlar
yiizey fonksiyonel gruplarin ayrismasi veya yiiklii ¢6ziinen maddelerin adsorpsiyonu
nedeniyle orta derecede bir ayrim seviyesi sergiler. Bu, ayirma siireci geleneksel
ayrimlarla kiyaslandiginda, secicilik ve maliyet yarar1 agisindan oldukga rekabetci
hale getirir. Boylece, nanofiltrasyon, su ve atik su aritimi, farmasdtik ve biyoteknolojik
stiregler ve gida miithendisligi gibi bir dizi endiistriyel sektdrde genis bir uygulama

alan1 bulmustur.

Ileri osmozda, saf su, konsantrasyon farkinin bir sonucu olarak bir yari-
gecirgen membrandan konsantre bir ¢Ozeltiye (O6rnegin mineral tuzlari)
kontaminantlarla karisimdan ¢ekilir ve daha sonra seyreltilmis soliisyon, damitma gibi
baska bir yontemle saflastiriimalidir. Ters ozmozda, konsantre bir ¢ozelti kullanilmaz
ve saf su, basing farkinin bir sonucu olarak yar1 gegirgen zardan gegmeye zorlanir.
Genel olarak, coziiciilerin ozmoz prosesleri ile reddedilmesi, dipol momenti,
hidrofobiklik ve bilesiklerin molekiiler biiyiikliigiinden etkilenmektedir (Al-Rifai ve
dig. 2011). Bununla birlikte, gercek siirecler i¢inde, ¢dziinen-¢oziicii ve ¢oziinen-
membran etkilesimlerinden dolayr hangi geri cevirme mekanizmasinin baskin

oldugunu belirlemek zordur (Soltanieh ve Sahebdelfar, 2001).
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Polimer membranlar tarafindan gazlarin ayristirilmast (6rnegin gazdan
arindirma akimlarindan hidrojen, hidrokarbon gazlarindan gelen karbon dioksit ve
havadaki oksijen veya nitrojen) artik endiistriyel slireglerdir. Bu ayirmalarin temeli,
gazlarin membranlar boyunca gegirgenlik oranlarindaki farktir. Ayrilma igin itici giic,
membran boyunca ilgili basing farklarindan kaynaklanir. Bir¢ok polimerin hidrojen ve
metan gibi gazlara gecirgenliklerinde Onemli farkliliklar gostermesine ragmen,
polimerler asimetrik zarlar halinde iiretilinceye kadar, islemin ekonomik olarak cazip
hale getirilmesi i¢in yeterince yiiksek akintilar elde edilebilecek kadar degildir
(Sanders ve dig. 2013).

2.7 Tekstil Atik Sulari

Tekstil endiistrisinin ¢evre iizerindeki en 6nemli yiikii su sekilde 6zetlenebilir:
Su, yakit ve elektrik gibi dogal ve enerji kaynaklarinin tiikketimi, kimyasallarin
ozellikle boyalarin boyama ve baski islemleriyle kullanilmasi ve kanalizasyona veya
yiizey suyuna bosaltilmadan 6nce aritilmasi gereken renk gibi bir¢ok kirlilige sahip

atik su tiretimidir (Rahul ve dig. 2015).

Tekstil atik sular1 i¢in aritma siireclerinde biiyiik miktarda enerjiye ve aritma
isleminden sonra, tehlikeli atik olarak degerlendirilen ¢amur kalintis1 ve enerji tiiketen
yakma gibi 6zel bertaraf islemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Goriildiigi gibi, su
tikketimi ve kirlilik tekstil endiistrisine iliskin en 6nemli ¢evre sorunlarini olusturur.
Bu nedenle, tekstil sektoriindeki liretim organizasyonlari, daha az su tiiketmek ve
desarj edilen atik suyun desarj sinirlarii karsilamak icin desarj edilen atik suyun
kalitesini arttirmak, daha verimli-cevre dostu teknolojiler gelistirmelidir. Tekstil
tiriinlerinin tiretimi sirasinda 6zellikle boyama ve baski islemleriyle biiytik miktarlarda
su tiiketilmektedir. Giinliik 8000 kg tiretim kapasitesine sahip bir tekstil tesisinin
giinliik su tiiketimi yaklasik 1,6 milyon litredir. Bu su miktarinin yaklagik olarak %25’1
baski ve boyama islemlerinde kullanilmaktadir (Adegoke ve Bello 2015). Tekstil
endiistrisinin neden oldugu ¢evre iizerindeki bu biiyiik etkiyi azaltmak icin c¢esitli
girisimler olmustur. Daha az su gerektiren yesil teknoloji ile yonetilen diistik etkili
boyarmaddeler ve siiregler, iliretimden sonra veya iiretim sirasinda alinan sonuglardan
daha etkilidir. Ayrica tekstil isleme sistemlerinin daha etkili bir sekilde denetlenmesi

onemli bir noktadir (Natarajan ve dig. 2018). Giinlimiizde, tekstil endiistrisinde
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aromatik ve heterosiklik boyarmaddeler kullanilmaktadir. Boyarmaddenin komplike
ve stabil yapisi, sadece tekstil atik suyunda degil, ayn1 zamanda her tiirlii kompleks
matriksde de bozulma durumunda daha biiyiik bir zorluk olusturmaktadir (Ding ve dig.
2015). Boyarmaddelerin mineralizasyonu, organik bilesikler ve dolayisiyla tekstil
endistrisi ve boyarmadde imalat sanayii tarafindan iiretilen atik suyun toksisitesi,
temel ve biiyiik bir ekolojik sorundur. Bu nedenle endiistriyel alanda olusan gergek

tekstil atik sularin giderimi ekolojik dengenin korunmasi bakimindan dikkat ¢ekicidir.

2.8 Boyarmadde Giderimi i¢cin Mevcut Yontemler

Boyarmadde yatagi atiklarini aritmak i¢in sayisiz yontem vardir. Pihtilagsma,
kimyasal oksidasyon, membran ayirma islemi, elektrokimyasal ve aerobik ve
anaerobik mikrobiyal degradasyon gibi atik sulardan gelen kirletici maddelerin
uzaklastirllmasina yonelik bir¢ok teknigin varlifina ragmen, bu yontemlerin her
birinin kendine 6zgii sinirlamalar1 vardir. Bu ayirma teknolojileri ii¢ kategoriye
ayrilabilir: fiziksel, kimyasal ve biyolojik (Ghoreishi ve Haghighi 2003). Boyarmadde
giderme yontemlerinin avantajlari ve dezavantajlart Tablo 2.1°de verilmistir (Salleh

ve dig. 2011).

26



Tablo 2.1 Boyarmadde giderme yontemlerinin avantajlari ve dezavantajlar

Yontemler
Kimyasal Yontemler
Oksidatif siireg

H.O, + Fe
tuzlari
reajani)
Ozonlama

(1

(Fenton

Fotokimyasal

Sodyum hipoklorit
(NaOCl)
Elektrokimyasal

yikim

Biyolojik Yontemler
Beyaz clriik
mantarlarla
dekolorizasyon
Diger mikrobik
kiiltiirler  (karigik
bakteri)

Yasayan / 0Ol
mikrobiyal

biyokiitle tarafindan
adsorpsiyon
Anaerobik
boyarmaddesi
biyoremediasyon
sistemleri

tekstil

Fiziksel Yontemler
Aktif karbon ile
adsorpsiyon
Membran
filtrasyonu

Iyon degisimi

Isinlama

Elektrokinetik
pihtilasma

Avantajlari
Uygulama basitligi

Fenton reaktifi
kimyasal aractir.

uygun bir

Ozon gaz halinde
uygulanabilir ve atiksu ve
camur hacmini artirmaz.
Camur olusmaz ve koti
kokular biiyiik 6l¢tide azaltilir.
Az0-bag boliinmesini baglatir
ve hizlandirir

Kimyasal madde tiiketimi yok
ve camur birikmesi yok

Beyaz mantarlar
enzimleri kullanarak
boyamaddeleri bozabilir
24-30 saat iginde yeniden
renklendirildi

curiik

Bazi1 boyarmaddeler mikrobik
tirler ile baglanma igin o6zel
bir afiniteye sahiptir.

Azo ve diger suda ¢0ziinen
boyarmaddelerin
renklendirilmesini saglar.

Cok c¢esitli boyarmaddelerin
iyi temizlenmesi
Tiim boyarmadde
kaldirir
Rejenerasyon: adsorban kaybi
yok

tiplerini

Laboratuar 0Olgeginde etkili
oksidasyon

Ekonomik olarak
uygulanabilir
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Dezavantajlar:
(H20) ajaninin bazi yollarla

aktive edilmesi gerekiyor
Camur iiretimi

Kisa yar1 6mrii (20 dk)

Yan iiriinlerin olusumu
Aromatik aminlerin salinimi

Goreceli olarak ytiksek akis
oranlari, boyarmadde
gideriminde dogrudan bir
azalmaya neden olur

iiretiminin
oldugu da

Enzim
giivenilmez
gOrilmiistir.
Aerobik kosullar altinda azo
boyarmaddeleri kolayca
metabolize edilmez.
Tim boyarmaddeler
etkili degildir

i¢in

Anaerobik ¢okiis metan ve
hidrojen siilfiir verir

Cok pahal1

Konsantre ¢gamur iiretimi

Tim boyarmaddeler igin
etkili degildir
Birgok ¢OzUnmiis

O2 gerektirir
Yiiksek camur iiretimi



3. YONTEM

3.1 Materyaller

3.1.1 Cihazlar

Deneysel caligmalar sirasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1 Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihaz Kullanimi

UV/Visible  spektrofotometre (PG | Spektrum taramasi ve aktivite tayinleri

Instruments Ltd T80+) icin kullanilmistir.

FT-IR (Perkin Elmer Spektrum) Karakterizasyon analizi icin
kullanilmstir.

pH metre (Hanna instruments HI221) Cozeltilerin pH’larin1 ayarlamak igin
kullanilmstir.

Santrifiij (Niive NF048) Ormneklerdeki kat1 hiicre
slispansiyonunu ayirmak icin
kullanilmistir.

Otoklav (Niive OT40L) Sterilizasyonu saglamak i¢in
kullanilmistir.

Isitmali Karistirict (Wisestir MSH-20A) | Membran calismalari icin
kullanilmstir.

Etiiv (Niive FN 400) Hiicre yagam kosullarin1 saglamak i¢in
kullanilmustir.

SEM (LEICA EM CPD300) Yiizey karakterizasyon analizi igin
kullanilmustir.
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3.1.2 Kaullanmilan Kimyasallar ve Bazi Cozeltilerin Hazirlanisi

Tablo 3.2 Deney sirasinda kullanilan bazi ¢ozeltiler ve hazirlanist

Cozelti Hazirlanigi
Boyarmadde Deneylermizde 1000 ppm’lik stok boyarmadde
cozeltileri kullanilmistir. Kullanilan

boyarmaddelerden 1 g tartilip balon joje igerisinde
saf su ile 1000 ml’ye tamamlariz.

% 0,9°luk Tuz | % 0,9’luk tuz ¢ozeltisi i¢in 0,009 g NaCl balon joje
Cozeltisi(NaCl) icerisinde saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlanmstir.

Sodyum Asetat Tamponu | 100 mM Sodyum asetat tamponu, 0,8203 g Na-
Asetat 100 ml’lik balon joje icerisinde iizerine saf
su ekleyerek 100 ml’ye tamamlanmistir.

ABTS 0,1 mM ABTS cozeltisi, 0,00054 g ABTS 100 ml
balon joje igerisinde saf su ile 100 ml’ye
tamamlanarak hazirlanmistir.

Malonat Tamponu 50 mM Malonat tamponu,

MnSO4 0,1 mM MnSO4 cozeltisi, 1,6902 g MnSOq4
tartilarak 100 ml balon joje igerisinde saf su ile 100
ml’ye tamamlanarak hazirlanir.

H20:2 0,001M H20: ¢ozeltsi, 0,1 ml alinip balon joje
icerisinde saf su ile 100 ml’ye tamamlanarak
hazirlanir.

% 2 malt ekstrakt broth 2 g malt ekstrakt broth, 100 ml saf suda ¢oziilerek
hazirlanir.

3.1.3 Kaullanilan Boyarmaddeler

Deneysel calismalarda kullanilan tekstil boyarmaddelerinin ticari isimleri
kimyasal formiilleri ve molekiil agirhiklart Tablo 3.3’te  verilmektedir.

Boyarmaddelerin agik kimyasal yapilari ise Sekil 3.1’de verilmektedir.

Tablo 3.3 Boyarmaddelere ait dzellikler

Boyarmadde Kimyasal Formiil Molekiil agirlig1 (g mol™)
Cibacron Brilliant Red | C32H24CINgNasO14S4 1000,25

3B-A

Remazol Navy RGB C26H21N5NasO19Se 991,789

Reactive Yellow 160 C25H22CIN9gNa2012Ss3 818,13
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NaOBSOCHZCHZ—SQN:N 50,Na N N
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HO H:NOC  CHs N
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o ’ N /' Naosg
NaOBSOCHECHE—EQNzN 50 Na HiC  OH
0 NaO3SOH,CH,CO,S
Remazol Navy RGB Reactive Yellow 160
o] (of

Cibacron Brilliant Red 3B-A

Sekil 3.1 Boyarmaddelerin kimyasal yapilart

3.1.4 Enzim Uretim Ortamimin Hazilanmasi

Tablo 3.4 Enzim iretim ortami

Madde Miktar (g/L)
NH4H2PO4 1,00
MgS04.7H20 0,05

CaCl; 0,01

Glukoz 10,00

Yeast Extract 0,025

Enzim iretim ortami, beher igerisinde Tablo 3.4’de verilen maddelerden
konulup 1000 ml su iginde ¢oziilerek hazirlanmistir. Hiicre ortaminin pH’1 5-5,5

degerleri arasinda olacak sekilde sodyum asetat tamponu ile ayarlanmstir.
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3.2  Hiicre Siispansiyonunun Hazirlanmasi

M. esculenta % 2 (w/v) malt ekstrakt i¢eren ortamlarda 4 °C’de buzdolabinda
saklanip 26 °C’de 72 saat boyunca aktive olmasi saglanmistir. Olusan hiicre miselleri
onceden sterilize edilmis % 0,9’1uk NaCl ¢ozeltisi ile 100 mL % 2 malt ekstrakt broth
(pH 4,5) igeren 250 mL’lik erlenlere aktarildi ve 4 giin boyunca 26 °C ve 175 rpm’de

orbital galkalayicida gelismesi saglanmuistir.

3.3  Serbest Hiicreler ile Boyarmaddelerin Yikimi

Mikrobiyal giderimde Cibacron Brilliant Red 3B-A, Remazol Navy RGB,
Reactive Yellow 160 boyar maddelerinin yikimi ¢alisilmistir. Bu boyar maddelerin
giderimi beyaz ¢iiriikk¢iil fungus sinifinda yer alan M.esculenta hiicreleri ile 26 °C ve
175 rpm’de orbital calkalayicida  gercgeklestirilmistir. Serbest hiiclerle yapilan
caligmalarda 10 pellet kullanilmistir.

3.4  Hiicre Immobilizasyonu ve Boyarmaddelerin Yikimi

Giderim sadece serbest formdaki hiicreler ile degil ayn1 zamanda immobilize
formdaki hiicreler ile de gergeklestirilmistir. Bu kapsamda M. esculenta hiicreleri bes
farkli destek materyaline (jelatin, polistiren, kaolin, seliiloz, PIM membran)
immobilize edilerek ve bu immobilize hiicrelerle 3 farkli boyar maddenin farkli
konsantrasyonlardaki giderimi incelenmistir. Belirli miktarda tartilan tasiyicilar
erlende sterilize edilmis ve {iizerlerine homojenize edilmis hiicre siispansiyonu

eklenerek tutuklanmasi saglanmstir.

Jelatin Immobilizasyonu: Jelatin immobilizasyonu igin % 20’lik jelatin
soliisyonu ile 10 pellet M.esculenta hiicre karistirilmistir. Daha sonra oda sicakliginda
kaliplara dokiilen karisim 1 giin buz dolabinda sogutulduktan sonra sodyum asetat
tamponu igerisinde 15 dakika bekletilmistir. Beklemeden sonra siiziilerek 15 dakika
distile su icerisinde de bekletilmis ve tekrar siiziilmiistiir. Bu ortamdan alinip siiziilen

jelatin  glukoz iceren enzim {iretim ortamima aktarilarak tizerine belirli
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konsantrasyonlardaki (10 mg/L, 25 mg/L, 50 mg/L, 75 mg/L) boyarmadde
cozeltilerimizi ilave edilerek 4 giin boyunca alinan 6rneklerdeki absorbans degisimi,

spektrum taramalari, lakkaz ve MnP aktivite degisimleri izlenmistir.

Polistiren, Kaolin, Seliiloz immobilizasyonu: Sterilizasyonu saglanmis destek
materyalleri 0,5 g olarak tartildiktan sonra erlende sterilize edilerek iizerlerine
homojenize edilmis hiicre siispansiyonu ilave edilmistir. Immobilizasyon, sabit
miktardaki tagiyicilar tizerinde 12 saat boyunca 65 rpm’lik ¢alkalama hizinda 26 °C’de
orbital  ¢alkalayicida  gergeklestirilmistir.  Hiicrelerin  tasiyicilar  iizerinde
adsorpsiyonlar1 i¢in optimum kosullar belirlenip, tutuklanmanin baslangicindan
itibaren belirli araliklarla ortamdan alinan 6rneklerin ODsgo (560 nm’deki optik
yogunluk) degerleri okunarak tutunmayan hiicre yogunlugu tespit edilmistir.

Tutuklanmanin gerceklesip gergceklesmedigi SEM analizleri ile teyit edilmistir.

3.5 Polimer icerikli Biyomembran Immobilizasyonu (Ekogreen

Biyomembran Hazirlama):

Polimer igerikli biyomembranin hazirlanmasi i¢in 0,200 g CTA tizerine 15 mL
diklormetan ilave edilmistir. Bu karisim 6 saat boyunca karistirilmistir. Diger yandan
10 mL diklormetan, 0,35 mL 2-NPOE ve tastyici olarak M. esculenta hiicresi 3 saat
boyunca kanstirilmistir. Her iki karisimda berlirtilen siirelerin sonunda birbirine
eklenerek 3 saat boyunda karistirilmaya devam edilmistir. Daha sonra bu iglemlerin
sonunda hazirlanan karisim 24 saat ¢oziicliniin buharlagsmasi i¢in bekletilmistir.
Coziici buharlagtiktan sonra pedri kabindan soguk su yardimiyla ¢ikarilan

biyomembran difiizyon hiicresine yerlestirilmistir.

Sekil 3.2 EgBM deneylerinde kullanilan diizenek

32



3.6 Enzim aktivite tayinleri

3.6.1 Lakkaz Enzim Aktivitesi

Lakkaz enzim aktivitesi tayini literatiirde belirtildigi sekilde yapilmastir.
(Eggert ve dig. 1996). Aktivite, ABTS’ nin enzimatik oksidasyonunun 420 nm
dalgaboyundaki degisiminin Sl¢iilmesi ile belirlendi (pH:4,5). Lakkaz aktivitesi 3 ml
hacminde Tablo 3.5’da verilen oranlarda sodyum asetat tamponu, ABTS ve

numuneden kullanilarak 6l¢iliir.

Tablo 3.5 Lakkaz aktivitesi tayini i¢in kullanilan kimyasallar

£=3,6x10*cm* M* Sodyum-Asetat ABTS Numune
A= 420 nm Tamponu
Kor 2,70 R T —
Ornek 2,40 0,30 0,30

3.6.2 Mangan peroksidaz enzim aktivitesi

MnP enzim aktivitesi tayini literatiirde belirtildigi sekilde yapilmistir.
(Wariishi ve dig. 1992). Malonik asit’in hidrojen peroksit tarafindan oksidasyonunun
270 nm dalga boyunda Ol¢iilmesi ile belirlenmistir (pH:4,5). Mangan peroksidaz
aktivitesi 3 ml hacminde Tablo 3.6’de verilen oranlarda malonat tamponu, MnSQg,

H202 ve numuneden kullanilarak dlgiiliir.

Tablo 3.6 MnP aktivitesi tayini i¢in kullanilan kimyasallar

(e = 11590 cm™ M- Malonat MnSQO4 H.0, Numune
) Tamponu
A= 270 nm
Koér 2,40 0,30 I S ——
Ornek 2,10 0,30 0,30 0,30
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Enzim aktivitelerinin hesaplanmasi asagidaki denklem ’e gore yapilmistir.

Denklem 1 Aktivite hesaplanmasi i¢in kullanilan denklem

Aktivite (U/L)=(Abs/€)x(3/1000)x(1/1) x (1/Venz)x10°

3.7  FT-IR Analizleri ve Spektrum Taramasi

Mikrobiyal boyarmadde giderimi calismalarinda ve giderimden sorumlu
enzimlerin belirlenmesiyle yapilan enzimatik boyarmadde giderimi ¢alismalarinda
belirli araliklarla 6rnek alinmistir. Alinan 6rneklerin FT-IR analizleri ve dalga boyu

taramasi yapilmstir.

3.8 SEM Analizi

Kurutma islemi i¢cin LEICHA EM CPD300 marka cihaz kullanilmis olup
degistirici siv1 olarak aseton kullanilmistir. Sivi aseton Ornek yiizeyini kaplayacak
sekilde doldurulduktan sonra sistem 15 °C’ye kadar sogutulmustur. Sistemde drnek
icin optimum sicaklik saglandiktan sonra kurutmay1 baslatmak i¢in sisteme CO2 gazi
verildi. Aseton uzaklastirildiktan sonra sistem siiper kritik nokta olan 35 °C sicaklik
ve 79 bar’a sitilarak kurutma islemi tamamlanmustir. Orneklerin kaplamasi altin ile

yapilmistir.

34



4. BULGULAR

4.1

Boyarmaddelerin dalga boyu

Boyarmaddelerin Dalga Boylarinin Belirlenmesi:

taramalari

200-800 nm arasinda UV

spektrometresinde yapilmistir. Boyarmaddelere ait spektrum grafikleri ayr1 ayr1 ve

karigim halinde alinmastir.

4,0000, 4.0000
a f b
3.0000¢ 3.0000¢
@ El
2 2
2,0000f 2,0000/
[ r\\ /“\\
1,0000f 1.0000] ( \, /
iy S~ 7 N
0.00004ML : 0’00%%0.0(} 300,00 500,00 800,00
200.00 400,00 pm. 600,00 800,00 ‘ 00 om. : -
4,0000 40000
c [ d
3,0000 3.0000- ) b,
o @[ 1
= 2 |
2.0000 2,0000F \ )
1,0000 1 1.0000f \ S
i .
0,0099 : : 0000l ~—
200,00 400,00 pm. 600,00 800,00 200,00 40000 pm. 600,00 800,00

Sekil 4.1 Boyarmaddelerin spektrum taramalar1 a: Cibacron Brilliant Red 3B-A, b: Remazol Navy
RGB, c: Reactive Yellow 160, d: Karisim halinde

Sekil 4.1°deki spektrum taramalarina bakildiginda, maksimum absorbsiyon

yaptiklar1 dalga boylari, Cibacron Brilliant Red 3B-A i¢in 519 nm, Remazol Navy

RGB i¢in 625 nm ve Reactive Yellow 160 i¢in 421 nm olarak tespit edilmistir.

Boyarmadde karisiminin spektrum grafigine bakildiginda ti¢ boyarmaddeninde pikleri

gorilmektedir.
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4.2  Boyarmadde Giderimi

4.2.1 Serbest Hiicrelerle Boyarmadde Giderimi

Tim deneyler steril kosullar altinda gerceklestirilmistir. Ortamlar, tiim cam
malzemeler ve materyaller, 20 dakika boyunca 121 °C'de 2,4 bar basing altinda
otoklavlanmistir. Serbest hiicrelerle boyarmadde giderimi glukoz igeren ortamlarda, 4
farkli konsantrasyonda (10 mg/L-75 mg/L) ¢alisilmistir. Boyarmaddelerin giderimini
belirlemek i¢in maksimum dalga boyundaki absorbans degisimini ve boyarmadde igin
goriinlir bolge i¢indeki ana pik alanmin azaltilmasiyla spektrofotometrik olarak
belirlenmistir. Boyarmadde gideriminde rol alan lakkaz ve MnP enzimlerinin

aktiviteleride spektrofotometrik olarak takip edilmistir.

Enzimatik reaksiyonlar oda sicakliginda (22-25 °C) gergeklestirilmistir. Bir
birim enzim aktivitesi (U), dakikada 1 umol substrat1 oksitleyen enzim miktar1 olarak

tanimlanmustir ve sonuglar U/L olarak ifade edilmistir.

Serbest hiicrelerin aynt zamanda 6lii formlar1 kullanilarak biyosorpsiyon

calismasida yapilmistir.
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4.2.1.1 Serbest Hiicrelerle Cibacron Brilliant Red 3B-A
Boyarmaddesinin Giderimi

1.500 -
B
< 1.000 -
(]
—
w0 |75 mg/l
[%2)
& 50 mg/L
2
§ 0.500 4 m 25 mg/L
< m 10 mg/L
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (Giin)

Sekil 4.2 Serbest forumdaki M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6lgiimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.2°de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda 6
giin boyunca alinan ornekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %97,13 oraninda
M.esculenta tarafindan boyarmadde giderilmistir.

Tablo 4.1 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve %
biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 25,74 49,48 79,48 97,13

% Biyosorpsiyon 11,90 44 57 64,18 91,15
% Biyodegradasyon 13,84 4,91 15,29 5,97

Farkli konsantrasyonlarda Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesini igeren
ve bu boyarmaddenin M.esculenta tarafindan giderimi ve biyosorpsiyon yiizdeleri
Tablo 4.1’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu arttikca giderim yiizdesi

azalmaktadir.
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Sekil 4.3 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait giderim 6ncesi ve sonrasina ait spektrum
grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 519 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig
goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonuna ait 0. ve 6. Giine ait pikler Sekil 4.3’de
goriildiigl gibidir. 0. giinde maksimum pik alanina ulasan boyarmaddeye ait dalga

boyu piki 6. gilinlin sonunda ise azalmaktadir.

4.2.1.2 Serbest Hiicrelerle Remazol Navy RGB Boyarmaddesinin
Giderimi

2.500 -

2.000 f
€
c
& 1500 -
© 75 mg/l
[%2]
& 50 mg/L
2 1.000 -
2 m 25 mg/L
o]
<

m 10 mg/L
0 1 2 3 4 5 6

Zaman (Giin)

Sekil 4.4 Serbest formdaki M.esculenta ile Remazol Navy RGB boyarmaddesinin giderimi
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UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri

Sekil 4.4°de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda 6

giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak 999,53 oraninda

M.esculenta tarafindan giderilmistir.

Tablo 4.2 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon

degerleri

75

mg/L
% Giderim 80,24
% Biyosorpsiyon 53,04
% Biyodegradasyon 27,20

50

mg/L
85,26
64,58

20,68

25

mg/L
92,79
73,23

19,56

10

mg/L
99,53
85,06
14,47

Farkli konsantrasyonlarda Remazol Navy RGB boyarmaddesini igeren ve bu

boyarmaddenin M.esculenta tarafindan giderimi ve biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo

4.2’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu arttik¢a giderim yiizdesi azalmaktadir.

44,0000 T

3,0000
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2,0000

1,0000

o o000 1AL
200,00 400,00

nm.

500,00

&00,00

Sekil 4.5 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait giderim dncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu

taramasinda boyarmaddeye ait pikin 625 nm’de en yiliksek pik alanina ulastig

goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonuna ait 0. ve 6. Giine ait pikler Sekil 4.5’de

goriildiigii gibidir. 0. giinde maksimum pik alanma ulasan boyarmaddeye ait dalga

boyu piki 6. gilinilin sonunda ise pik alan1 kaybolmaktadir.
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4.2.1.3 Serbest Hiicrelerle Reactive Yellow 160 Boyarmaddesinin

Giderimi

2.000 -

1.500 -

1.000 -

Absorbans (421 nm)

Zaman (Giin)

N | | i ‘ | | | I i mg/L
0.000 - i L L i ._
0 1 2 3 4 5 6

|75 mg/l
50 mg/L
m 25 mg/L

Sekil 4.6 Serbest forumdaki M.esculenta ile Reactive Yellow 160 boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6lgiimlerde elde edilen absorbans degerleri

Sekil 15°de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde igeren ortamda 6

giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %93,11 oraninda

M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.3 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon

degerleri
75
mg/L
% Giderim 67,85
% Biyosorpsiyon 37,06

% Biyodegradasyon = 30,78

50

mg/L
74,82
48,92

25,90

25

mg/L
83,50
59,80
23,69

10

mg/L
93,11
73,33

25,78

Farkli konsantrasyonlarda Reactive Yellow 160 boyarmaddesini i¢eren ve bu

boyarmaddenin M.esculenta tarafindan giderimi ve biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo

4.3’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu arttik¢a giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.7 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait giderim &ncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi
UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyaya ait pikin 421 nm’de en yiiksek pik alanina ulagtig1 goériilmektedir.
10 mg/L konsatrasyonuna ait 0. ve 6. Giine ait pikler Sekil 4.7’da goriildiigi gibidir.
0. glinde maksimum pik alanina ulasan boyarmaddeye ait dalga boyu piki 6. giiniin

sonunda ise pik alani gézle goriiniir bir sekilde azalmaktadir.
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4.2.1.4 Serbest Hiicrelerle Karisim Halindeki Boyarmaddelerin

Giderimi
15 - 05 -
e a = b
c c 0.4 -
% 3
B 1 €03 -
[%2) [%2]
5 02 -
-g 0.5 - -g
j § 0.1
< 0 - 0 -
0 1 2 3 4 5 6 0O 1 2 3 4 5 6
Zaman (giin) Zaman (giin)
2 .
= C
S15 -
(9N
N 1 m 75 mg/L
p ,
3 = 50 mg/L
2
205 25 mg/L
o
< 0 - m 10 mg/L
0 1 2 3 4 5 6
Zaman (giin)

Sekil 4.8 Serbest forumdaki M.esculenta ile boyarmadde karigiminin giderimi; a: 519 nm dalga
boyunda, b: 625 nm dalga boyunda c¢: 421 nm dalga boyunda

UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.8’de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda 6
giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %100 (625nm igin),
%95,02 (519 nm igin) ve %71,78 (421 nm i¢in) oraninda M.esculenta tarafindan

uzaklagtirilmastir.
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Tablo 4.4 Boyarmadde karisimina ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

Dalga | 75 50 25 10

boyu  mg/L mg/L mg/L mg/L

421 nm 68,40 44,39 55,19 71,78

% Giderim 519 nm 89,94 76,12 89,24 95,02
625 nm 82,81 84,55 89,51 100,00

421 nm 32,81 6,19 35,80 62,31

% Biyosorpsiyon 519 nm 56,27 66,09 75,00 92,50
625 nm 72,14 74,91 81,34 96,30

421 nm 35,59 38,20 19,39 9,47

% Biyodegradasyon = 519 nm 33,67 10,03 14,24 2,52
625 nm 10,67 9,64 8,17 3,70

Farkli konsantrasyonlarda boyarmadde karigimi igeren ve bu boyarmaddelerin
M.esculenta tarafindan giderimi ve biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.4’de verilmistir.

Boyarmadde karisiminin konsantrasyonu arttik¢a giderim yiizdesi azalmaktadir.

4,0000 . .

2.0000

22,0000

Abs

1.0000

00000
200,00 400,00 600,00 200,00
nm.

Sekil 4.9 Boyarmadde karigimina ait giderim dncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmadde karisimina ait 3 farkli noktada piklerin 421 nm, 519 nm, ve
625 nm’de en yliksek pik alanina ulastig1 goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonuna ait
0. ve 6. Giine ait pikler Sekil 4.9’de goriilmektedir ve 0. glinde maksimum pik alanina
ulasan boyarmadde karisimina ait dalga boyularindaki pikler 6. giiniin sonunda ise pik

alanlar1 kaybolmaktadir.
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Tablo 4.5 Boyarmaddelerin 10 mg/L konsatrasyonunda ait % giderim degerleri

Boyarmadde % Giderim
Cibacron Brilliant Red 3B-A 97,13
Remazol Navy RGB 99,53
Reactive Yellow 160 93,11

UV spektrofotometresi ile yapilan olgiimlerde 10 mg/L konsatrasyonunda
boyarmadde i¢eren ortamda M.esculenta tarafindan elde edilen % giderim degerleri
Tablo 4.5’de goriilmektedir. Remazol Navy RGB %99,53, Cibacron Brilliant Red 3B-
A %97,13, ve Rektive Yellow 160 %93,11 oraninda giderilmistir. Serbest hiicrelerle
yapilan c¢alismalarda en iyi giderime ugrayan boyarmadde Remazol Navy RGB

boyarmaddesi olmustur.

4.2.2 Immobilize Hiicrelerle Boyarmadde Giderimi

Ilk olarak hiicrelerin destek materyallerine tutuklanip tutuklanmadigini
gozlemlemek adina hiicreli ve hiicresiz olarak, herbir destek materyali i¢in iki 6rnek
hazirlanmistir. Hazirlanan bu orneklerin SEM analizleri yapilmustir. Immobilize
hiicrelerle boyarmadde yikimi serbest hiicrelerle ayni1 kosullarla gerceklestirilmistir.
Boyarmaddenin giderimini hangi oranda gerceklestigini, absorbans degisimi ve UV
goriiniir bolgedeki pik alanindaki azalma ile spektrofotometrik olarak belirlenmistir.
Bu giderimide rol alan ligninolitik enzim sinifinda yer alan lakkaz ve MnP enimlerinin
aktiviteleride spektrofotometrik olarak belirlenmistir. Immobilize hiicrelerin ayni

zamanda 61l formlar1 kullanilarak biyosorpsiyon ¢alismasida yapilmistir.
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Sekil 4.10 immobilizasyon éncesi ve sonrasi SEM gériintiileri; a: Seliiloz destek materyaline ait SEM
goriintiileri b: Seliiloz destek materyaline immobilize M.esculenta’ya ait SEM goriintiileri

Sekil 4.11 Immobilizasyon dncesi ve sonrast SEM gériintiileri; a: Jelatin destek materyaline ait SEM
goriintiileri b: Jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta’ya ait SEM goriintiileri

Sekil 4.12 immobilizasyon éncesi ve sonrast SEM gériintiileri; a: Polistiren destek materyaline ait SEM
gorintiileri b: Polistiren destek materyaline immobilize M.esculenta’ya ait SEM goriintiileri

Sekil 4.10,4.11 ve 4.12°deki SEM goriintiilerine bakildiginda M.esculenta’nin
destek materyallerine basarili bir sekilde immobilize olduklar1 goriillmektedir. Buna ek

olarak destek materyallerinin % Adsorbsiyon degerleri Tablo 4.6°da verilmistir.
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Tablo 4.6 Destek materyallerinin % Adsorpsiyon degerleri

Tasiyici % Adsorbsiyon
Jelatin -

Polistiren % 96,02
Kaolin % 93,11
Seliiloz % 95,37

PIM membran -

4.2.2.1 immobilize Hiicrelerle Cibacron Brilliant Red 3B-A

Boyarmaddesinin Giderimi

4.2.2.1.1 Seliiloz Destek Materyaline iImmobilize M.esculenta Ile Giderim

1.500

g 1.000

(]

—

w0 |75 mg/l
[%2)

& 50 mg/L
2

2

Qo

<

0500 m 25 mg/L
m 10 mg/L
0 1 2 3

Zaman (giin)

Sekil 4.13 Seliilloz destek materyaline immobilize M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A
boyarmaddesinin giderimi
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UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.13’de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %97,9 oraninda

seliiloza immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.7 Selilloz destek materyaline immobilize M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 53,09 61,39 87,56 97,90

% Biyosorpsiyon 22,18 26,51 27,73 30,66
% Biyodegradasyon = 30,92 34,88 59,83 67,24

Farkli konsantrasyonlarda Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesini i¢eren
ve bu boyarmaddenin seliiloza immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.7°de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttik¢a giderim ylizdesi azalmaktadir.

4,0000 T T

1,0000 — b
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Sekil 4.14 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait selilloza immobilize M.esculenta ile
giderim Oncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 519 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig
gorilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniinlin sonunda alian
Olctimlere ait pikler Sekil 4.14°de goriildiigii gibidir. 0. giinde alinan dl¢iime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alani 3. gilinlin sonunda kayboldugu goriilmektedir.
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4.2.2.1.2 Kaolin Destek Materyaline Immobilize M.esculenta fle Giderim

1.500
g 1.000
»
—
) m 75 mg/l
[%2]
§ 50 mg/L
E 0500 m 25 mg/L
< I m 10 mg/L

0 1 2 3

Zaman (giin)

Sekil 4.15 Kaolin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A
boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6lgiimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.15°de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde igeren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %98,42 oraninda

kaoline immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.8 Kaolin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 36,57 47,91 84,21 98,42

% Biyosorpsiyon 36,24 4470 49,51 59,50
% Biyodegradasyon 0,33 3,22 34,70 38,92

Farkli konsantrasyonlarda Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesini igeren ve bu
boyarmaddenin kaoline immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.8’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu
arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.16 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait kaoline immobilize M.esculenta ile giderim
Oncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 519 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Olctimlere ait pikler Sekil 4.16°de goriildiigii gibidir. 0. giinde alinan 6l¢iime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. giiniin sonunda kayboldugu goriilmektedir.
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4.2.2.1.3 Jelatin Destek Materyaline Immobilize M.esculenta fle Giderim

1.500

1.000

Absorbance (519 nm)

Zaman (giin)

0.500 | I I I
0 1 2 3

m 75 mg/l
50 mg/L
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m 10 mg/L

Sekil 4.17 Jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A

boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri

Sekil 4.17°da goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda

3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %86,23 oraninda

jelatine immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.9 Jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75

mg/L
% Giderim 49,69
% Biyosorpsiyon 46,95

% Biyodegradasyon 2,75

50

mg/L
62,15
57,07

5,08

25

mg/L
72,81
58,74

14,06

10

mg/L
86,23
74,62

11,60

Farkli konsantrasyonlarda Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesini igeren

ve bu boyarmaddenin jelatine immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve

biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.9°da verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.18 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait jelatine immobilize M.esculenta ile giderim
Oncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 519 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giliniiniin sonunda alinan
Ol¢iimlere ait pikler Sekil 4.18°de goriildiigii gibidir. 0. glinde alinan dl¢lime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. giiniin sonunda azaldig1 goriillmektedir.
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4.2.2.1.4 Polistiren Destek Materyaline Immobilize M.esculenta Tle
Giderim

1.500

1.000
m 75 mg/l
50 mg/L
0.500 m 25 mg/L
I m 10 mg/L
0.000 I— .
0 1 2

Zaman (Giin)

Absorbans (519 nm)

Sekil 4.19 Polistiren destek materyaline immobilize M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A
boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan dlgiimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.19°de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %99,19 oraninda

polistirene immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.10 Jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Cibacron Brilliant Red 3B-A
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 56,92 67,01 84,74 99,19

% Biyosorpsiyon 6,09 10,20 12,53 15,43
% Biyodegradasyon 50,83 56,80 72,21 83,76

Farkli konsantrasyonlarda Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesini igeren
ve bu boyarmaddenin polistirene immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi
ve biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.10’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.20 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait polistirene immobilize M.esculenta ile
giderim Oncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 519 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Ol¢iimlere ait pikler Sekil 4.20°da goriildiigii gibidir. 0. ginde alinan dl¢time ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. giiniin sonunda kayboldugu goriilmektedir.
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4.2.2.2 Immobilize Hiicrelerle Remazol Navy RGB Boyarmaddesinin
Giderimi

4.2.2.2.1 Seliiloz Destek Materyaline immobilize M.esculenta ile Giderim

2.500

Absorbans (625 nm)

2.000
1.500
m 75 mg/l
50 mg/L
1.000
m 25 mg/L
®m 10 mg/L
0.500
0 1

2 3

Zaman (giin)

Sekil 4.21 Selilloz destek materyaline immobilize M.esculenta ile Remazol Navy RGB
boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.21°da goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde igeren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %82,81 oraninda

seliiloza immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmstir.

Tablo 4.11 Selilloz destek materyaline immobilize M.esculenta ile Remazol Navy RGB
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 45,23 49,61 64,17 82,81

% Biyosorpsiyon 42,39 48,57 50,55 52,74
% Biyodegradasyon 2,83 1,04 13,62 30,07

Farkli konsantrasyonlarda Remazol Navy RGB boyarmaddesini igeren ve bu
boyarmaddenin seliiloza immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon ylizdeleri Tablo 4.11°’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.221 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait seliiloza immobilize M.esculenta ile giderim
Oncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 625 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giliniiniin sonunda alinan
Ol¢iimlere ait pikler Sekil 4.22°de goriildiigii gibidir. 0. glinde alinan dl¢lime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. giiniin sonunda kayboldugu goriilmektedir.
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4.2.2.2.2 Kaolin Destek Materyaline Immobilize M.esculenta fle Giderim
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Sekil 4.23 Kaolin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Remazol Navy RGB boyarmaddesinin
giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.23’de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde iceren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklagik olarak %81,91 oraninda

kaoline immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.12 Kaolin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Remazol Navy RGB
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 75,68 76,36 77,68 81,91

% Biyosorpsiyon 44,26 45,92 53,76 63,08
% Biyodegredasyon 31,43 30,44 23,92 18,83

Farkl1 konsantrasyonlarda Remazol Navy RGB boyarmaddesini igeren ve bu
boyarmaddenin kaolin immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.12°de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.

56



44,0000 T T

2.0000

Ahs,

2,0000

1,0000

B

200,00 400,00 G00,00
nm.

Sekil 4.24 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait kaoline immobilize M.esculenta ile giderim 6ncesi
ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 625 nm’de en yiiksek pik alanina ulastigi
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Ol¢iimlere ait pikler Sekil 4.24°de goriildiigii gibidir. 0. glinde alinan dl¢lime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. giiniin sonunda kayboldugu goriilmektedir.
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4.2.2.2.3 Jelatin Destek Materyaline Immobilize M.esculenta fle Giderim
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Sekil 4.25 Jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Remazol Navy RGB boyarmaddesinin
giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan dl¢limlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.25°de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde igeren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %89,21 oraninda

jelatine immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.13 Jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Remazol Navy RGB boyarmaddesine
ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 83,59 84,70 86,01 89,21

% Biyosorpsiyon 31,67 35,92 39,32 41,84
% Biyodegradasyon 51,93 48,78 46,69 47,37

Farkli konsantrasyonlarda Remazol Navy RGB boyarmaddesini igeren ve bu
boyarmaddenin jelatine immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon ylizdeleri Tablo 4.13’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.26 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait jelatine immobilize M.esculenta ile giderim dncesi
ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 625 nm’de en yiiksek pik alanina ulastigi
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Olctimlere ait pikler Sekil 4.26°de goriildiigii gibidir. 0. giinde alinan 6l¢iime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. giinlin sonunda azaldig1 goriilmektedir.
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4.2.2.2.4 Polistiren Destek Materyaline Immobilize M.esculenta

Giderim

0.500

Absorbans (625 nm)

Zaman (gln)

Sekil 4.27 Polistiren destek materyaline immobilize M.esculenta ile Remazol

boyarmaddesinin giderimi

0 1 2 3

ile
m 75 mg/l
50 mg/L
W25 mg/L
m 10 mg/L
Navy RGB

UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri

Sekil 4.27°da goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda

3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %99,01 oraninda

polistirene immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.14 Polistiren destek materyaline immobilize M.esculenta ile Remazol Navy RGB
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75

mg/L
% Giderim 92,56
% Biyosorpsiyon 31,63
% Biyodegradasyon 60,93

50

mg/L
93,02
41,08
51,94

25

mg/L
96,60
43,78
52,82

10

mg/L
99,01
48,16
50,85

Farkli konsantrasyonlarda Remazol Navy RGB boyarmaddesini igeren ve bu

boyarmaddenin polistirene immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve

biyosorpsiyon ylizdeleri Tablo 4.14’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.28 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait polistirene immobilize M.esculenta ile giderim
Oncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 625 nm’de en yiiksek pik alanina ulastigi
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Olctimlere ait pikler Sekil 4.28’de goriildiigii gibidir. 0. giinde alinan 6l¢iime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. giiniin sonunda kayboldugu goriilmektedir.
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4.2.2.3 Immobilize Hiicrelerle Reactive Yellow 160 Boyarmaddesinin

Giderimi

4.2.2.3.1 Seliiloz Destek Materyaline immobilize M.esculenta ile Giderim
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Absorbans (421)

Sekil 4.29 Seliiloz destek materyaline immobilize M.esculenta ile Reactive Yellow 160
boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.29°de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %85,31 oraninda

seliiloza immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmstir.

Tablo 4.15 Selilloz destek materyaline immobilize M.esculenta ile Reactive Yellow 160
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 48,39 61,74 82,30 85,31

% Biyosorpsiyon 15,76 33,93 55,87 59,57
% Biyodegradasyon 32,62 27,81 26,44 25,74

Farkli konsantrasyonlarda Reactive Yellow 160 boyarmaddesini iceren ve bu
boyarmaddenin seliiloza immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon ylizdeleri Tablo 4.15’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.30 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait selilloza immobilize M.esculenta ile giderim dncesi
ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 421 nm’de en yiiksek pik alanina ulastigi
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Ol¢iimlere ait pikler Sekil 4.30°da goriildiigii gibidir. 0. glinde alinan dl¢lime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alani 3. giliniin sonunda kayboldugu goriilmektedir.
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4.2.2.3.2 Kaolin Destek Materyaline Immobilize M.esculenta fle Giderim
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Sekil 4.31 Kaolin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Reactive Yellow 160

boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6lgiimlerde elde edilen absorbans degerleri

Sekil 4.31°da goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda

3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %44,08 oraninda

kaoline immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.16 Kaolin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Reactive Yellow 160
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75

mg/L
% Giderim 15,56
% Biyosorpsiyon 4,01
% Biyodegradasyon = 11,55

50
mg/L
31,61
0,24
31,37

25
mg/L
19,81
9,04
10,77

10

mg/L
44,08
29,95
14,13

Farkli konsantrasyonlarda Reactive Yellow 160 boyarmaddesini iceren ve bu

boyarmaddenin kaoline immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve

biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.16’da verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.32 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait kaoline immobilize M.esculenta ile giderim dncesi
ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 421 nm’de en yiiksek pik alanina ulastigi
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Olctimlere ait pikler Sekil 4.32°de goriildiigii gibidir. 0. giinde alinan 6l¢iime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. giiniin sonunda kayboldugu goériilmektedir.
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4.2.2.3.3 Jelatin Destek Materyaline Immobilize M.esculenta fle Giderim
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Sekil 4.33 Jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Reactive Yellow 160 boyarmaddesinin
giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.33’de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde igeren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %40,88 oraninda
seliiloza immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.
Tablo 4.17 Jeatin destek materyaline immobilize M.esculenta ile Reactive Yellow 160 boyarmaddesine
ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10

mg/L mg/L mg/L mg/L
% Decolorizasyon 59,96 58,81 54,40 40,88
% Biyosorpsiyon 5,49 5,21 3,46 4,24
% Biodegradasyon 54,47 53,61 50,94 36,65

Farkli konsantrasyonlarda Reactive Yellow 160 boyarmaddesini igeren ve bu
boyarmaddenin jelatine immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.17’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.34 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait jelatine immobilize M.esculenta ile giderim 6ncesi
ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 421 nm’de en yiiksek pik alanina ulastigi
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Olclimlere ait pikler Sekil 4.34’te goriildiigii gibidir. 0. giinde alinan dl¢iime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alani 3. giinlin sonunda azaldig1 goriilmektedir.
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4.2.2.3.4 Polistiren Destek Materyaline Immobilize M.esculenta Tle

Giderim
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Sekil 4.35 Polistren destek materyaline immobilize M.esculenta ile Reactive Yellow 160
boyarmaddesinin giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan dlgiimlerde elde edilen absorbans degerleri
Sekil 4.35’de goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonunda boyarmadde i¢eren ortamda
3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak %95,68 oraninda
polistirene immobilize edilmis M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.

Tablo 4.18 Polistiren destek materyaline immobilize M.esculenta ile Reactive Yellow 160
boyarmaddesine ait % giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75 50 25 10
mg/L mg/L mg/L mg/L
% Giderim 50,37 66,32 81,18 95,68

% Biyosorpsiyon 27,73 39,55 26,95 50,28
% Biodegradasyon 22,64 26,77 54,24 45,40

Farkli konsantrasyonlarda Reactive Yellow 160 boyarmaddesini iceren ve bu
boyarmaddenin polistirene immobilize edilmis M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.18’de verilmistir. Boyarmadde konsantrasyonu

arttikca giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.36 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait polistirene immobilize M.esculenta ile giderim
Oncesi ve sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmaddeye ait pikin 421 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig
goriilmektedir. 10 mg/L. konsatrasyonuna ait 0. ve 3. giiniiniin sonunda alinan
Olctimlere ait pikler Sekil 4.36°de goriildiigii gibidir. 0. giinde alinan 6l¢iime ait pikin

maksimum oldugu ve bu pikin pik alan1 3. gilinlin sonunda kayboldugu goriilmektedir.
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4.2.2.4 Tmmobilize Hiicrelerle Karisim Halindeki Boyarmaddelerin

Giderimi

4.2.2.4.1 Seliiloz Destek Materyaline immobilize M.esculenta ile Giderim
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Sekil 4.37 Selilloza immobilize M.esculenta ile boyarmadde karigiminin giderimi; a: 519 nm dalga
boyunda, b: 625 nm dalga boyunda c: 421 nm dalga boyunda

UV spektrofotometresi ile yapilan dlglimlerde 10 mg/L konsatrasyonunda
boyarmadde karigimi igeren ortamda, boyarmaddelere ait dalga boylarinda her bir
boyarmadde icin dl¢limler alinmistir. Alinan Slgiimlere ait absorbans degerleri Sekil
4.37°de verilmistir. 3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak
%91,95 (625nm igin), %84,05 (519 nm i¢in) ve %44,08 (421 nm i¢in) oraninda seliiloz

destek materyaline immobilize M.esculenta tarafindan uzaklastirilmistir.
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Tablo 4.19 Seliiloz destek materyaline immobilize M.esculenta ile boyarmadde kariminin % giderim,

% biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

421 nm

% Giderim 519 nm

625 nm

421 nm

% Biyosorpsiyon 519 nm
625 nm

421 nm

% Biyodegradasyon = 519 nm
625 nm

Farkl1 konsantrasyonlarda boyarmadde karisimi iceren ve bu boyarmaddelerin seliiloz
destek materyaline immobilize M.esculenta tarafindan giderimi ve biyosorpsiyon

ytizdeleri Tablo 4.19’da verilmistir. Boyarmadde karisiminin konsantrasyonu arttikga

giderim ylizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.38 Boyarmadde karigimina ait selilloza immobilize M.esculenta ile giderim 6ncesi ve sonrasina

ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmadde karisimina ait 3 farkli noktada piklerin 421 nm, 519 nm, ve
625 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig1 goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonuna ait
0. ve 3. gline ait pikler Sekil 4.38’de goriilmektedir ve 0. giinde maksimum pik alanina

ulasan boyarmadde karisimina ait dalga boyularindaki pikler 3. giiniin sonunda ise pik

alanlar1 kaybolmaktadir.

nm.
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4.2.2.4.2 Kaolin Destek Materyaline Immobilize M.esculenta fle Giderim
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Sekil 4.39 Kaoline immobilize M.esculenta ile boyarmadde karigiminin giderimi; a: 519 nm dalga
boyunda, b: 625 nm dalga boyunda c: 421 nm dalga boyunda

UV spektrofotometresi ile yapilan olgiimlerde 10 mg/L konsatrasyonunda
boyarmadde karigimi iceren ortamda, boyarmaddelere ait dalga boylarinda her bir
boyarmadde i¢in dlgiimler alinmistir. Alinan Slglimlere ait absorbans degerleri Sekil
4.39’da verilmistir. 3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak
% 78,33 (625nm i¢in), %94,91 (519 nm igin) ve %44,08 (421 nm i¢in) oraninda kaolin

destek materyaline immobilize M.esculenta tarafindan uzaklagtirilmistir.
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Tablo 4.20 Kaolin destek materyaline immobilize M.esculenta ile boyarmadde kariminin % giderim,
% biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75mg/L 50 mg/L 25 mg/L 10 mg/L
421 nm 28,25 31,61 19,81 44,08
% Giderim 519 nm 61,15 85,21 77,84 94,91
625 nm 67,67 75,28 69,52 78,33
421 nm 43,81 20,41 17,11 66,79
% Biyosorpsiyon 519 nm 33,77 84,14 44,90 80,43
625 nm 34,19 57,08 54,94 47,51
421 nm 15,56 11,20 2,71 22,71
% Biyodegradasyon = 519 nm 27,38 1,06 32,94 14,48
625 nm 33,48 18,20 14,57 30,81

Farkli konsantrasyonlarda boyarmadde karisimi1 igeren ve bu boyarmaddelerin kaolin
destek materyaline immobilize M.esculenta tarafindan giderimi ve biyosorpsiyon
ytizdeleri Tablo 4.20°de verilmistir. Boyarmadde karisiminin konsantrasyonu arttikga

giderim ylizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.40 Boyarmadde karisimina ait kaoline immobilize M.esculenta ile giderim 6ncesi ve sonrasina
ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmadde karigimina ait 3 farkli noktada piklerin 421 nm, 519 nm, ve
625 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig1 goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonuna ait
0. ve 3. giine ait pikler Sekil 4.40’da goriilmektedir ve 0. giinde maksimum pik alanina
ulasan boyarmadde karisimina ait dalga boyularindaki pikler 3. giiniin sonunda ise pik

alanlar1 kaybolmaktadir.
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4.2.2.4.3 Jelatin Destek Materyaline Immobilize M.esculenta fle Giderim
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Sekil 4.41 Jelatine immobilize M.esculenta ile boyarmadde karisiminin giderimi; a: 519 nm dalga
boyunda, b: 625 nm dalga boyunda c¢: 421 nm dalga boyunda

UV spektrofotometresi ile yapilan olgiimlerde 10 mg/L konsatrasyonunda
boyarmadde karigimi igeren ortamda, boyarmaddelere ait dalga boylarinda her bir
boyarmadde i¢in dlgiimler alinmistir. Alinan Slglimlere ait absorbans degerleri Sekil
4.41°de verilmistir. 3 giin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak
% 80,39 (625nm igin), % 52,61 (519 nm ig¢in) ve % 34,26 (421 nm ig¢in) oraninda

jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta tarafindan uzaklastiriimistir.
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Tablo 4.21 Jelatin destek materyaline immobilize M.esculenta ile boyarmadde kariminin % giderim,
% biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75mg/L 50 mg/L = 25 mg/L = 10 mg/L
421 nm 74,13 92,97 50,82 66,27
% Giderim 519 nm 47,76 60,31 51,04 66,81
625 nm 82,55 85,70 84,46 80,39
421 nm 40,36 54,88 41,54 34,26
% Biyosorpsiyon 519 nm 26,93 37,22 28,61 14,19
625 nm 79,32 83,75 89,42 46,44
421 nm 33,77 38,10 9,28 32,00
% Biyodegradasyon = 519 nm 20,83 23,09 22,43 52,61
625 nm 3,22 1,95 4,96 33,95

Farkli konsantrasyonlarda boyarmadde karigimi iceren ve bu boyarmaddelerin jelatin
destek materyaline immobilize M.esculenta tarafindan giderimi ve biyosorpsiyon
ytizdeleri Tablo 4.21°de verilmistir. Boyarmadde karisiminin konsantrasyonu arttikga

giderim yiizdesi azalmaktadir.
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200,00 400,00 G00,00
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Sekil 4.42 Boyarmadde karisimina ait jelatine immobilize M.esculenta ile giderim 6ncesi ve sonrasina
ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmadde karigimina ait 3 farkli noktada piklerin 421 nm, 519 nm, ve
625 nm’de en yliksek pik alanina ulastig1 goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonuna ait
0. ve 3. gline ait pikler Sekil 4.42°de goriilmektedir ve 0. glinde maksimum pik alanina
ulasan boyarmadde karisimina ait dalga boyularindaki pikler 3. gilinlin sonunda ise pik

alanlar1 kaybolmaktadir.
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4.2.2.4.4 Polistiren Destek Materyaline Immobilize M.esculenta Tle

Giderim
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Sekil 4.43 Polistirene immobilize M.esculenta ile boyarmadde karigiminin giderimi; a: 519 nm dalga
boyunda, b: 625 nm dalga boyunda c: 421 nm dalga boyunda

UV spektrofotometresi ile yapilan olgiimlerde 10 mg/L konsatrasyonunda
boyarmadde karigimi igeren ortamda, boyarmaddelere ait dalga boylarinda her bir
boyarmadde i¢in dlgiimler alinmistir. Alinan Slglimlere ait absorbans degerleri Sekil
4.43’te verilmistir. 3 glin boyunca alinan 6rnekler degerlendirildiginde yaklasik olarak
% 97,78 (625nm igin), % 95,65 (519 nm igin) ve % 82,31 (421 nm igin) oraninda

polistiren destek materyaline immobilize M.esculenta tarafindan uzaklastirilmigtar.
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Tablo 4.22 Polistiren destek materyaline immobilize M.esculenta ile boyarmadde kariminin %
giderim, % biyosorpsiyon ve % biyodegradasyon degerleri

75mg/L 50 mg/L | 25 mg/L | 10 mg/L
421 43,00 56,95 82,33 82,31

nm
% Giderim 519 91,99 92,60 95,17 95,65
nm
625 92,60 96,34 95,61 97,78
nm
421 20,57 53,35 30,52 52,39
nm
% Biyosorpsiyon 519 87,07 86,75 87,80 53,01
nm
625 22,36 70,18 87,09 34,44
nm
421 22,43 3,60 51,81 29,92
nm
% Biyodegradasyon 519 4,92 5,86 7,36 42,64
nm
625 70,24 26,16 8,53 63,33
nm

Farkli konsantrasyonlarda boyarmadde karigimi igeren ve bu boyarmaddelerin
polistiren destek matreyaline immobilize M.esculenta tarafindan giderimi ve
biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 4.22°de verilmistir. Boyarmadde karisiminin

konsantrasyonu arttik¢a giderim yiizdesi azalmaktadir.
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Sekil 4.44 Boyarmadde karigtmina ait polistirene immobilize M.esculenta ile giderim Oncesi ve
sonrasina ait spektrum grafigi

UV spektrofotometresi ile 200-800 nm arasinda yapilan dalga boyu
taramasinda boyarmadde karisimina ait 3 farkli noktada piklerin 421 nm, 519 nm, ve
625 nm’de en yiiksek pik alanina ulastig1 goriilmektedir. 10 mg/L konsatrasyonuna ait

0. ve 3. giine ait pikler Sekil 4.44’te goriilmektedir ve 0. giinde maksimum pik alanina
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ulasan boyarmadde karigimina ait dalga boyularindaki pikler 3. giiniin sonunda ise pik

alanlar1 kaybolmaktadir.

Tablo 4.23 Boyarmaddelerin 10 mg/L konsatrasyonunda immobilize hiicrelerle % giderim degerleri
Boyarmadde % Giderim
Selilloz Kaolin  Jelatin ~ Polistiren
Cibacron Brilliant Red 3B-A 97,90 98,42 86,23 99,19
Remazol Navy RGB 82,81 81,91 89,21 99,01
Reactive Yellow 160 8531 44,08 40,88 95,68

Tablo 4.23de verilern degerler incelendiginde, Cibacron Brilliant Red 3B-A,
Remazol Navy RGB ve Reactive Yellow 160 boyarmaddelerinin en iyi giderimi,

polistirene immobilize M.esculenta hiicreleri tarafindan gergeklesmistir.
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4.3  Aktivite Degisimleri

4.3.1 Serbest Hiicrelerle Gergceklestirilen Boyarmadde Giderimi

Sirasindaki Aktivite Degisimleri

Boyarmadde giderimleri sirasinda lakkaz ve mangan peroksidaz aktivitelerinin

degisimleri incelenmistir.

100 70
a g b 60
D 80
g ~ 50
$ 60 S 40
s 2
x Q- 30
< 40 =
N = 20
=5 2 10
3
0 0
0 2 4 0 2 4 6
Zaman (giin) Zaman (giin)
—o—75 mg/l 50 mg/L —8— 75 mg/L 50 mg/L

—0—25 mg/L —@—10 mg/L

—8— 25 mg/L —@—10 mg/L

Sekil 4.45 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesinin serbest formdaki M.esculenta ile giderimi
sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi

a 100 b 70
3 80 00
) ~ 50
g 60 é 40
= 40 2 30
< =2
3 20 10
<

3 0 0

0 2 4 6 0 2 4 6
Zaman (giin) Zaman (giin)
—8— 75 mg/l 50 mg/L —e— 75 mg/L 50 mg/L

—0— 25 mg/L —@— 10 mg/L

—8— 25 mg/L —@—10 mg/L

Sekil 4.46 Remazol Navy RGB boyarmaddesinin serbest formdaki M.esculenta ile giderimi sirasindaki
aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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100 70

a b

~ 80 60
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& 2 30
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x 0 0

- 0 2 4 6 0 2 4 6

Zaman (giin) Zaman (glin)

—e— 75 mg/l 50 mg/L —8— 75 mg/L 50 mg/L
—8— 25 mg/L —&—10 mg/L —8— 25 mg/L —e—10 mg/L

Sekil 4.47 Reactive Yellow 160 boyarmaddesinin serbest formdaki M.esculenta ile giderimi sirasindaki
aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi

140 100
a 120 b
80
100 _
J & S 60
2 60 o
= § 40
L 40
= 20
% 20
N 0 0
g 0 2 4 6 0 2 4 6
S Zaman (giin) Zaman (giin)
—e— 75 mg/l 50 mg/L —8—75 mg/L 50 mg/L
—8— 25 mg/L —@—10 mg/L —8— 25 mg/L —e—10 mg/L

Sekil 4.48 Boyarmadde karisiminin serbest formdaki M.esculenta ile giderimi sirasindaki aktivite
degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi

6 gilin boyunca serbest hiicrelerle gergeklestirilen boyarmadde giderimi
sirasinda elde edilen lakkaz ve MnP aktiviteleri Sekil 4.45, 4.46, 4.47 ve 4.48’da
verilmistir. Ligninolitik enzimlerin boyarmadde giderimi sirasinda lakkaz ve MnP
aktiviteleri takip edilmistir. Lakkaz aktivitesi incelenen tim boyarmadde
konsantrasyonlarinda 3. giinde maksimum degere ulasmistir. Aktivite 3. giinden sonra
gbzle goriiniir bir sekilde azalmis ve 6. gilinlin sonunda yaklasik olarak 0’a diigsmiistiir.
Hiicre dis1 MnP aktivitesi inkiibasyonun 3. giiniinde artt1 ve daha sonra azaldi. Bu
sonuclar, birinci giinden itibaren yiiksek bir hiicre dis1 lakkaz diizeyinin tespit
edildigini, 4. giinde yaklasik %55’in altina diistiiglinii ve biyobozunma sonrasi

yaklagik olarak %0'a diismektedir. Lakkaz ve MnP enzimleri inhibe edilmistir.
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4.3.2 Tmmobilize Hiicrelerle Gergeklestirilen Boyarmadde Giderimi

Sirasindaki Aktivite Degisimleri

D
o
~
o

a 50 b 60
40 —~ 50
S
g 30 3 40
D o
Z 20 = 30
2 = 20
= 10
3 10
X 0
< o 1 2 3 0
g Zaman (giin) 0 ! ) 2 3
< Zaman (giin)
—@— 75 mg/l 50 mg/L —8— 75 mg/L 50 mg/L
—0— 25 mg/L —@— 10 mg/L —0—25 mg/L —@—10 mg/L

Sekil 4.49 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait selilloza immobilize M.esculenta ile
giderimi sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi

a 60 b 40
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— 40 =)
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—0— 75 mg/L 50 mg/L —0— 75 mg/L 50 mg/L
—— 25 mg/L —@—10 mg/L —— 25 mg/L —@— 10 mg/L

Sekil 4.50 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait kaoline immobilize M.esculenta ile
giderimi sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.51 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait jelatine immobilize M.esculenta ile
giderimi sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.52 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesine ait polistirene immobilize M.esculenta ile
giderimi sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.53 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait seliiloza immobilize M.esculenta ile giderimi
sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.54 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait kaoline immobilize M.esculenta ile giderimi
sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.55 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait jelatine immobilize M.esculenta ile giderimi
strasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.56 Remazol Navy RGB boyarmaddesine ait polistirene immobilize M.esculenta ile giderimi
sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.57 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait selilloza immobilize M.esculenta ile giderimi
strasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.58 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait kaoline immobilize M.esculenta ile giderimi
sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.59 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait jelatine immobilize M.esculenta ile giderimi
strasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.60 Reactive Yellow 160 boyarmaddesine ait polistirene immobilize M.esculenta ile giderimi
sirasindaki aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.61 Boyarmadde karisimina ait seliiloza immobilize M.esculenta ile giderimi sirasindaki aktivite
degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.62 Boyarmadde karisimina ait kaolin immobilize M.esculenta ile giderimi sirasindaki aktivite
degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.63 Boyarmadde karigimina ait jelatine immobilize M.esculenta ile giderimi sirasindaki aktivite
degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi
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Sekil 4.64 Boyarmadde karigimina ait polistiren immobilize M.esculenta ile giderimi sirasindaki
aktivite degisimleri a: Lakkaz aktivitesi degisimi, b: MnP aktivitesi degisimi

Sekil 4.49, 4.50, 4.51, 4.52, 4.53, 4.54, 4.55, 4.56, 4.57, 4.58, 4.59,4.60, 4.61,
4.62, 4.63, ve 4.64 3 giin boyunca boyarmaddelerin immobilize hiicrelerle giderimi
sirasinda lakkaz ve MnP aktiviteleri ve boyarmadde varyasyonlarin1 gdstermektedir.
Ligninolitik enzimlerin boyarmadde giderimi sirasinda lakkaz ve MnP aktiviteleri
takip edilmistir. Lakkaz aktivitesi incelenen tiim boyarmadde konsantrasyonlarinda 2.
giinde maksimum degere ulagsmistir. Aktivite 2. glinden sonra gozle goriiniir bir sekilde
azalmis ve 3. giiniin sonunda yaklasik olarak 0’a diigsmiistiir. Hiicre dis1t MnP aktivitesi
inkiibasyonun 1. giiniinde artti ve daha sonra azaldi. Bu sonuglar, birinci giinden

itibaren yiliksek bir hiicre dis1 lakkaz diizeyinin tespit edildigini, 2. glinde yaklasik
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%55’1n altina diistiiglinii ve biyobozunma sonrasi yaklasik olarak %0'a diismektedir.
Lakkaz ve MnP enzimleri inhibe edilmistir.

4.4 FT-IR Analizleri

Saf haldeki boyarmaddelerin ve immobilize M.esculenta ile en iyi giderimin
gerceklestigi her bir boyarmadde icin giderim sonrasinda FT-IR spektrumlar

alimustir.
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Sekil 4.65 Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesi’ne ait FT-IR spektrumlari; A: Saf
boyarmmadeye ait spektrum B: Serbest hiicrelerle boyarmadde giderimi sonrasi C: Polistirene
immobilize hiicrelerle boyarmadde giderimi sonrasi

Saf haldeki boyarmaddenin giderim oncesi FT-IR spektrumunda, bagli olan -
O-H grubunun gerilmesine bagl olarak 3268,3 cm™*de pik gostermistir. 2924,2 cm™
ve 2854,4 cm™'deki pikler, (simetrik ve asimetrik) aromatik -C=C-H geriliminden
kaynaklanmaktadir. S=O simetrik ve asimetrik titresimlere atfedilen 1213,9 cm
degerlerinde pik vermektedir.

Giderim sonucunda serbest ve en iyi giderimin gerceklestigi immobilize
M.esculenta 6rnegi, FT-IR spektrumlari degerlendirilmistir. Elde edilen spektrumlarda
3304,21 ve 3335 cm™’de elde edilen yayvan -O-H pikleri —H bagi nedeniyle
goriilmektedir. Boyarmaddeye ait FT-IR spektrumunda bulunan 2924,2 cm? ve
2854,4 cmdeki N-H pikinin giderildigi gozlemlenmistir. Bu veriler
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degerlendirildiginde Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddenin serbest ve

immobilize hiicreler tarafindan giderime ugratildigi goriilmektedir.
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Sekil 4.66 Remazol Navy RGB boyarmaddesi FT-IR spektrumlari; A: Saf boyarmmadeye ait spektrum
B: Serbest hiicrelerle boyarmadde giderimi sonrasi C: Polistirene immobilize hiicrelerle boyarmadde
giderimi sonrast

Saf haldeki boyarmaddenin giderim oncesi FT-IR spektrumunda, bagl olan -
O-H grubunun gerilmesine bagl olarak 3328,5 cm™’de pik gdstermistir. 2945,8 cm™
ve 2849,6 cm™'deki pikler, (simetrik ve asimetrik) aromatik -C=C-H geriliminden
kaynaklanmaktadir. S=O simetrik ve asimetrik titresimlere atfedilen 1099,8 cm

degerlerinde pik vermektedir.

Giderim sonucunda serbest ve en iyi giderimin gergeklestigi immobilize
M.esculenta 6rnegi, FT-IR spektrumlari degerlendirilmistir. Elde edilen spektrumlarda
3306,43 ve 3316,19 cm™¥’de elde edilen yayvan -O-H pikleri —-H bag1 nedeniyle
goriilmektedir. Boyarmaddeye ait FT-IR spektrumunda bulunan 2945,8 cm? ve
2849,6 cm™'deki N-H pikinin giderildigi gdzlemlenmistir. 675-1000 cm™ araliginda
yer alan -C=C ait piklerdeki siddetin azaldig1i goriilmektedir. Bu veriler
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degerlendirildiginde Remazaol Navy RGB boyarmaddesinin serbest ve immobilize

hiicreler tarafindan giderime ugratildig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.67 Reactive Yellow 160 boyarmaddesi FT-IR spektrumlari; A: Saf boyarmmadeye ait spektrum
B: Serbest hiicrelerle boyarmadde giderimi sonrasi C: Polistirene immobilize hiicrelerle boyarmadde
giderimi sonrasi

Saf haldeki boyarmaddenin giderim oncesi FT-IR spektrumunda, bagl olan -
O-H grubunun gerilmesine bagl olarak 3302 cm™*de pik gdstermistir. 2989,2 cm™ ve
2902,5 cm™deki pikler, (simetrik ve asimetrik) aromatik -C=C-H geriliminden
kaynaklanmaktadir. S=O simetrik ve asimetrik titresimlere atfedilen 1099,8 cm™

degerlerinde pik vermektedir.

Giderim sonucunda serbest ve en iyi giderimin gerceklestigi immobilize
M.esculenta 6rnegi, FT-IR spektrumlari degerlendirilmistir. Elde edilen spektrumlarda
3306,94 ve 3402,12 cm™’de elde edilen yayvan -O-H pikleri —-H bag nedeniyle
goriilmektedir. Boyarmaddeye ait FT-IR spektrumunda bulunan 2989,2 cm™ ve
2902,5 cm™'deki N-H pikinin giderildigi gdzlemlenmistir. 675-1000 cm™ araliginda
yer alan -C=C ait piklerdeki siddetin azaldig1 goriilmektedir. Bu veriler

92



degerlendirildiginde Reactive Yellow 160 boyarmaddesinin serbest ve immobilize

hiicreler tarafindan giderime ugratildig1 goriillmektedir.
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Sekil 4.68 Boyarmadde karigimina ait FT-IR spektrumlari; A: Boyarmadde karigimina ait spektrum, B:
Serbest hiicrelerle boyarmadde giderimi sonrasi, C: Polistirene immobilize hiicrelerle boyarmadde
giderimi sonrast

Boyarmadde karisiminin giderim dncesi FT-IR spektrumunda, bagli olan -O-
H grubunun gerilmesine bagli olarak 3302 cm™’de pik gdstermistir. 2942,2 cm™’deki
pik, (simetrik ve asimetrik) aromatik -C=C-H geriliminden kaynaklanmaktadir.

Giderim sonucunda serbest ve en iyi giderimin gergeklestigi polistirene
immobilize M.esculenta 6rnegi, FT-IR spektrumlari degerlendirilmistir. Aromatik’lik
pikinin yer aldig1 1500-1600 cm™ araligindaki piklerin kayboldugu gériilmektedir.
3359,8 cm™’deki N-H pikinin, boyarmadde karisimma ait 2250,3 cm™*’deki C-N
pikinin kayboldugu goriilmektedir. -C=C’ ye ait 675-1000 cm™ araliginda yer alan
piklerde ise azalma gozlemlenmistir. Bu sonuclar degerlendirildiginde boyarmadde

karisimi serbest ve immobilize hiicreler tarafindan giderime ugratildigi goriilmektedir.
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45  Ecogreen Biyomembran (EgBM) Reaktor Sisteminde Boyarmadde

Giderimi

EgBM ii¢ temel bilesenden olusur: bazik polimer olarak seliiloz triasetat
(CTA), membranin esnekligini, mekanik stabilitesini saglayan ve destek malzemesi
olarak hareket eden plastiklestirici 2-nitrofenil oktil eter (2-NPOE), tasiyict ve

pargalayici olarak M. esculenta pelletleri kullanilmistir.

M.esculenta hiicresi membran igerisinde hareketsizlestirdikten sonra, M.
esculenta immobilize edilmis EgBM'de acik¢a ve belirgin bir sekilde goriilmiistiir
(Sekil 4.69). EgBM'nin SEM fotograflari, M. Esculenta’nin membran iizerinde basarili

bir sekilde immobilize oldugunu gosterdi.

BMT=0W  SgWArSEL L gk tem Sgrai A = SEY ENT* DWW uuu scokx ™
IPrcbes 0pA WO=100mm o | WO 11 0om IPbes S0ph

Sekil 4.69 Immobilizasyon oncesi ve sonrast SEM goriintiileri; a: Hiicre immobilize edilmemis
membran b: Hiicre immobilize edilmis membran (EgBM)

45.1 EgBMile Cibacron Brilliant Red 3B-A Boyarmaddesinin Giderimi

EgBM’de iki farkli hiicre miktarinin membrana immobilizasyona etkileri
aragtirilarak optimum hiicre miktar1 optimize edildi. Membrana immobilize hiicrelerle
boyarmaddenin giderimi biyosorpsiyon ve lakkaz enzim aktivitesindeki degisimler
belirlenerek, veriler karsilastirildi. Tablo 4.24 ve Sekil 4.70’da verilen agirliklardaki
tek ve ¢ift pellet iceren membranlarla yapilan ¢alismada 60. ve 72. saatin sonunda elde
edilen sonuglar karsilastirildiginda her iki hiicre miktarinda da oldukga iyi oranda

giderim tespit edilmistir. Sekil 4.70’da goriildiigii gibi her iki membran igin lakkaz
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enzim aktivitesi 24. saatte maksimum degerine ulasmistir. Tek ve ¢ift pellet igeren
membranlar i¢in 24., 60. ve 72. saattin sonunda dekolorizasyon ve lakkaz enzim
aktiviteleri degerlendirildiginde ¢ift pellet iceren membranla yapilan deneysel
verilerinin daha 1yi oldugu belirlenmis ve ileriki asamalarda hiicre miktar1 olarak ¢ift
pellet esas alinmustir.

Tablo 4.24 Farkli pellet miktarlarinda % Giderim, % Biyosorpsiyon, % Biyodegradasyon ve lakkaz
aktivite degerleri

Pellet Miktarn = % % % Lakkaz
Giderim | Biyosorpsiyon | Biyodegradasyon | aktivitesi
U/L
Tek 97.66 16.35 81.30 28.722
Donér  Pellet
Faz
Cift 96.72 17.28 79.43 42.806
Pellet
100 - 100
80 - 80 ~
d
)
£ —4=Tek Pellet Giderim :_)’
% 60 =m=Tek Pellet Aktivite - 60 g
Q == Cift Pellet Aktivite 2
S 40 ~3—Cift Pellet Giderim a0 <
g
X
©
20 - 20 -
0 0
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Zaman (Saat)

Sekil 4.70 Membrandaki pellet miktarina bagli donér fazin giderim ve lakkaz aktivitesi degerleri
Akseptor faz (Enzim iiretim ortami, Boyarmadde ¢ozeltisi, Saf su) i¢in en
uygun ¢ozeltiyi belirlemek amaciyla ti¢ farkli ortam kullanilmistir. Giderim ve lakkaz
enzim aktivitesi, her {i¢ ortamda da 72 saat boyunca izlendi. Tablo 4.25’de gosterildigi
gibi, yapilan hesaplamalar boyarmadde giderimi i¢in en uygun akseptdr fazin enzim

tiretim ortami1 oldugu belirlenmistir.

95



Tablo 4.25 Farkli ortamlar igeren akseptor faz enzim aktivitesi degerleri

Lakkaz Aktivitesi (U/L)

Zaman 0 12 24 36 48 60 72
(Saat)

Enzim 7.972 36.639  42.806  25.972 19.361 11.444  5.639
Uretim

Ortami

Enzim 6.547 32.750  36.555  24.277 17.805 12.702  3.527
Uretim

Ortami +

Boyarmadde

Saf su 0.000 15.944 11.472 10.194 9.027 8.750 8.027

Tablo 4.26 Farkli ortamlar igeren akseptdr faz % Giderim, % Biyosorpsiyon, % Biyodegradasyon
degerleri

Enzim Uretim Enzim Uretim Saf su
Ortami Ortami+Boyarmadde
% Giderim 97.66 92.99 99.53
% Biyosorpsiyon 16.36 16.36 16.36
% Biyodegradasyon 81.31 76.64 83.18

Uygun akseptor faz belirlendikten sonra 3 farkli konsantrasyonda boyarmadde
iceren dondr fazdan boyarmadde giderimne ait sonuglar Tablo 4.26’da verilmistir. UV
spektrofotometresi ile yapilan O6lctimlerde 2, 3, 4 mg/L konsatrasyonlarinda
boyarmadde igeren ortamda 72 saat boyunca alinan ornekler degerlendirildiginde
yaklasik olarak % 99,26 % 96,73 ve % 98,87 oraninda EgBM tarafindan
uzaklastirilmistir.

Tablo 4.27 EgBM ile farkli konsantrasyonlarda Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesi % Giderim,
% Biyosorpsiyon, % Biyodegradasyon degerleri

Boyarmadde 2mg/L  3mg/L 4 mg/L
Konsatrasyonu
% Giderim 99,26 96,73 98,87

% Biyosorpsiyon 20,00 17,29 15,67
% Biyodegradasyon 79,26 79,44 83,20

Membran {izerine immobilize edilen M.esculenta hiicrelerinden yapilan EgBM
sistemi ile boyarmadde giderimi, donor fazda boyarmadde konsantrasyonu 2,0, 3,0,
4,0 mg/L kullanildi. Tablo 4.27'de verilen veriler degerlendirildiginde 72 saat sonunda
EgBM’nin dondr fazda bulunan boyarmaddeyi etkili bir sekilde giderime ugrattigin
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gozlemledik. Sekil 4.71°de verilen Lakkaz aktivitesi incelenen tiim boyarmadde
konsantrasyonlarinda 24. saat sonunda maksimum degere ulasmistir. Aktivite 24 saat
sonunda gozle goriiniir bir sekilde azalmis ve 72. saat sonunda minumum degerine
diismiistiir. Bu sonuglar, EgBM’ye ait yiiksek bir hiicre dis1 lakkaz diizeyinin tespit

edildigini ve biyobozunma sonrasi ise % 0'a diistiiglinii gostermektedir.
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Sekil 4.71 EgBM ile Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesi giderimi sirasinda lakkaz aktivitesi
degisimi

45.2 EgBM ile Remazol Navy RGB boyarmaddesinin Giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan 6l¢iimlerde 2, 3, 4 mg/L konsatrasyonlarinda
boyarmadde igeren ortamda 72 saat boyunca alinan Ornekler degerlendirildiginde
yaklagik olarak % 94,85 % 93,46 ve % 89,10 oraninda EgBM tarafindan

uzaklastirilmistir.

Tablo 4.28 EgBM ile farkli konsantrasyonlarda Remazol Navy RGB boyarmaddesi % Giderim, %
Biyosorpsiyon, % Biyodegradasyon degerleri

Boyarmadde 2mg/L  3mg/L 4 mg/L
Konsatrasyonu
% Giderim 94,85 93,46 89,10
% Biyosorpsiyon 8,69 6,86 6,80

% Biyodegradasyon 86,16 86,60 82,30
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EgBM sistemi ile boyarmadde giderimi, dondr fazda boyarmadde
konsantrasyonu 2,0, 3,0, 4,0 mg/L kullanildi. Tablo 4.28'de verilen veriler
degerlendirildiginde 72 saat sonunda EgBM’nin donér fazda bulunan boyarmaddeyi
etkili bir sekilde giderime ugrattigini gozlemledik. Sekil 4.72’de verilen lakkaz
aktivitesi incelenen tiim boyarmadde konsantrasyonlarinda 24. saat sonunda
maksimum degere ulasmistir. Aktivite 24 saat sonunda goézle goriiniir bir sekilde
azalmig ve 72. saat sonunda minumum degerine diismiistiir. Bu sonuglar, EgBM’ye ait
yiiksek bir hiicre dis1 lakkaz diizeyinin tespit edildigini ve biyobozunma sonrasi ise %

0'a distiiglinti gostermektedir.
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Sekil 4.72 EgBM ile Remazol Navy RGB boyarmaddesi giderimi sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi

45.3 EgBM ile Reactive Yellow 160 boyarmaddesinin Giderimi

UV spektrofotometresi ile yapilan dl¢timlerde 2, 3, 4 mg/L konsatrasyonlarinda
boyarmadde igeren ortamda 72 saat boyunca alinan Ornekler degerlendirildiginde
yaklasik olarak % 94,85 % 93,46 ve % 89,10 oraninda EgBM tarafindan

uzaklastirilmistir.
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Tablo 4.29 EgBM ile farkl: konsantrasyonlarda Reactive Yellow 160 boyarmaddesi % Giderim, %
Biyosorpsiyon, % Biyodegradasyon degerleri

Boyarmadde 2mg/L | 3mg/L  4mg/L
Konsatrasyonu
% Giderim 95,91 94,30 93,21
% Biyosorpsiyon 25,98 7,60 11,28

% Biyodegradasyon 69,93 86,70 81,93

EgBM sistemi ile boyarmadde giderimi, dondr fazda boyarmadde
konsantrasyonu 2,0, 3,0, 4,0 mg/L kullanildi. Tablo 4.29'da verilen veriler
degerlendirildiginde 72 saat sonunda EgBM’nin dondr fazda bulunan boyarmaddeyi
etkili bir sekilde giderime ugrattigim1 gozlemledik. Sekil 4.73’de verilen Lakkaz
aktivitesi incelenen tiim boyarmadde konsantrasyonlarinda 12. saat sonunda
maksimum degere ulasmistir. Aktivite 12 saat sonunda goézle goriiniir bir sekilde
azalmis ve 72. saat sonunda minumum degerine diismiistiir. Bu sonuglar, EgBM’ye ait
yiiksek bir hiicre dis1 lakkaz diizeyinin tespit edildigini ve biyobozunma sonrasi ise %

0'a diistiiglinii gostermektedir.
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Sekil 4.73 EgBM ile Reactive Yellow 160 boyarmaddesi giderimi sirasinda lakkaz aktivitesi degisimi
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5. SONUC ve TARTISMA

P. ostreatus ile boyarmadde gideriminde farkli karbon kaynaklarinin etkisini
calisan Hu ve dig. (2004) calisma sonucunda seliilobioz karbon kaynaginin
renksizlestirmede daha etkili oldugunu belirlemisler fakat zor bulunmasi ve
maliyetinin yiiksek olmasindan dolay1 en uygun karbon kaynaginin glukoz oldugunu
rapor etmislerdir (Hu ve dig. 2004). Buna benzer olarak, Reacktive Black 5
boyarmaddesinin F. trogii tarafindan renksizlestirilmesi ¢alismasinda karbon kaynagi
olarak nisasta, siikroz ve glukoz kullanilmis, glukoz igeren ortamda renksizlestirme
oraninin diger karbon kaynakli ortamlara gore daha yiliksek oldugu rapor edilmis
bunun yaninda farkli sicakliklarda yapilan giderim calismalarinda optimum sicaklik
olarak 30 °C belirtilmistir (Mazmanci ve Unyayar 2003). Genellikle funguslarin asidik
pH ortaminda gelistikleri (pH 4-5) literatiirde yer almaktadir. Yedi farkli
boyarmaddenin P. chrysosporium tarafindan dekolarizasyonu Radha ve dig. tarafindan
arastirilmistir. Yaptiklari ¢calismada optimum pH’1n belirlenmesi hedeflenerek 2,0-7,0
pH araliginda ¢alismislardir (Radha ve dig. 2005). Bu ¢alismada; ilk olarak optimum
kosullar saglandiktan sonra misel yaslar1 4 giin olacak sekilde gelistirilmistir. Dort
giinliik misel yasina sahip olan beyaz c¢iiriik¢iil fungus M.esculenta kiiltiirleri ile 3
farkli tekstil boyarmaddesinin (Cibacron Brilliant Red 3B-A, Remazol Navy RGB,
Reactive Yellow 160) ayr1 ayri ve karigim halinde, biyolojik giderimi ¢alisilmistir.
Biyolojik giderim sirasinda lakkaz ve mangan peroksidaz aktiviteleride takip
edilmistir. Farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50 ve 75 mg/L) alt1 giin boyunca alinan
orneklerdeki absorbans degisimine bagli olarak serbest formda yapilan galigmalarda
10 mg/L konsantrasyonundaki 6rneklerde % 99,53 oraninda Remazol Navy RGB
boyarmaddesinde, % 97,13 oraninda Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesinde
ve % 93,11 oraninda Reactive Yellow 160 boyarmaddesinde absorbansdaki azalma ile
tespit edilmistir. Boyarmadde karisimini iceren drnege ait sonuglar incelendiginde her
bir boyarmaddenin dalga boyunda alinan absorbans dl¢timlerinde % 100 (621 nm), %
95,02 (519 nm), %71,78 (421 nm) oraninda giderim gergeklesmistir. Konsatrasyon
arttikca beyaz cliriik¢iil fungus hiicrelerinin metabolik aktivitesi inhibe edildiginden
toksisite artmaktadir ve beyaz ¢lirlik¢iil fungusun gelisme hizi orani buna bagli olarak
azalmasina neden olmaktadir. Bu sebepten kaynakli olarak yiliksek konsantrasyonda

giderim veriminin daha diisiik oldugu goriilmektedir. Serbest formdaki hiicrelerle
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yapilan ¢alismalarin hepsinde boyarmaddelerin giderimi M.esculenta tarafindan

basarili bir sekilde gerceklesmistir.

Candida tropicalis ile reaktif boyarmadde sinifinda yer alan 3 farkli boyarmaddenin,
optimum kosullarda boyarmadde ve pH derisimlerine baglantili olarak
biyoakiimiilasyon c¢alismast yapilmistir. Calismada yiiksek konsantrasyonlardaki
boyarmaddenin maya gelisimini inhibe ettigi ve daha diisiik biyoakiimiilasyona sebeb
oldugu belirtilmistir (Dénmez 2002). Lignin yikim yetenegine sahip olan 18 fungus
tirii ile Reactive Blue 15, Reactive Violet 5, Reactive Black 5, Reactive Orange 96 ve
Reactive Blue 38 boyarmaddelerinin giderimi ¢alisilmigtir. Bu boyarmadellerin
timiinii sadece ii¢ tane fungus tirii tarafindan giderildigi Heinflig ve dig. (1997)
tarafindan rapor edilmistir (Heinflig ve dig. 1997).

Atik sulardan boyarmadde giderimi beyaz ¢iirlik¢lil funguslar tarafindan
tiretilen enzimlerin spesifik aktivitelerine bagli olarak gerceklesmektedir. Boyarmadde
renk giderimi spesifik aktivitenin artmasina bagli olarak giderimden sorumlu lakkaz
ve peroksidaz enzimlerinin oldugu fikrini dogurmustur. Deveci ve dig. (2004)
yaptiklar1 bir ¢alismada RBBR boyarmaddesinin giderimden lakkaz enziminin
sorumlu oldugunu rapor etmislerdir (Deveci ve dig. 2004). Novotny ve ark tarafindan
yapilan benzer bir calismada RBBR boyarmaddesinin MnP enzimi tarafindan
gideriminin gerceklesemeyecegini, giderimden sorumlu enzim lakkaz veya bagka bir
oksigenaz enzimi oldugunu belirtmislerdir (Novotny ve dig. 2004). Chander ve Arora
(2007) tarafindan yapilan bagka bir caligmada beyaz c¢iirtik¢iil fungus enzimlerinin
trifenilmetan ve antrakinon cinsi boyarmaddelerin giderimini basarili bir sekilde
gerceklestirildigini rapor etmislerdir. Bunun yaninda lakkaz enziminin RBRR ve
Malachite Green renksizlestirilmesinde aktif rolii oldugunu belirtmislerdir (Chander
ve Arora 2007). Abadulla ve dig. (2000) beyaz ¢iiriik¢iil fungusdan elde edilen lakkaz
enzimi ile Acid Blue 74, Reactive Blue 221, Acid Blue 225, Reactive Black 5, Reactive
Blue 19, Basic Red 9 ve Direct Blue 71 boyarmaddelerinin giderimini rapor etmislerdir
(Abadulla ve dig. 2000). Aspergillus ficuum beyaz ¢iiriik¢iil fungusu pellet olusturarak
daha etkili sekilde renk giderimi gerceklestirdigi belirtilmistir. Arastirmacilar bu
sekildeki misel olusturarak 24 saat sonunda 50 mg/L konsantrasyonunda Direc Black
22 boyarmaddesinin % 95,05 oraninda giderildigini rapor etmislerdir. Boylelikle
biyolojik par¢alanmanin ve biyoadsorbsiyonun etkili oldugu sonucuna varilmistir
(Dong ve dig. 2001).
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Schliephake ve Lonergan (1996), paketlenmis biyoreaktorde naylon ag
kiiplerinde yetistirilen beyaz ciirlik¢iil fungus Pycnoporus cinnabarinus tarafindan
sentetik boyarmadde Remazol Brilliant Blue R (RBBR)'nin giderimini incelemislerdir.
Fungularin trettigi lakkazlarin etkisi nedeniyle boyarmaddenin hizli bir sekilde
renksizlestigini bulmuslardir Schliephake ve Lonergan 1996). Leidig ve dig. (1999)
T.versicolor hiicrelerini, polivinillalkol (PVAL)-hidrojel boncuklar1 igerisine
immobilize etmislerdir. Immobilize hiicrelerle, polimerik boya Poly R-478,
karistirtlmis bir tank reaktoriinde (¢alisma hacmi 1 L) immobilize T. versicolor ile %
89'luk bir giderim elde etmislerdir (Leidig ve dig. 1999). Ayrica, Zhang ve dig. (1999),
azo boyarmadde sinifinda yer alan Orange II'nin, serbest ve Ca-aljinata immobilize
formlariyla bir calisma rapor etmislerdir. Biyoreaktor sisteminde immobilize
fungusun, serbest fungusa oranla daha iyi performans gosterdigini ve iki aydan fazla
stire i¢in yiiksek verimle tekrar kullanilabilecegini bulmuslardir (24 saatte % 97)
(Zhang ve dig. 1999).

Bu c¢aligmada giderimden sorumlu beyaz ciiriik¢iil fungus kaynakli lakkaz ve MnP
enzimlerinin aktiviteleri 6 giin boyunca takip edilmistir. Tim boyarmadde
konsantrasyonlarinda 3 giin sonunda maksimum degere ulasan lakkaz ve MnP
aktiviteleri liglincii glin sonunda azalma gostermistir. Lakkaz aktivitesi altinci giin
sonunda yok denecek kadar az bir seviyeye diismiistiir. Hiicre dist MnP aktivitesi 3.
giinlinde artti ve daha sonra azaldi. Aktiviteler goz oniinde bulunduruldugunda ilk

giinden itibaren yiiksek oranda lakkaz ve MnP oldugunu gostermektedir.

Boyarmadde atik oranmin yiiksekligi g6z Oniinde bulundurularak
organizmanin daha uzun siireli, hiicrenin korunmasi ve daha etkili olabilmesi
amaglanarak M.esculenta farkli destek materyallerine (Seliiloz, Kaolin, Jelatin,
Polistiren) immobilize edilmistir. Immobilize hiicrelerle yapilan ¢alismalarda tiim
boyarmaddeler ve karisim halinde boyarmadde igeren ortam i¢in en yiiksek giderim
oran: polistiren destek materyali ile yapilan ¢alismalarda elde edilmistir. Immobilize
polistiren ile yapilan ¢alismalarda 3 giin sonunda Cibacron Brilliant Red 3B-A
boyarmaddesinde % 99,19, Remazol Navy RGB boyarmaddesinde % 99,01 ve
Reactive Yellow 160 boyarmaddesinde ise % 95,68 oraninda giderim elde edilmistir.
Immobilize seliiloz ile yapilan ¢alismalarda 3 giin sonunda Cibacron Brilliant Red 3B-
A boyarmaddesinde % 97,90, Remazol Navy RGB boyarmaddesinde % 82,81 ve
Reactive Yellow 160 boyarmaddesinde ise % 85,31 oraninda, immobilize kaolin ile
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yapilan ¢alismalarda sirasiyla % 98,42, %81,91 ve % 44,08 oraninda giderim elde
edilmistir. M.esculenta’nin jelatin igerisine immobilize edilmesi ile yapilan
calismalarda ise Cibacron Brilliant Red 3B-A boyarmaddesinde % 86,23, Remazol
Navy RGB boyarmaddesinde % 89,21 ve Reactive Yellow 160 boyarmaddesinde ise
% 40,88 oraninda giderim gbzlemlenmistir. Immobilize hiicrelerle yapilan
boyarmadde karigiminin giderimi ¢aligmalarinda 3 giiniin sonunda; % 82,31 (421 nm),
% 95,65 (519 nm) ve % 97,78 (625 nm) oraninda polistiren destek materyaline
immobilize M.esculenta tarafindan gerkgeklesmistir. En yiiksek giderim orani
polistiren destek materyalinde gozlemlenmistir. % 44,08 (421 nm), % 84,05 (519 nm)
ve % 91,95 (625 nm) oraninda Seliilloz destek materyaline immobilize M.esculenta
tarafindan gerkgelesmistir. % 44,08 (421 nm), % 94,91 (519 nm) ve % 78,33 (625
nm) oraninda kaolin destek materyaline immobilize M.esculenta tarafindan ve %
34,26 (421 nm), % 52,61 (519 nm) ve % 80,39 (625 nm) oraninda jelatin destek
materyaline  immobilize  M.esculenta tarafindan  giderimin  gergeklestigi

gbzlemlenmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen sonuglar, funguslarin  polistiren
immobilizasyonunun, serbest fungus kiiltiirlerine kiyasla boyarmaddelerin renk
giderimini arttirdigint  géstermistir. Sonuglar ayrica lakkaz ve MnP’nin,
boyarmaddelerin pargalanmasinda rol oynayan ana ligninolitik enzim oldugunu
gostermistir. Bu c¢alisma, yiiksek boyarmadde konsantrasyonunun (75 mg/L)
giderimine, karisim halinde boyarmadde iceren ortamlarin temizlenmesine ve
immobilize edilmis hiicrelerin yeniden kullanilabilecegine isaret etmektedir. Bu,
boyarmadde igeren atik suyun aritilmasinda biiyiik bir ilerleme olabilir ve yontem,
strekli sistemlerde, Ozellikle tekstil endiistrisinden gelen atik suyu aritmak igin

potansiyel bir uygulamaya sahip olabilir.

Fungal immobilizasyon i¢in ¢esitli tasiyict materyaller denenmesine ragmen,
bunlarin performanslari, uzun vadeli stabiliteleri ve maliyetleri agisindan ¢ok az sayida
caligma vardir. Ayrica, daha fazla odaklanma gerektiren énemli bir arastirma alam
biyoreaktor tasarimi ve uzun siireli ¢alismasidir. Diger atik sular gibi boyarmadde
iceren akiskanlar, yiiksek akis oranlarmma sahip biiylik miktarlarda atik olarak
iiretilmektedir. Ornegin, tekstil endiistrisi yaklasik 1 kg tekstil materyalini islemek i¢in
yaklasik 100 L su tiiketmektedir. Bu nedenle, bu yiiksek hacimde boyarmaddeli atik
suyu islemek i¢in biiyiikk bir hacme sahip bir sistem gereklidir. Gelecekteki

103



aragtirmalar, sadece hareketsiz hiicreler ile miimkiin olan mikrobiyolojik siireclerin
gelistirilmesinde degil, ayn1 zamanda bazi miihendislik problemlerini ¢6zmek i¢in
biyoreaktor tasariminda kapsamli arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Gelecekteki
arastirmalarin, siire¢ yogunlasmasi konusundaki bilgimizi zenginlestirmek igin

immobilize edilmis durumda mikrobiyal fizyolojiye odaklanmasi da ¢ok dnemlidir.

Son zamanlarda, mikrobiyal bozulma ve biyosorpsiyon nedeniyle
boyarmaddenin giderilmesinde maliyet-etkin yontemler 6nemlidir. Endiistriyel atik su
biyolojik aritma, atiklarin karmasik kombinasyonu nedeniyle se¢im yapmak i¢in en iyi
secenek olarak zor bir gorevdir. Cogunlukla iki veya daha fazla sistemin bir
kombinasyonu gereklidir. Dogru sistemin seg¢imi, atiklarin bilesimine, boyanin
ozelliklerine, bozunma {iriinlerinin toksisitesine ve aritilmis suyun gelecekteki
kullanimina baglidir. Calismamizda ilk defa bir fungus hiicresi PIM’e immobilize
edildi ve hazirlanan bu eko-green biyomembran ile bir membran biyoreaktdr sistemi
tasarlamistir. M. esculenta tarafindan iretilen hiicre disi bir enzim olan lakkaz

enziminde segilen boyarmaddelerin uzaklastirilmasindaki degisiklik izlenmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda hedef alinan boyarmaddelerin gideriminden
ligninolitik enzim smifinda yer alan Lakkaz enziminin sorumlu oldugu tespit

edilmistir.
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