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SUCUL ORTAMLARDA SIMAZININ BIYODONUSUMUNDE COPRINUS
PLICATILiIS HUCRELERININ KULLANIMI
YUKSEK LISANS TEZI
AYTEN TOKMAK
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. ASLIHAN ARSLAN KARTAL)
DENIZLi, OCAK - 2020

Bu ¢aligsmada kaolin kili ve akrilamit kullanilarak, 6 farkli poliakrilamit/kaolin
(PAAmM/kaolin) kompozit malzeme sentezlenmistir. Hazirlanan kompozitler {izerine
beyaz ciirlik¢iil mantar olan Coprinus plicatilis hiicreleri immobilize edilmistir. Bu tez
calismasinda sulu ortamlarda bulunan simazinin biyodoniisimii arastirilmistir.
Biyodoniisiim deneyleri 6nce organizmanin serbest formuyla daha sonra immobilize
formuyla calisilarak gergeklestirilmistir. Biyodoniisiim takibi 10 giin siireyle 1-9 mg
L? arahginda bes farkli simazin derisimi ic¢in yapilmistir. Biyodéniisiimii
degerlendirmek igin sulu ortamda lakkaz, mangan peroksidaz (MnP) enzim
aktiviteleri ve yiizde biyodoniisim degerleri hesaplanmigtir. Serbest hiicrelerle
simazinin 9 mg L* derisiminin biyoddniisiimde lakkaz enzim aktivitesi 3. giinde 90000
U/L, MnP enzim aktivitesi 6. giinde 1.4 U/L maksimum degerlerine ulasmistir.
Kompozitlere immobilize edilen hiicrelerin lakkaz ve MnP enzim aktiviteleri
incelendiginde, lakkaz 9 mg L* derisimde 8. giin 160000 U/L, MnP 2.5 U/L ile 4.
kompozitte en yiiksek enzim aktivite degerine ulagmigtir. Genel olarak immobilize
hiicreler i¢in enzim aktivitelerindeki artiglar, serbest hiicreye gore fazla olmustur.
Yiizde biyodéniisiim degerleri 1 mg Lt simazin, 0. ve 9. giin igin; serbest ve kompozit
malzeme 1, 2, 3,4, 5 ve 6’ya immobilize hiicreleri i¢in sirasiyla; 0.74, 5.47, 1.53, 1.47,
0.52, 0.57 ve 0.52 olarak bulunmustur. Sentezlenen PAAm/kaolin immobilize
Coprinus plicatilis hiicrelerinin sulu ortamda simazinin biyodoniisiimiinde etkin rol

aldig1 ortaya konulmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Coprinus plicatilis, Immobilizasyon, Simazin,
PAAm/kaolin, Biyoloiik Ivilestirme.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE USE OF COPRINUS PLICATILIS CELLS IN
SIMAZINE BIOTRANSFORMATIO IN AQUATIC ENVIRONMENTS
MSC THESIS
AYTEN TOKMAK

PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASSOC. DOC. DR. ASLIHAN ARSLAN KARTAL)

DENIiZLi, DECEMBER 2019

In this study, 6 different polyacrylamide / kaolin (PAAm / kaolin) composite
materials were synthesized using kaolin clay and acrylamide. Coprinus plicatilis cells,
which are white rot fungi, were immobilized on the composites. In this thesis,
biotransformation of simazine in aqueous media was investigated. Biotransformation
experiments were carried out first by working with the free form of the organism and
then by immobilized form. Biotransformation monitoring was performed for five
different concentrations of simazin in the range of 1-9 mg L for 10 days. To evaluate
the biotransformation, laccase, mangan peroxidase enzyme activities and percent
bioconversion values were calculated in the aqueous medium. Laccase and MnP
enzyme activities in biotransformation of 9 mg L™ concentration of simazine with free
cells reached a maximum value of 90000 U / L on the 3th day, and 1.4 U / L on the
6th day. When the laccase and MnP enzyme activities of the cells immobilized to the
composites were examined, the laccase and MnP reached the highest enzyme activity
value at the 8th day at 160000 and 2.5 U / L at the 4th day with a concentration of 9
mg L. Overall, increases in enzyme activities for immobilized cells were higher than
in free cells. The biotransformation percentage values for 1 mg L simazin, Oth and
9th days; for free and composite material 1, 2, 3, 4, 5 and 6 immobilized cells,
respectively; 1t was found to be 0.74, 5.47, 1.53, 1.47, 0.52, 0.57 and 0.52. It has been
demonstrated that the synthesized PAAm / kaolin immobilized Coprinus plicatilis

cells play an active role in the biotransformation of simazine in the aqueous medium.

KEYWORDS: Coprinus plicatilis, Immobilization, Simazine, PAAm/kaolin,
Biotransformation
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1. GIRIS

Topraklarin, akarsularin ve havanin toksik kimyasallarla kirlenmesi diinyanin
karsilagtigit en Onemli g¢evresel sorunlardan biridir. Yogun sanayilesme, cesitli
alanlarda kullanilan kimyasallar, tarimda kullanilan tarim ilaglart gevresel kirlilige
neden olmaktadir. Topraga ve sulara karisan toksik kimyasallar tarimsal tiretimlerde
yetistirilen mahsiillerde birikmesine neden olmak ve ayni zamanda dogal ortama zarar
vererek olumsuz olarak etkilemektedir. Bu kimyasallarin sadece %10'u giivenli bir
sekilde bertaraf edilebilmektedir. Kirlilige neden olan kaynaklar ve kimyasallar;
endiistriyel atik sulardan olusan fenoller, plastikler, hidrokarbonlar, boyalar,
farmasotikler, endokrin bozucular ve pestisitlerdir (Ellouze ve Sayadi 2016). Diinyada
2500'den fazla pestisit tiirii kullanilmakta olup bunlarin 150'den fazla ¢esidini
herbisitler olusturmaktadir. Gelismis iilkelerde kullanilan pestisitlerin  %45'i
herbisitler, %35’i bocek oldiiriiciiler ve %151 mantar ilaglaridir (Singh 2006).
Pestisitin olusturdugu kirlilik kaynaklari; pestisit iiretim tesisleri, sebze yikama
tesisleri, tarimda asir1 kullanilan pestisitler, ilaglama ekipmanlarindan ve ekipmanlarin
yikanmast sirasinda olusan kirliliklerdir (Hai ve dig. 2012). Pestisitler, toksik
kanserojen, mutajenik ve teratojenik potansiyellerin yani sira, ¢evresel kalicilik (Cupul
ve dig. 2014) ve hareketlilik (toprak, su ve hava) yoluyla dagilmakta biiyiik bir kism1
higbir zaman hedef organizmalara ulasmamaktadir (Morillo ve Villaverde 2017).
Bunlarin kiiciik bir kisminin hedef zararlilara ulastig1, geri kalaninin ¢evreye yayildig
tahmin edilmektedir (Morgante ve dig. 2012). Dogal ortama yayilan pestisitler, balik
ve su organizmalari, kuslar, insanlar ve memeliler igin toksiktirler. Besin zincirindeki
beslenme basamaklar1 trofik diizeyler olarak adlandirilir. Topraga karigan herbisitler,
birinci trofik diizey basamagi bitkiler (ana iireticiler) tarafindan alinarak ikinci trofik
diizey herbivorlar (birincil tiiketiciler), sonra {igiinciil trofik diizey etoburlar (ikincil
tiiketiciler) aldig1 besinlerle biinyelerine gegerek canlilarda biyobirikime neden olur.
Herbisitlerin trofik zincir basamaklarina transferi, herbisitlerin tipine, pH, sicaklik,
topraktaki nem, organik icerige, hayvanlarin tiirline ve biiylime asamalarina baghdir.
Bu nedenle pestisitlerin biyobirikimin trofik piramidin tepesindeki organizmalar i¢in
tehlikeli oldugu disiiniilmektedir. Bu trofik zincirdeki biyolojik birikim, kanser

riskinin artmasina ve endokrin sistemi bozukluklarina neden olmaktadir (Baranowska
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ve dig. 2008). Cevre ve canlilara etkileri géz oniine alindiginda, kirletici bilesikleri
sulardan gidermek 6nem arzetmektedir. Sulardaki bu kirliligi gidermek igin bir¢ok
yontem uygulanmistir. Bunlar; fotokatalitik bozunma, flokiilasyon, pihtilasma,
ozonlama ve fenton oksidasyonu gibi fiziksel veya kimyasal yontemleri kullanarak
yapilan giderimlerde atik sulardaki organik kirleticilerin par¢alanmasi zaman alici,
maliyetli ve ayn1 zamanda biiyiik Olgliide etkisizdir. Flokiilasyon, pihtilasma ve
ozonlama ile giderimde, atik sulardaki aromatik bilesiklerin tamamen
giderememektedir. Bu yontemlerden fenton oksidasyonu yonteminde, organik Kirletici
maddelerin transformasyonunda etkili ancak maliyetli ve atik su aritiminda katalizor
eklenmesi gerektiginden ikincil kirlilie neden olmaktadir (Zeng ve dig. 2017). Bu
sebeplerden dolay1 kirleticilerde tam mineralizasyon gergeklestirmesi, ¢evre dostu ve
diisiik maliyetli olmalarindan dolay1 biyolojik giderim alaninda arastirmalara yogun
ilgi artmistir. Biyolojik giderimlerde genellikle mikroorganizmalar; mantar, alg ve
bakteriler kullanilmakta, bunlar arasinda 6zellikle beyaz ¢iirik mantarlarin spesifik
olmayan hiicre dis1 oksidatif (lakkazlar, lignin peroksidazlar, mangan peroksidazlar)
(Arikan ve dig. 2019) enzimlerinden dolayi etkili oldugu kabul edilmektededir (Mir-
Tutusaus ve dig. 2018). Bu enzimler endokrin bozucu kimyasallar (EDC'ler),
farmasotik olarak aktif kimyasal maddeler (PhAC'ler), pestisitler (Ji ve dig. 2017),
polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar), klorlu fenoller, poliklorlu bifeniller
(PCB'ler), dioksinler, organofosfor bilesikleri, nitrotoluenler, kloroanilin, boyar
maddeler ve diger kirletici bilesikler dahil olmak iizere ¢esitli ksenobiyotik bilesikleri
dontstiirebilmektedir (Torres-Duarte ve dig. 2009).

Bununla birlikte, biyolojik giderimde beyaz g¢iiriikgiil mantarlarin serbest
formlar1 kullanildiginda endiistri atiksu aritiminda diisiik pH degerlerinin gerekliligi,
hiicrelerin uzun siirede biiyiime fazi, giderimin olabilmesi i¢in uzun hidrolik tutma
stiresi ve biiylik reaktdr boyutu gibi bazi sinirlamalara sahiptir. Kirletici bilesiklerin
biyogideriminde bu sinirlamalarin iistesinden gelmek i¢in, kolay uygulama, yeniden
kullanilabilirlik ve ekonomik avantajlar1 nedeniyle mantarin immobilizasyonu son
yillarda kullanilmaktadir (Arikan ve dig. 2019). Fungal biyokiitlenin pellet formlarinin
farkli desteklere immobilizasyonu, fungal hiicreleri toksik maddelerin yiiksek
konsantrasyonlardaki etkilerden koruyarak daha fazla enzimin salgilanmasini ve
yiiksek verim elde edilmesini saglar. immobilizasyonla mikroorganizmaya genis bir

yiizey alani saglayarak fungal biyokiitlede artisla birlikte kiitle transfer sinirlamalarini



azaltir ve kirleticiye kolay erisimi saglar. Ayrica immobilizasyonla sistemin tekrar
tekrar kullanilmasina ve sivi-kati ortamlarin ayrilmasimi kolaylastirmasiyla tikanma
durumlarin1 ortadan kaldirmaktadir (Przystas ve dig. 2018). Boylelikle galismalarin
kesintisiz devam etmesini ve isletme maliyetlerini diisiirerek endiistriyel

uygulamalarda kolaylik saglanmaktadir (Naghdi ve dig. 2018).

Bu ¢alismada, bir herbisit olan simazinin beyaz ¢lirtikg¢iil fungus olan Coprinus
plicatilis kullanilarak, biyolojik déniisiimii arastirilmistir. Once organizmanin serbest
formuyla, sonra 6 farkli oranlarda hazirlanmig PAAm/kaolin kompozitlere immobilize
formu ile biyodonisimii  ve secilen ligninolitik enzimlerin  degisimi
degerlendirilmistir. Kompozit malzemelerine immobilizasyon isleminin olup
olmadigini tespit etmek i¢in taramali elektron mikrokobu (SEM) goriintiisii alinmastir.
Serbest ve immobilize hiicrelerde simazin doniisimiini takip etmek icin spektrum

taramasi, FT-IR analizleri ve lakkaz, MnP enzim aktivitelerinin rolleri arastirilmistir.



2. FUNGUSLAR

2.1 Beyaz ciiriik¢iil mantarlar

Basidiomycetes grubu olan beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar, hiicre dis1 enzimlerle
lignin bozunmasindan sonra beyaz renkli seliilozik ve hemiseliilozik odun kalintilar
olusturmasindan dolay1 beyaz ciiriik¢iil mantarlar olarak adlandirilirlar. Yapilan bir¢cok
caligmalar, beyaz ¢iiriik¢iil mantarlarin metabolik enerjisinin bir kismini, ¢esitli hiicre
dis1 lignoseliilolitik enzimler iireterek lignini ve bitki bilesenlerini pargalayarak elde
ettigini gostermistir (Voberkov ve dig. 2018). Beyaz ¢iirlik¢lil mantarlar tarafindan
tiretilen ligninolitik enzimler; lakkaz, mangan peroksidazlar ve lignin peroksidazlardir.
Mantarlardan salgilanan ligninolitik enzimler mantar tiirleri arasinda bir mantar
tiriinden digerine degisgenlik gosterebilmektedir. Mantarlarin bazi tiirlerinde
enzimlerin salgilanma profili bile degisgenlik gostermektedir. Ayrica, besin bilesimi
ornegin; karbon, azot ve biiyiime ortaminin kosullari, sicaklik ve pH miktarlari
enzimlerin salgilanmasini etkileyebilmektedir. Beyaz ciiriik¢lil mantarlarda iiretilen
ligninolitik enzimler, bakteriyel bozulmaya direngli olan ¢ok ¢esitli organik bilesikleri
etkili bir sekilde giderebilmektedir (Naghdi ve dig. 2018). Bunlar endokrin bozucu
Kimyasallar (EDCs), farmasotik olarak aktif kimyasallar (PhACs), pestisitler (Ji ve
dig. 2017), poliaromatik hidrokarbonlar (PAH), poliklorlu bifeniller (PCB), boyalar,
2,4,6-trinitrotoluen (TNT), karbon tetrakloriir (CCls)ve pentaklorofenol (PCP) gibi
diger toksik kimyasallardir (Gao ve dig. 2010; Ellouze ve Sayadi, 2016).

Beyaz ciiriik¢lil mantarlarda giderimde etkili olan enzimlerin bu 6zellikleri;
iretilen enzimlerinin spesifik olmamasi, ¢ok ¢esitli mikro kirleticilerin ayrismasini
saglamasi, suda diisiik coziiniirliige sahip bilesikleri parcalamak icin enzimlerin
iiretimi ve salgilanmasini gerceklestirmesi, 3-9’luk genis bir pH araliginda bilesikleri
bozabilmesi (Naghdi ve dig. 2018). Mantarlar Kirlilik olusturan ortamlarda giderimi
gerceklestirirken besin olarak ucuz ve Kkolay eklenebilen tarimsal iriinleri
kullanmalaridir. Ayrica toprakta filamentleriyle hiphal biiyliyerek yayilmasi
kirleticilere bakterilerin ulasamayacagi sekilde wulasabilmesini saglamaktadir

(Gianfreda ve Rao 2004).



Tablo 2.1’ de ciiriik¢lil mantar tarafindan ligninolitik enzimlerin iiretimiyle

bir¢ok farkli toksik maddeleri bozdugu gosterilmektedir.

Tablo 2.1 Organik Kirleticiler ve beyaz c¢iiriik¢iil mantarlar tarafindan pargalanan
bilesikler

Organik Kirleticiler Parcalanan Organik Bilesikler
Cephane artiklari 2,4,6-Trinitrotoluen, nitro-gliserin ve PCB'ler (1-6 Cl )
Pestisitler Polisiklik aromatik hidrokarbonlar, klorlanmis sentetik polimerler,

organofosfat insektisitler ve poliklorlu bifeniller

Sentetik boyar | Antrakinon ve azo, trifenilmetan, heterosiklik ve polimerik boyar

maddeler maddeler

Sentetik polimerler Polistiren siilfonat ve naylon-6

Ahsap koruyucular Kreozot, pentaklorofenol, tetrabromobisfenol A, 4-nitrofenol, fenol
ve bisfenol A

Diger bilesikler Benzen, toluen, etilbenzen ve ksilenler

Beyaz ciirlik¢iil mantarlar tarafindan iiretilen seliilazlar, seliillozun glikoz alt
birimlerine boliinmesini saglamaktadir. Lignoseliilolitik enzimler, Tablo 2.2'de
gosterilen {i¢ gruba ayrilmakta, ilk grup lignine dogrudan etkileyerek bitki hiicre
duvarlarinda lignin, seliiloz ve hemiseliilozu ayrigtirir. Bu lignosellulolitik enzimler,
seliilaz, hemiseliilaz ve ligninazdir. Ikinci grup, lignini tek basina pargalayamaz ve ilk
gruptaki enzimlerle birlikte ¢alisir. Bu enzimler; siiperoksit dismutaz ve glikoksal
oksidaz igerir. Ugiincii enzim grubu ise biyolojik bozulma sirasinda metabolik

zincirleri birlestirmede rol alir (Voberkov ve dig. 2018).

2.1.1 Coprinus plicatilis Mantari

Beyaz ciiriikgiil mantar olan Coprinus plicatilis (Resim 2.1), Coprinaceae
familyasina ait bir mantar tirtdiir. Avrupa genelinde ve diger kitalarda oldukga
yaygindir. Coprinus plicatilis, ilkbahar ve sonbahar aylar1 arasindaki dénemde
cayirlarda kiigiik gruplar halinde bulunur. 2-4 cm c¢apinda bir silindirik-ovoidal
digbiikey ve merkeze dogru diizlesmis bir sapkaya sahiptir. Lameller ince, yumusak,

pembe renklidir daha sonra pembeden gri tonlarmma ve en son olarak siyah renge
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doniistirler. Kok kismi soluk beyaz, ipeksi parlaktir, ince ve soganl bir taban1 vardir.
Mikroskopla bakildiginda, siyah renkli, 11-12x8-9 pum biiyiikliigiinde eliptik veya
badem sporlar1 vardir. Coprinus plicatilis’in ve ayrica Coprinus comatus'un sapkasi
Cinde dayanikli bir tiir miirekkep hazirlamak i¢in kullanilmistir. Bu nedenle, bu

mantarlara miirekkep baslig1 yani miirekkep sapkasi adi da verilmektedir.

Resim 2.1 Coprinus plicatilis fotografi

Tablo 2.2 Lignin biyobozunmasinda beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar tarafindan iiretilen
lignoseliilolitik enzimlerin gruplar1 ve etkileri (Voberkov ve dig. 2018).

Lignoseliilitik Lignoseliilolitik enzimlerin érnekleri Lignine etkisi
enzim gruplan
Seliilazlar, Endo-1,4-B-glukanlar, Ekzo-1,4-B-glukanlar
hemiseliilazlar (sellobiohidrolazlar ve glukohidrolazlar),
ligninazlar
B-glukozidazlar,  Endo-1,4-B-ksilanazlar,(-
Bglukozidazlar,a-glukuronidazlar,a-L Dogrudan etkilesir
arabinofuranosidazlar, asetil esterazlar, endo-
1,4-B-mannanazlar, p-mannosidazlar, a-
galaktosidazlar, a-galaktosidazlar, ~MnP,
ligninperoksidazlar, lakkazlar,
Superoksit Kinon, oksidorediiktazlar, Seliilazlarla
dismutaz, isbirligi yapar
glioksaloksidaz, sellobiyoz dehidrojenazlar
biyobozunma
glukozl-oksidaz, sonrasinda
Arilalkoloksidazlar, metabolik
Piranoz 2-oksidaz, zincirleri
sellobiaz birlestirir




2.2 Ligninolitik Enzimler

2.2.1 Peroksidaz Sistemi

Lignin bozunma sistemi (peroksidazlar, H2O; iireten enzimler, veratril alkol,
oksalat ve manganezden) olusur. Bu enzimlerin tiim{i, hidrojen peroksitin
oksidasyonuyla olusan serbest radikallerle c¢esitli substratlar1 oksidasyonunu
gerceklestirerek oksijenin suya indirgenmesini saglayan glikosile edilmis heme
proteinleridir. Lignin Peroksidaz (LiP) ve Mangan Peroksidaz (MnP) enzimlerinin
redoks potansiyelleri diger peroksidazlardan daha yiiksektir. Bu enzimlerdeki yiiksek
redoks potansiyellerinden dolay1 diger mikroorganizmalar tarafindan oksitlenmeleri
zor olan kimyasal maddeleri daha kolay oksitleyebilmektedirler (Ellouze ve Sayadi,
2016).

2.2.1.1 Lignin Peroksidaz (E.C.1.11.1.14)

LiP ilk olarak 1983 yilinda Phanerochaete chrysosporium'da tarif edilmistir
(Manavalan ve dig. 2015; Ellouze ve Sayadi 2016). LiP molekiiler kiitlesi 30-50 kDa,
optimum sicaklik 35-55°C, pH 2-5 araliginda degiskenlik gosterebilmektedir
(Manavalan ve dig. 2015). LiP’lar H2O> varliginda oksidasyon gergeklestirerek lignin
depolimerizasyonunu katalize eder (Naghdi ve dig. 2018). Ligninin oksidasyonuyla
bag yarilmalari, aromatik halka agiklig1 ve birgok reaksiyonu katalize eder (Datta ve
dig. 2017; Naghdi ve dig. 2018). LiP Katalitik dongiisii ii¢ asamada olugsmaktadir.
(Sekil 2.1)’de LiP H20> varliginda 2 elektron ile ferrik enzimi oksitleyerek ara bilesik
olusturur bu ara bilesik bir aromatik substrati oksitlemesiyle ikinci arabilesik olusur
olusan bu ara {riiniin tekrar bir aromatik substrati oksitleyerek enzim temel haline
tekrar doner (Datta ve dig. 2017). LiP bu oksidasyonunda beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar
tarafindan iretilen veratril alkol (VEA) substratlarin oksidasyonunu kolaylastirmak
igin bir araci olarak gorev yapar. Veratril alkolii (VEA) diisiik mobilitesi ve enzim

aktif bolgelerinin kolayca erisebilmesiyle hedef bilesiklerin oksidasyonunda, diisiik



molekiiler agirlikli redoks mediatorii olarak katilimi 6nemli bir rol oynar (Naghdi ve

dig. 2018).

H:0: H0

-

Lignin Peroksidaz LiP-l

(LIP) Bilegik-1
VA
VA**
VA**
o
vas - i;};
H,0 Bile;ik:ll VA Veratril alkol
+ VA* Veratril serbest radikal
2 VAD H,O0; VAD Veratrilaldehit

VA*+ Veratril katyon radikal

LiP-Ill
Bilesik-11l

Sekil 2.1 LiP katalitik reaksiyon semasi

LiP’larin bu oksidasyon oOzellikleri endiistride ve g¢evresel kirliliklere neden olan
kimyasallarin giderimlerinde kullanilmaktadir. Endiistride kullanimlari; kagit ve
polimer endiistrisinde, biyolojik agartma biyoyakit liretimidir (Shaheen ve dig. 2017).
Cevresel Kirleticilerde kullanimlari; polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH'lar),
klorlu fenoller, poliklorlu bifeniller (PCB'ler), dioksinler, organofosfor bilesikleri,

nitrotoluenler, kloroanilin, boyar maddelerdir (Torres-Duarte ve dig. 2009).

2.2.1.2 Mangan Peroksidaz (EC 1.11.1.13)

Mangan peroksidazlar (MnP; EC 1.11.1.13), Basidiomycetes grubundan olan
beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar tarafindan iiretilir. Mangan peroksidaz, molekiil agirlig 40-
50 kDa olan ¢oklu formlarda bulunan glikosile bir hema proteinidir (Voberkov ve dig.
2018). Mangan peroksidaz, hem fenolik hem de fenolik olmayan lignini ve ayrica
hidrojen peroksit kullanarak Mn?* ila Mn®* iyonlarmi okside etmektedir (Bilal ve dig.
2016). MnP'lerin katalitik mekanizmasi, LiP’a benzer tek farki substrat gorevi goren
Mn (11)’nin olusudur. MnP Katalitik reaksiyonunda, Mn (11) Mn (l11)'e dontstiiriiliir.
bu doniistimde fenolik halkalarin ve substratin ayrigsmasina neden olan fenoksil
radikallerini oksitler. Bu reaksiyonun olusumunda Mn (II)'nin, iki dentatli organik asit
selatlayicilar ile selatlanmasi gerekir. Selatlanan Mn (III) kompleksi bir redoks

mediatorii olarak bir yiik transfer aracisi olarak gorev yapar (Manavalan ve dig 2015).
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Oksidasyon basamaklar1 Sekil 2.2°de gosterilmistir. MnP oksidasyon kabiliyetinden
dolay1 bir¢ok alanlarda; kagit endiistrisinde katalizor olarak, atik su aritiminda, tekstil
atiklari, toksik, kanserojen olan sentetik boyar madde artiklar1 da dahil olmak tizere

cesitli ¢evre kirleticilerin giderilmesinde kullanilmaktadir (Bilal ve dig. 2016).

Mangan Perosida:z

4 R+ H ['3] MnP

(4]

E \
-0
o}
(o)

MnP-lll  H* R MnP-I
el Bilegik-Il 2] ilesik-1
Bilesi-1ll H,O0 HC, Bilesik

@ ¢

RH R*+ H*

Sekil 2.2 MnP Katalitik reaksiyon semasi
2.2.2 Lakkazlar (EC 1.10.3.2)

Lakkazlar bilinen en eski enzimlerden biridir ve ilk olarak 1883'te Yoshida
tarafindan Japon lak agaci Rhus verniciferanin eksudalarinda kesfedilmis ve daha
sonra Fransiz tinlii biyokimyaci Gabriel Bertrand tarafindan ¢alisilmistir (Hautphenne
ve dig. 2016). Lakkaz (benzenediol: oksijen oksidorediiktaz, (EC 1.10.3.2) reaksiyon
merkezinde zengin baglayici dort histidin bulunan multicopper oksidazin a tipi (Ma ve
dig. 2018), bitkilerde, mantarlarda, boceklerde ve bakterilerde bulunmaktadir (Zheng
ve dig. 2017; Ma ve dig. 2018; Voberkov ve dig. 2018). Yapilan arastirmalarda
lakkazlarin en fazla mantarlarda iiretildigi ve bir¢ok mantar tiirlinde bulundugunu
yiiksek yapili bitkilerde ise az bulundugu tespit edilmistir (Mayer ve Staples 2002).
Lakkazlar ¢ogunlukla monomer veya homodimerler olarak bulunan hiicre dis1
glikoproteinlerdir (Hautphenne ve dig. 2016). Lakkazin molekiiler kiitlesi 58-90 kDa,
optimum sicakligr 40-65 °C ve pH" 2-10 araligindadir. Mantar lakkazlarinin redoks
potansiyelleri 450-480 mV ila 760-790 mV arasinda degismektedir. Bu nedenle diisiik
redoks potansiyeline sahip bitki lakkazlarindan daha etkilidir. Oksidorediiktaz
enzimleri arasinda lakkazlar, ortak bir substrat olarak sadece gaz halinde oksijeni
kullanarak oksidasyonu gerceklestirmesinden dolayr yiiksek verimliligiyle bir¢cok

alanda kullanilmaktadir (Asgher ve dig. 2017; Naghdi ve dig. 2018). Beyaz ¢iiriik¢iil



mantar Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz enziminin {i¢ boyutlu yapis1 Resim

2.2°de verilmistir.

Resim 2.2 Beyaz ¢iiriik¢iil mantar Trametes versicolor’ dan elde edilen lakkaz
enziminin ii¢ boyutlu yapisi

Sekil. 2.3’de gosterildigi gibi lakkaz enziminin, her monomerin katalitik
merkezinde ti¢ tip (T1,T2,T3) olan ve dort 4 bakir atomuna sahip enzimdir. Tip 1
atomu (T1), 610 nm dalga boyunda maksimum emilime sahiptir ve bu enzime tipik
mavi rengini verir. T2 dalga boyunda emilim goériinmez, T3’de dalga boyunda emilim
vardir ancak en fazla 330 nm'dedir. T2 ve iki T3’de bakir elementi iiggen seklinde
dizilmistir ( Kadri ve dig. 2017)). T2, T1 substratin oksidasyonunu katalize eder. Daha
sonra, substrattan ayrilan elektron T1'den T2 ve T3 bakir bolgelerine transfer edilir ve
burada oksijenin suya suya indirgenmesi gergeklesir T1'deki oksidasyon, radikal
olusturan bir elektron reaksiyonudur. T2 ve T3 bolgelerinde azalma, iki su molekiilii
tireten dort elektronlu bir reaksiyondur (Kadri ve dig. 2017; Naghdi ve dig. 2018).
Olusan ilk serbest radikal olduk¢a dengesizdir ikinci bir enzimle katalizinde bir kinona
doniisebilir ( Naghdi ve dig. 2018).

Lakkaz

Substrat

Okside
substrat

Sekil 2.3 Lakkaz oksidasyon mekanizmasi ( Naghdi ve dig. 2018)
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Lakkaz enzimi spesifik olmayan oksidasyon kapasitelerinin yiiksek
olmasindan dolay1 biyoteknolojide bir¢ok alanda kullanima sahiptir. Kullanim
alanlar1; kagit endiistrisindeki kagit hamurlarin agartilmasinda, tekstilde boyalarin
renk giderimi ve renklendirilmesinde, biyoyakit hiicreleri, biyosensorler,
bioremediasyon, cevre kirleticilerin detoksifikasyonu ve atik suyun Kirliliklerinin
giderilmesi gibi bir¢cok biyoteknolojik uygulamalarda biyolojik katalizor olarak
kullanilmaktadir (Zhuo ve dig. 2017; Ma ve dig. 2018). Ayrica meyve sularinda
zamanla olusan fenolikler ve bunlarin oksidasyon tiriinleri tat ve renkte istenmeyen
degigsmelere neden olmaktadir, bunlarin iyilestirilmesinde ve gida katki maddesi

olarak lakkaz kullanilmaktadir (Upadhyay ve dig. 2016).
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3. IMMOBILIZASYON

Immobilizasyon, mikrobiyal hiicrelerin veya enzimlerinin hareketliligini,
canliliklarini ve katalitik fonksiyonlarii ayni anda koruyacak sekilde farkli desteklere
hapsedilmesi veya tutularak sinirlandirilmasi olarak tanimlanmaktadir (Kourkoutas ve
dig 2004; Thantsha 2007; Dzionek ve dig. 2016).

Bir matris ig¢inde hareketsiz hale getirilen hiicreler, pH, sicaklik, organik
¢oziciiler ve toksik bilesikler gibi gevresel etkilere karsi hiicreleri korumakta
(Thantsha 2007) ve biyoremediasyon islemlerinin maliyetini 6nemli 6l¢tide diisiirerek
verimi  arttirmaktadir. Immobilize hiicre sistemlerinin  biyoremediasyonda
uygulanmas1 serbest mikroorganizmalarin kullanimina kiyasla birgok avantajlar
vardir. Bu avantajlar; uzun siireli aktivite, biyokatalizoriin reaktorde siirekli
uygulanabilirligi, yiiksek toksik bilesik derisimine karsi tolerans, geri kazanim
saglayarak tekrar kullanimi, mikrobiyal kontaminasyon riskini azaltmasi, destek
materyali yiiksek hiicre yogunlugunun koruyarak hiicrelerin kaymaya kars1 direngli
olmasin1 ve 6nemli 6lglide maliyetleri diislirerek verimin artmasini saglamasidir (
Dzionek ve dig. 2016; Rouf ve dig. 2017). Immobilizasyon igleminde kullanilacak
destek metaryellerin (Tablo 3.1) mikroorganizmalar gereksinimlerini gdz Oniinde
bulundurularak secilmesi biyolojik iyilestirme isleminin basarisini etkileyen kilit bir

adimdir ( Dzionek ve dig. 2016).

Tablo 3.1 Immobilizasyonda Kullanilan Tastyici Destek Materyalleri

Dogal polimerler Sentetik Polimerler Anorganik

Aljinat, Karragenan | Stiren esasli polimer Kil, Silikajel, Cam
Seliiloz, Kollejen Akrilamit esasli polimer Metaller, Metal oksitler
Jelatin, Albiimin Naylon Bentonit, Ponza tasi
Ipek, Nisasta Vinil ve allil polimerler Titanyumdioksit
Dekstrin Iyon degistirici regineler

Agar ve Agaroz Maleik anhidrit polimerleri
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Uygulanacak immobilizasyon yontemi uygunlugu, uygulama tipi,
hareketsizlestirici matrisin fiziksel ve biyokimyasal Ozelliklerine gdre aranan

ozellikler:

Besin maddelerine kolayca erigim saglamast,

Basit ve hiicre i¢in toksik olmayan immobilizasyon olmast,
Hiicreye yiiksek oranda yiizey - hacim saglamasi,

Yiiksek miktarda hiicre yiikleme kapasitesi,

Sterilize edilebilir ve tekrar kullanilabilir olmast,

Hiicrelerin ve tasiyicinin ortamdan kolayca ayrilmasini kolaylastirmast,

YV V. V V V V V

Mekanik stabilite ve ekonomik olarak uygun olmasi olarak siralanabilir

(Willaert 2006; Abdelmajeed ve dig. 2012).

Cok ¢esitli immobilizasyon teknikleri vardir bunlar hiicreye veya enzime gore
degismekte ve her gecen giin yeni immobilizasyon teknikleri gelistirilmektedir.

Burada c¢ok kullanilan tekniklere deginilecektir.
3.1 Immobilizasyon Yontemleri

Dort temel kullanilan immobilizasyon teknigi; 1) Adsorpsiyon 2)Yiizeye
baglanma 3) Gozenekli matrikste tutulma 4) Kapsiilleme vardir (Dzionek ve dig.

2016). Sekil 3.1°de Immobilizasyon teknikleri gosterilmektedir

P SEP SN i N VRN T T

Kovalent baglanma Adsorpsiyon

Hiicre immobilizasyonu

Kapstlleme

Sekil 3.1 immobilizasyon teknikleri
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3.1.1 Adsorpsiyon

Adsorpsiyonla immobilizasyon hiicrelerin ve enzimlerin suda ¢6ziinmeyen
tastyicilarin yiizeyine zayif baglarla fiziksel olarak tutulmasiyla gergeklesir (Dzionek
ve dig. 2016). Adsorbsiyonda Van der Waals kuvvetleri, iyonik ve hidrofobik
etkilesimler ve hidrojen baglar1 etkin olmaktadir. Bu immobilizasyon yontemi kolay
ve maliyeti diisiik olsa da, destegin yeniden yiiklenmesine imkan verse de birgok
dezavantajlar1 vardir. Asorbsiyonda destek ve biyokatalizor arasindaki zayif baglar
nedeniyle hiicrelerde sizmalar olusabilmekte ve olusan bu sizmalar1 kontrol etmek
mimkiin olmadigindan tekrarlanabilirlii diisiik olmaktadir. Cogu durumda hiicre
verimliligi etkilenmese de, pH, sicaklik, iyonik kuvvet gibi ortam kosullarindaki
degisikliklere karst ¢ok hassastir (Goérecka ve Jastrzebska 2011). Bu
immobilizasyonda kullanilan kati tasiyicilara 6rnek olarak seliilozik malzemeler
ahsap, talas, karboksimetil-seliiloz, nisasta, kolajen, modifiye edilmis sefaroz, iyon
degisim recineleri, hidromika, gézenekli porselen, gozenekli cam, kil, aliiminyum
oksit, aktif komiir, titanyum vb. verilebilir (Kourkoutas ve dig. 2004; Gorecka ve
Jastrzebska 2011).

3.1.2 Bir Yiizeye Baglanma

Bir yiizeye baglanma immobilizasyonunda kati tasiyiciya baglanma
elektrostatik kuvvetlerle, fiziksel adsorpsiyon veya tasiyiciyla hiicre zari arasinda
kovalent baglanma ile gerceklestirilir. Baglanmada hiicre filmin kalinligir hiicre
tabakasinda 1 mm veya daha fazla olabilmektedir. Ancak hiicrelerin tasiyiciya
baglanma giicli ve biyofilm derinligi kolayca belirlenemez. Bu tiir immobilizasyonda
DEAE-selilloz, ahsap, talas, delinmis talas gibi selillozik malzemeler ve
montmorilonit, hidromika, gozenekli porselen, gozenekli cam gibi inorganik

malzemeler kullanilir (Kourkoutas ve dig. 2004).

3.1.3 Gozenekli Matrikste Tutulma

Gozenekli matristeki tutulma, hiicrelerin immobilizasyonu i¢in en yaygin

kullanilan (Thantsha 2007) hizli, toksik olmayan, ucuz ve ¢ok yonlii bir yontemdir
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(Dzionek ve dig. 2016). Gozenekli matrikse immobilizasyon yonteminde 6nceden
olusturulan gézenekli matris igine hiicreler tutulmasiyla olusturulur (Willaert 2006).
Gozenekli matrikste tutulmada mikrobiyal hiicreler tagiyici matriks i¢inde hiicrelerin
cevreye sizmasini Onleyerek yasamsal faaliyetlerini siirdiirecek besin alinimi ve
metabolitlerin transferine imkan verir (Kourkoutas ve dig. 2004; Dzionek ve dig.
2016). Bu yontemin dezavantaji polisakarit jellerden yapilmis gézenekli bir matrikse
hiicrenin immobilizasyonunda boncuklarda ylizeye yakin bulunan hiicrelerin
cogalarak boncuklardan tasmasidir. Bu durum immobilize ve serbest hiicrelerden
olusan bir sisteme yol agar (Kourkoutas ve dig. 2004). Bu immobilizasyonda
kullanilan matriksler; agar, aljinat, karragenan, seliiloz ve tiirevleri, kollajen, jelatin,
epoksi reginesi, ¢apraz baglanabilir regineler, poliakrilamid, polyester, polistiren ve

politiretandir (Martins ve dig. 2013).

3.1.4 Kapsiilleme

Kapsiilleme hiicrelerin dogal veya sentetik polimer materyali igine
hapsedilmesini igerir (Thantsha 2007). Kapsiillemede immobilize islemlerinde
hiicreler aljinat, jelatin, agaroz, karragenan, kitosan vb. kullanilmaktadir. Kapsiilleme
teknigi hiicreleri ¢evresel sartlardan koruyarak canliliklarini siirdiirmesine ve besin
kaynagina ulagimini saglayarak kirliliklerin gideriminde ortam saglar (Singh 2006).
Bu avantajlarinin yanisira kullanilan membranin sinirli gegirgenligi ve biiyiiyen
hiicrelerin zarar gbérme olasilif1 nedeniyle, kapsiilleme nadiren ex situ (hiicrelerin

kendi ortaminin disinda) biyolojik giderimde kullanilmaktadir (Dzionek ve dig. 2016).

3.2 Polimerler

3.2.1 Dogal Polimerler
Biyolojik iyilestirme islemlerinde dogal polimerlerin kullanim1 giin gegtikce

onem kazammaktadir. Aljinatlar, karregenanlar, kolejen ve jelatin uygulama alanm

bulan dogal polimerlerdir.
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Alglerden elde edilen polisakaritlerin (aljinat, karragenan, agar, agaroz) ve
kitin'den tiiretilmis bir amino polisakarit olan kitosan dogal polimer tiirevleri birgok

deneysel ¢alismada kullanilmistir (Martins ve dig. 2013).

3.2.1.1 Aljinatlar

Aljinatlar kahverengi alglerden elde edilen mannuronik ve guluronik asitin
farkli oranlarda ve dizilerden olusan dogal polimerlerdir. Aljinatlar kullanimi kolay,
bol miktarlarda bulunan, maliyeti diisiik ve immobilize edilen mikroorganizmalar i¢in
toksik olmayan dogal polimerlerdir. Aljinatin avantaji, immobilize edilen hiicrelerin
immobilizasyon islemlerinde fizikokimyasal etkilerden etkilenmemesi ve gegirgen
olmasidir (Martins ve dig. 2013). Immobilizasyonda aljinat poliakrilamit jeller ve
kalsiyum aljinat tanecikleri olarak kullanilmaktadir (Datta ve dig. 2013).

3.2.1.2 Karregenanlar

Karregenanlar immobilizasyonu i¢in «-Karajenan jeli, 6zel uygulamaya gore
farkli sekillerde (boncuk, kiip, membran) olarak kolayca iretilebilmektedir.
Karegenanlardan boncuk olusumu damlama teknigi ile gerceklestirilebilir. Rezonans
noziil teknigi daha kiiresel ve homojen bir sekle sahip boncuklar iiretmek igin

kullanilmistir (Willaert 2006).

3.2.1.3 Kolajenler

Kolajenler, tiim c¢ok hiicreli hayvanlarda bulunan oldukga karakteristik lifli
proteinlerin bir ailesidir. Kolajen hidrofiliktir; su varli§inda siser, diisiik pH'da ¢oziiniir
ve yiiksek pH degerlerinde coziinmez. Kollajen iginde hiicre immobilizasyon
mekanizmasi, hiicreler ve kollajen arasinda ¢oklu iyonik etkilesimler, hidrojen baglari

ve Van der Waals kuvvetlerinin olusumunu igerir (Willaert 2006).
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3.2.1.4 Jelatin

Jelatin hayvanin kesiminde elde edilen kemik, deri ve bag dokusundaki
kollajen liflerinin kismi hidrolizi ile iiretilmektedir (Aykin ve Erbas 2016). Jelatin,
kollajene uygun sicakliklarda su veya asit ¢ozeltisi karigtirilarak elde edilir (Gorecka
ve Jastrzebska 2011). Ug boyutlu jelatin yapisi, polipeptit zincirleri arasindaki ikincil
etkilesimlerden olusur. Bu etkilesimler 1sindiktan sonra bozulur. Jellesme, 1sitilan
jelatin ¢ozeltisinin 30-35°C'lik bir sicakligin altinda sogutulmasiyla gergeklestirilir.
(Willaert 2006).

3.2.2 Sentetik Polimerler

Sentetik organik tasiyicilar c¢esitlendirilmis karakterlere sahip ¢ok sayida
fonksiyonel gruba sahiptir. Bu sinif polipropilen, polivinil kloriir, polistiren, poliliretan
kopiik, poliakrilonitril ve polivinil alkol igerir. Sentetik polimerler avantajlari, uygun
molekiil agirliginin se¢imi, uzamsal yap1 ve zincirdeki her bir aktif fonksiyonel grubun
bicim ve sirasini diizenleme imkani (Dzionek ve dig. 2016), kolay iiretimi ve istenen
ozelliklerde (jelin gozenekliligi, iyonik, hidrofobik veya hidrofilik) ayarlanabilmesi,
mekanik dayanikliligt ve uzun Omiirli olmasi gibi avantajlaridan dolayr dogal
polimerlerden iistiin 6zelliklere sahiptir (Willaert 2006; Dzionek ve dig. 2016). Ayrica
sentezlenen sentetik desteklerden borular, membranlar, kaplamalar, kiireselden ovale
cesitli sekillerde tasiyicilar olusturulabilmekte ve ¢ok kolayca temin edilebilmektedir
(Dzionek ve dig. 2016).

3.2.2.1 Poliakrilamit

Canli mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonunda kullanilan ilk sentetik jel
poliakrilamittir. Poliakrilamitin polimerizasyonu, dogrusal poliakrilamit zincirlerinin
reaktifin (N,N-metilen bisakrilamid) eklenmesiyle ¢apraz baglarin olustugu serbest
radikal tepkimesidir. Polimerizasyonla olusan poliakrilamitin ¢apraz baglanma
derecesi akrilamit ve baslatici reaktifin kullanma oranlarina baglidir. Bu oranlar, jelin

gozeneklilik yapist ve kirilganlhigini etkiler (Willaert 2006).
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3.2.2.2 Metakrilat

Metakrilat jellerinin hazirlanmasi, poliakrilamid jellerinkine benzerdir.
Metilakrilamid, hidroksietilmetakrilat veya metilmetakrilat gibi monomerlerin ¢apraz
baglama maddesiyle (6rnegin; tetractilenglikol dimetakrilat) gerceklestirilen sentezle
gozenekli bir jel olusturulur. Ayrica ¢apraz baglama maddesi olarak poli etilen glikol
dimetakrilat, akrilik asit ve N,N-dimetilaminoetil metakrilat kullanilmaktadir (Willaert
2006).

3.2.2.3 Polivinil alkol (PVA)

Polivinil alkol (PVA), immobilize islemlerinde genellikle diisik maliyetli
olmasi ayrica canli mikroorganizmalar i¢in toksik olmamasi gibi avantajlari nedeniyle
tercih edilir. PVA donarak jelatinlesir ve donma-¢oziilme tekrarlarinda jel giicii artar.
Bu donma-¢oziinme tekniginde herhangi bir reaktif kullanmadan kauguk benzeri
elastik bir hidrojel elde edilebilmektedir. PVA Immobilizasyon tekniginde hiicre
canliliginin korunmasi zorluklar ile karsilasiimaktadir (Willaert 2006). Bu sorunlar;
hiicrelerin PVA'ya capraz baglanmasinda kullanilan doymus borik asit ¢ozeltisinin
asitliginden dolayr hiicre canliliginin korunmasinda zorluklara neden olmasidir.
Ayrica PVA olduk¢a yapiskan bir malzeme oldugundan dolayr PVA tanecikleri
arasinda birlesmeler olusabilmekte buda akiskan yatakli reaktorlerde sorunlara neden
olabilmektedir (Willaert 2006).

3.2.3 Kat1 Destek Malzemeleri

Polimerlerin inorganik desteklerle birlikte kullanilmasi yaygin bir yontem
haline gelmektedir (Salter ve Keli 1991). Inorganik desteklerin dayanikliliklarindan
dolayr diger destek malzemelere gére daha avantajlidir. Inorganik destek
malzemelerin ¢ogu sicakliga kars1 dayanikli, pH, kimyasallar, mikrobiyal bozunma ve
asinmaya kars1 oldukca direnclidirler (Abdelmajeed ve dig. 2012). Inorganik destek
malzemeleri; zeolit, kil, antrasit, gozenekli cam, aktif komiir ve seramiklerdir (Martins
ve dig. 2013).

18



3.3 Kaolin kili

Kaolin kilinin ana bileseni kaolinittir. Al>Si2Os(OH)s kimyasal bilesimine
sahip 1: 1 iki katmanli kil mineralidir. Si tetrahedral tabaka ve Al oktahedral
tabakalarin birlesimiyle olusmustir (Su ve dig 2017). Bu katmanlar, yaklasik olarak
7,1 ° A bosluk ve bu bosluklar1 hidrojen baglarla bir arada tutan katmanlardan olusur
(Vanerek ve dig. 2006). Kaolin kili, ¢cimento, seramik, boya ve kagitta dolgu maddesi,
kauguk tiretiminde kullanilmaktadir. Bunun yani sira, su bazli boya ve miirekkeplerde

genisletici olarak kullanilir (Lee ve dig. 2010).
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4. PESTIiSITLER

Pestisitler, tarimsal {iirlinlere zarar veren organizmalarin ve hastaliklarin
zararlarindan korumak i¢in kullanilan kimyasal maddelerdir. Hedeflenen zararlilara
yonelik uygulamalarda en ¢ok kullanilan pestisitler; bocek oldiiriiciiler, herbisitler ve
mantar Oldiriiciilerdir bunlar1 sirasiyla, akarisitler, nematitler, yumusakgalar ve
kemirgen oldiirticiiler takip eder (Rani ve dig. 2017). Tablo 4.1°de pestisit tiirleri ve

kullanim alanlar verilmektedir.

Tablo 4.1 Pestisit tiirleri ve kullanim alanlar1

Pestisit tiirii Kullanim alam

Insektisit Bocekleri dldiirenler
Fungusit Funguslar1 (mantarlari) oldiirenler
Herbisit Yabanci otlart dldiirenler
Akarisit Oriimcekleri &ldiirenler
Bakterisit Bakterileri dldiirenler
Mollussisit Salyangozlar 6ldiirenler
Algisit Algleri dldiirenler
Rodentisit Kemirgenleri 6ldiirenler
Nematosit Nematodlari 6ldiirenler
Afisit Yaprak bitlerini 6ldiirenler

4.1 Herbisitler ve Simiflandirilmasi

Herbisitler, tarimda mahsulle zarar ve rekabet edebilecek yabanci otlar
uzaklagtirmak i¢in kullanilir. Kullanilacak herbisitin etkili olmasi i¢in yabani ot tiirleri
ve mahsul bitkileri arasinda kendine 6zgii bir segiciligi olmasi gerekir (Dean ve dig.

1996).
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4.1.1 Herbisitlerin Kimyasal Yapilarina Gore Siniflandirilmasi

a) Organik herbisitler; Alifatikler, Amitler, Ariloksi fenoksi propiyonat,
Benzoikler, Bipiridiyumlar, Karbamatlar, Sikloheksandion, Dinitroanilin, Dipenil

Eterler, imidazolinler (Varshney ve Sondhia 2008).

b) Inorganik herbisitler; AMS, Bakir siilfat, Borat (metal), Bakir-trietanolamin,
Borat (sekizli), Heksaflurat, Boraks, Potasyum azid, Kalsiyum cynamide, Sodyum
azid, Bakir selat, Sodyum klorat, Bakir-etilendiamin, Siilfiirik asit (Varshney ve
Sondhia 2008).

4.1.2 Herbisitlerin Translokasyona Gore Simiflandirilmasi

a) Sistemik

Bu herbisitler, bitki igerisinde vaskiiler sisteminden su, besin maddeleri
absorpsiyon bolgesinden etki bdlgelerine transloke edilir. Sistemik herbisitler, ¢cok

yillik yabani otlarda temas herbisitlerine gore hizli ve etkilidir (Vats 2015).
b) Sistemik Olmayan

Bu herbisitler bitki biinyesinde tasinmaz uygulandiginda temasta olan bitki
dokusunun sadece bir kismini 6ldiirtir. Diizgiin piiskiirtme kapsami ve partikiil boyutu
yeterli uygulama i¢in ¢ok Onemlidir. Bunlar; bromoksinil ve bentazon, kontakt
herbisitleridir (Vats 2015).

4.1.3 Herbisitlerin Kullanim Zamanina Gore Siniflandirilmasi

a) Ekim oncesi: Ekimden 6nce topraga mekanik olarak uygulanan segici

olmayan herbisitlerdir (Vats 2015).

b) Cikistan Once: Birlesme Oncesi herbisitler, iiriin ortaya ¢ikmadan once
topraga uygulanarak istenmeyen yabanci ot tohumlarinin ¢imlenmesini 6nler. Bu

herbisitlere 6rnek olarak Dithopyr ve Pendimethalin verilebilir ( Das ve Mondal 2014).
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c¢) Cikistan sonra: Bu herbisitler, otlarin filizlenerek toprak yiizeyine ¢iktiktan
sonra uygulanmaktadir. Bu herbisitler, secici veya segici olmayabilir, temas veya
sistemik olabilirler. Herbisitlerin s1vi formiilasyonlari, graniil formiilasyonlardan daha

etkilidir (Vats 2015).
4.1.4 Herbisitlerin Kullanim Yerine Gére Siniflandirilmasi
a) Secici Herbisitler

Tarimda segici herbisitler tarimsal arazilerinde ekinlere zarar vermeden yabani
otlarin kontroliinde kullanilir (Hamid ve dig. 2011). Herbisitlerin yabanci otlara
uygulandiginda segiciligi, hiicresel ve hiicresel olmayan bolgelerin algilanarak hedef

bolgeye baglanmasina baghdir (De ve dig. 2017).
b) Secici Olmayan Herbisitler

Bu herbisitler, belirli bitki tiirlerine karsi etkili davranma ve temas ettikleri tiim
bitki materyallerini 6ldiirme konusunda spesifik degildir. Sanayi bolgelerini, atik
alanlari, demiryollarin1 ve demiryolu dolgularini temizlemek i¢in kullanilirlar.

Paraquat, glufosinat, glifosat segici olmayan herbisitlerdir (Vats 2015).
4.1.5 Herbisitlerin Etki Mekanizmalarina Gore Siniflandirilmasi
a) Amino Asit Sentezi Inhibitorleri

Bitkiler fonksiyonel islevlerinde, depolama ve yapisal rollerde proteinleri
kullanirlar. Bitkilerde tohumlarda proteinleri depolanmasi, gelismekte olan fidelerin
biiylimesini esansiyel amino asitlerle saglanmaktadir. Bitkilerde amino asit ve protein
sentezi olmadiginda biiyiimeleri i¢in gerekli kimyasal reaksiyonlar1 tamamlayamazlar.
Amino asit sentezi inhibitorleri, bitki biiylimesi ve gelisiminde sorumlu spesifik enzim
tizerine etki ederek biiyiime ve gelismeyi durdurur (Varshney ve Sondhia 2008). Bu
herbisitler topraga dogrudan uygulanarak veya yapraklara uygulanarak
kullanilabilirler. Uygulamadan sonra koklerden yapraklardan kolayca emilerek
ksilemde ve floemde translokasyona ugrar. Glifosat herbisit bu grubunun bir 6rnegidir
(Das ve Mondal 2014).
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b) Biiyiime Diizenleyici Herbisitler

Biiylime diizenleyici herbisitler uygulandiginda, bitkilerin kok ve yapraklardan
bitki biinyesine alinarak ksilemde ve floemde translokasyona ugrar. Bu herbisitler
dogal biiyiime hormonlarin1 taklit ederek bitkilerde dogal hormon dengesini bozarlar.
Bunun sonucunda bitkilerde hiicre cogalmasi, protein sentezi, hiicre boliinmesine etki
eder (Das ve Mondal 2014). Bu herbisitler, bitkide yapraklara ve kok sisteme etki
ederek koklerde sisme ve floemde bozulmalara neden olur (Varshney ve Sondhia
2008).

¢) Lipid Biyosentezi Inhibitorleri

Bitkilerde ¢ikis sonrast kullanilan herbisitlerdir. Herbisitler uygulanmadan
sonra bitkilerin yapraklardan emilir ve floemde meristematik bolgelere yer degistirir.
Lipitlerin ve yag asitlerinin sentezini inhibe ederek meristematik aktiviteyi durdurur.
(Das ve Mondal 2014). Eger bitkide lipitler iiretilmezse, hiicre zarlarinin tretimi
devam edemez ve bitki gelisimi durur (Kappler ve Namuth 2004). Lipid sentezi
inhibitdrlerinin neden oldugu semptomlar, bitkilerin herbisit uygulamasindan sonra
birka¢ giin boyunca saglikli goriinmekte ancak bitkinin yeni ¢ikan yapraklarin
tabaninda ¢iirtimeler olusur ve bitki zamanla kahverengi, mor renk alarak 6liir (Das ve

Mondal 2014).
d) Pigment inhibitorleri

Pigment inhibitdrleri herbisitleri, yaprak dokusundaki yesil pigmenti (klorofil)
bozarak etki eder. Bu herbisitler genellikle "agartici herbisitler" olarak tanimlanir,
bunun nedeni klorofil molekiillerini koruyan karotenoid maddelerin iiretimini
engelleyerek bitkilere yesil renk veren klorofilin pargalanmasiyla yaprakta renk
kaybiyla yapraklarin sar1 veya beyaz renk goriiniimiine meden olur. Klorofil kaybiyla
bitki fotosentez ve diger hayatsal faaliyetleri siirdiiremez ve Oliimle sonuglanir
(Varshney ve Sondhia 2008).

e) Fotosentez Inhibitorleri

Ticari agidan herbisitlerin yaklasik yarisini bu herbisitler olusturmaktadir.

Fotosentezi dogrudan onleyen herbisitler, elektron taginmasini engeller veya bloke
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eder ve ATP ve NADPH: iiretimini 6nler. Bu da bitki i¢in gerekli besin iiretimini
engeller bu nedenle glikoz uretimi duran bitki hizli bir sekilde Oliir. Herbisit
uygulamasindan sonra bitkilerin yapraklarinda yaralanma goriinimli (kloroz,

kuruma) belirtiler olusur (Varshney ve Sondhia 2008).
4.2 Simazinin Yapisi ve Cevreye Etkileri

Triazin herbisitler, tarimda yabanci otlarda, ormancilikta ve bos arazilerde
genis yaprakli yillik yabani otlarin  kontrolinde diinya c¢apinda en ¢ok
kullanilanlardandir. S-triazin herbisitlerden olan Simazin (2-kloro-4,6-bis (etilamin)
en yaygin olandir (Morgante ve dig. 2012). Birlesme 6ncesi ve birlesme sonrasi yabani
ot kontrolii i¢in kullanilmaktadir (Défler ve dig. 1997). Simazin, kloroplastlardaki
fotosentez kompleksi II'de elektron transferini onleyerek fotosentezin inhibisyonu

yoluyla etki eder (Strandberg ve Fordsmand 2002; Dos Santos ve dig. 2011).

Simazinin molekiiler yapisi ii¢ karbon ve azot atomu igeren aromatik karbon
azot halkasina ek olarak, halkada bir klor ve iki etilamin grubu igermektedir (Catalkaya
ve Kargi, 2009). Simazin, 5 mg / dm? suda (oda sicakliginda) orta derecede ¢oziiniir,
termal olarak stabil, renksiz beyaz bir tozdur (Balawejder ve dig. 2016). Ticari olarak,
atrazin (2-kloro-4-etilamin-6-izopropilamin-triazin), Gesaprim, Aatrex veya Fenantrol
olarak bulunurken simazin, Amizine, Gesatop 50 ve ayrica Simazin olarak temin

edilmektedir (Baranowska ve dig. 2008)

Diinya genelinde atrazin herbisitler, yilda 70.000-90.000 ton arasinda
kullanilmaktadir (Huang ve dig. 2017). Iyi adsorpsiyon 6zelliklerin nedeniyle topragin
ist katmanlarinda kalir (Zhang ve dig. 2004). Topraga absorblanan triazinler yiizey ve
yeralt1 sulariyla taginarak ¢evreye lizerinde dolayli etkiye sahip olmaktadir (Kim ve
dig. 2002; Balawejder ve dig. 2016). Bu etkiler dogrudan ya icme suyuyla veya dolayl
olarak tarimsal {irtinlerin tiikketimiyle maruz kalinabilir (Kim ve dig. 2002). Bu sekilde
simazinin etkilerine maruz kalindiginda endokrin bozulmalar1 ve kanserojenik

etkilerinden dolayi insanlar i¢in bir tehdit olusturmaktadir (Huang ve dig. 2017).
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4.3 Herbisitlerin Giderimi Literatiir Bilgileri

Naghdi ve arkadaslar1 (2018), diinya genelinde en ¢ok tespit edilen farmasotik
bilesiklerden biri olan Karbamazepinin (CBZ), lakkaz enzim sistemiyle sulu ortamda
biyodoniisiimiinii incelemis, yan iriinler ve toksisite degerlendirmesi yapmisglardir.
Lakkaz sistemi ile CBZ’nin basarili bir sekilde doniistiiriildiigini ve mikro

kirleticilerin giderildigini belirtmislerdir.

Gouma ve arkadaslar1 (2019), Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus
ostreatus, Pycnoporus coccineus, Phlebiopsis gigantea ve Trametes versicolor olarak
bes farkli beyaz ¢iiriik¢iil mantar tiirii ile galismiglardir. Hem pestisit hem de besleyici
olarak zayif ortamlara farkli derisimlerde karistirilarak eklenen linuron, metribuzin ve

klorpirifolarin bu mantar tiirleri ile pargalanma kapasitesini degerlendirmislerdir.

Pereira ve arkadaslar1 (2013), atrazinin maksimum giderimi i¢in en uygun
kosullarin belirlemesi i¢in kiiltiir ortamina (X1—ZnS04, X2— FeS0as, X3 — MnSOs, X4
— MgSOs4, Xs—CuSOs, Xe—glucose, Xz—pepton, Xg-—yeast extract) farkli
konsantrasyonlarda ekleyerek, yirmi farkli ¢alisma yapmis ortam bilesenlerine gore
farkli sonuglar elde etmislerdir. Ayrica bu ¢alismada DEA (desetilatrazin: 2-kloro-4
amino-6-izopropilamin-s-triazin), DIHA (desizopropilhidroksiatrazin: 2-hidroksi-4-
etilamin-6-amino-s-triazin), DEDIA (desetildesisopropilatrazin: 2-kloro-4,6-aminos-
triazin), HA (hidroksiatrazin: 2-hidroksi-4-etilamin-6-izopropilamin-s-triazin), DEHA
(desetilhidroksiatrazin: ~ 2-hidroksi-4-amino-6-izopropilamin-s-triazin) ve DIA
(desizopropilatrazin: 2-kloro-4-etilamin-6-aminos-triazin) metabolitlerini de tespit
etmislerdir. Sonug olarak 15 giinliik inkiibasyondan sonra atrazin bozulmasinda %77

ila %95 oranlarinda bozunma oldugunu bildirmislerdir.

Bending ve arkadaglar1 (2002), 4 farkli mantarla (C. versicolor, H. fasciculare,
S. hirsutum, A. semiorbicularis) atrazinin ve diuronun giderilmesi iizerine ¢alisma
yapmuglardir. Atrazin ve diuronun gideriminde en yiiksek verim C. versicolor ile
%86.2 atrazin ve diuronunda tamaminin giderimini gergeklesmistir. H. fasciculare, S.
hirsutum ve A. semiorbicularis, atrazin ve diuronda %70-80 giderim oranlar1 elde

etmislerdir.

25



Aydemir ve Giiler (2015), Trametes versicolor'dan lakkaz enzimini, manyetik
kitosan-kil kompozit boncuklar tizerine immobilize ederek immobilize lakkazin fenol
giderimini incelemislerdir. Immobilize lakkaz ile Fenoliin gideriminde %80 verim

elde etmislerdir.

Da Silva Coelho ve arkadaslar1 (2010), G. lucidum'un sivi ve kati hal
ortamlarda bentazon etkinliklerini incelemislerdir. G. lucidum'un kati hal kiiltiirlerinde
bentazondan kalan miktar1 %12, sivi ortamda kalan bentazon miktar1 % 47 oldugunu

bulmuslardir. Kat1 hal kosullarinda daha fazla verim elde etmislerdir.

Da Silva Coelho ve arkadaslar1 (2010), Ganoderma lucidum ile siv1 ve kati1 besi
ortam kosullarinda herbisit bentazonun giderimini karsilastirmistir. Ganoderma
lucidum, bentazon gideriminde kati ortamda %90 oraninda siv1 kiiltiirlerde ise %55

oraninda giderim olmustur.

Levin ve arkadaslari (2016), beyaz c¢iiriikk¢iil mantar1 Trametes versicolor
BAFC 2234'in 4 nitrofenolii giderimini incelemislerdir. T. versicolor BAFC 2234'iin

4-nitrofenol bilesiginin %97'sini bozdugunu gostermislerdir.

Yuechun ve arkadaslar1 (2010), beyaz ¢iiriik¢iil mantarlardan salgilanan lakkaz
enzimiyle farkli topraklardaki DDT'nin biyobozunmas: incelemislerdir. Lakkaz 25
giinliik inkiibasyonla normal toprakta %69, susuz toprakta %52, Celtikli toprakta %62

oraninda giderim elde etmislerdir.

Jolivalt ve arkadaslar1 (2000), hidrofilik PVDF (Polivinilidenfloriir)
mikrofiltrasyon membrani {izerine lakkazi immobilize ederek, herbisit tiirevi; NO, NO-
(dimetil)-N-(2-hidroksifenil) {ire (2-HF) nin atik sudan giderimini arastirmiglardir. 5
dakikadan daha az siirede 200 ml 2-HF 0.1 g¢g/L ¢ozeltisinin dondstirildigi

gostermislerdir.

Mendieta ve arkadagslar1 (2018), Trametes versicolor (L.Fr.) Pilat'm Mo008
susu ile farkl 2,4 diklorofenoksiasetik (2,4-D) ve atrazinin giderimini incelemigler. T.
versicolor Mo008 susu atrazin ve 2,4-D'nin 650 saatlik bir siirede tamamen

giderildigini belirtmislerdir.
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Elgueta ve arkadaslari (2016), %74 talas, %6 nisasta, %2 misir unu,%15 keten
tohumu ve %3 lignosiilfonat iceren malzemeler pelet haline getirilmis destek (PS)
igerisine beyaz ciirliklilk mantarlar1 immobilize ederek bir biyoyatakli sistemlerde
atrazin yikimini incelemislerdir. 60 giin sonra biyolojik yatak sistemindeki atrazin
yikiminda immobilize hiicrelerde (%93), serbest hiicrede ise (%78) oranlarda

oldugunu bildirmislerdir.

Herrera ve arkadaglar1 (2019), atik sularda bulunan simazinin toprakta
yayilmasini incelemisler. Calismalarinda iki farkli miktarlarda 2 ve 20 mg kg*
simazini topraga uygulayarak Trametes versicolor ile giderimi incelemis ve simazinin

her iki konsantrosyonda %80 giderim oldugunu bildirmislerdir.

Fratila-Apachitei ve arkadaslar1 (1999), P. chrysosporium BKM-F-1767'nin
sentetik s1vi besiyeri ve dogal yiizeylerde (aga¢ yongalari) iizerinde inkiibe ederek
diuronun giderimini arastirmiglar. Yapilan ¢alismada diuron, s1v1 besiyeri maksimum
%75 giderim, besin kaynagi olarak Kereste yongalarinda ise %95 verimle diuronu

giderimini ger¢eklestirmislerdir.

Kresinova ve arkadaslar1 (2018), Pleurotus ostreatus kentsel atik sudaki
endokrin bozucularin1 (EDC) biyoreaktorde giderimim g¢alismasi yapmis atik sudaki

EDC'lerin %76'siin giderimini gergeklestirmisler.

Da Silva Coelho-Moreira ve arkadaslart (2018), beyaz ciiriikk basidiomycete
Ganoderma lucidum, herbisitlerden diuronunun giderimini incelemisler. Ganoderma
lucidum, 15 giin sonra diuronun %50 oraninda giderimin gergeklestigini

bildirmislerdir.

Valli ve Gold (1991), yaptiklari ¢alismada beyaz ¢iiriik¢lil mantar
Phanerochaete chrysosporium’un 2,4 diklorofenoliin giderimi ve metabolik yolunu

incelemislerdir. P. chrysosporium 2,4- diklorofenol giderimi % 50'si ger¢eklesmistir.

Karas ve arkadaglar1 (2011), meyve paketleme endiistrisindeki atik sulardaki
thiabendazol (TBZ), imazil (IMZ) pestisitlerin giderimini beyaz ¢iiriik¢iil mantar
Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus ve

Aspergillus niger susu kullanarak giderimini arastirmiglardir. Genel olarak, T.
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versicolor ve P. ostreatus, atik sularin meyve paketleme endiistrisinden atik sularin

biyolojik olarak gideriminde basarili olduklarini bildirmislerdir.

Huang ve arkadaslar1 (2018), beyaz ¢iiriikliik mantarlar ve nanomalzemeler ile
endokrin bozucu bilesiklerin biyodoniisiimiinde kullanilmalar1 {izerine arastirma
yapmiglardir. WRF ve nanomalzemeler ile giderimin yeni ve rekabetci bir teknoloji

olarak kabul edilebilecegini belirtmislerdir.

Hai ve arkadaslar1 (2012), karisik bakteri ve mantar kiiltiirlerin pestisitlerden
aldicarb, atrazin ve alachlorun karigimlarinin biyolojik giderimini arastirmislardir.
karisik mantar-bakteri kiltiirii, sivi fazdan sirasiyla aldikarb %47, atrazin %98 ve

alachlor %62 giderim gergeklestigi sonucuna ulagmislardir.

Cupul ve arkadaslar1 (2014), sekiz farkli tiirdeki mantarlara farkli
konsantrasyonlarda atrazine maruz birakilarak mantarlarin misel biiyiimesi ve
ligninolitik enzim aktiviteleri lizerine etkilerini incelemiglerdir. Atrazine maruz kalan
8 farkli sus farkli tepkiler vererek misel bliylimesi ve enzim aktivitelerine etki etmistir.
Genel olarak tiim mantarlarda atrazin lakkaz aktivitesinde artislara neden olmus, MnP

aktivitelerindeki artiglarin lakkaza gére daha az oldugu bildirilmistir.
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5. MATERYAL VE YONTEM

5.1 Kullanilan Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

Deneysel c¢aligmalarda kullanilan kimyasal maddeler ve temin edildikleri

firmalar agsagida (Tablo 5.1) verilmistir.

Tablo 5.1 Kullanilan kimyasallar ve temin edilen firmalar

Kimyasallar Temin edilen firma Molekiil formiilii
Benzoil peroksit(Bz202 ) | Sigma Aldrich (CsHsCO)20:
Simazin Ehrenstorfer Quality | C7H12CINs
Akrilamit monomeri Sigma Aldrich CsHsNO
Kaolin Aklar Kimya Al2 Si2Os(OH)4
Aseton Sigma Aldrich C3HeO

e

N\ SN
J\/J\
Hie” NH N ONH om,

Sekil 5.1 Simazinin yap1 formiili

Tez calismasinda tiim deneyler sulu ¢ozelti ortaminda gergeklestirilmistir.
Cozeltiler ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir. Reaktifler ve ¢6zeltilerin hazirlanisi

Tablo 5.2°de verilmistir
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Tablo 5.2 Deneyde kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlaniglar

Cozeltiler

Hazirlanisi

%0,9 NaCl tuz ¢ozeltisi

0,9 g NaCl 100 mL balon jojede saf suyla ¢oziilerek
hazirlanir.

%?2 Malt ektrakt broth

2 g tartilip 100 mL saf suda ¢6ziilerek hazirlanir.

0,1ImM ABTS

0,00054 g tartilip 100 mL lik balon jojede saf suyla 100 mL
ye tamamlanir.

50 mM Malonat Tamponu

1,3 g tartilip 250 mL lik balon jojede saf suyla 250 mL ye
tamamlanir.

0,1 mM MnSOg4 1,6902 g tartilip 100 mL lik balon jojede saf suyla 100 mL
ye tamamlanur.
0,001M H.0> 0,1 mL alinarak 100 mL lik balon jojede saf suyla 100 mL

ye tamamlanir.

0,ImM Sodyum Asetat
Cozeltisi

0,82 g tartilip 100 mL lik balon jojede saf suyla 100 mL ye
tamamlanir.

500 ppm (mg/L) Simazin

0,025 g simazin tartilarak 50 mL lik balon jojede metanolde
¢oOziilerek hazirlandi.

5.2 Cihazlar

Tez calismast boyunca kullanilan cihaz ve ekipmanlar Tablo 5.3’de verilmistir.

Tablo 5.3 Deneysel ¢alismada kullanilan cihazlar ve kullanim amaglari

Cihazlar

Kullanimi

Otoklav (Niive OT40L)

Sterilizasyon i¢in kullanilmstir.

Santrifiij (Niive NF048)

Orneklerdeki kil partikiillerini ayirmada kullanilmugtir.

pH metre (Hanna instruments HI221) | Hazirlanan cozeltilerin ~ pH ayarlamalarinda

kullanilmugtir.

Etiiv (Niive FN 400)

Sentezlenen kompozitlerin kurutulmasinda

kullanilmustir.

Isitmali su banyosu

Kompozit sentezinde kullanildi.

Inkiibatér (ZHICHENG 2102C Model) | Mantar hiicrelerin gelismesinde kullanilmustir.

FT-IR (Perkin Elmer Spektrum) Simazinin karekter analizinde kullanilmustir.

UV spektrofotometresi (Shimadzu 1601 | Enzimlerin aktivitelerinin tespitinde kullanilmustir.

Model)

SEM SUPRA 40VP
Mikroskobu

Elektron | Sentezlenen kompozit ve immobilize edilmis kompozit

malzemenin yiizey analizinde kullanilmstir.
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5.3 Hiicrede Enzim Uretim Ortamimin Hazirlanmasi

Hiicre enzim iiretim ortaminin hazirlanirken Tablo 5.4’de verilen maddeler
1000 mL'lik balon jojeye aktarilmis saf su ile ¢oziilerek pH’ 14.5 — 5.5 arasinda olacak
sekilde NaOH-CH3COOH ile ayarlanmis ve 1000 mL’lik hacme tamamlanmustir.

Tablo 5.4 Enzim turetim ortami

Madde Miktar (g/L)
Yeast Extract 0.025
Glukoz 10.00
CaClz 0.01
MgS04.7H20 0.05
NH4H2PO4 1.00

5.4 Hiicre Ortaminin Hazirlanisi

Hiicre ortami i¢in 2 g malt ekstrakti ve 100 mL saf su bir erlende karistirilip
agz1 tikacla kapatilmistir. Erlenin ¢evresi aliiminyum folyo ile sarilip 20 dakika
120°C’de otoklavlanarak doygun buhar ortaminda ve yiiksek sicaklikta sterilizasyonu

yapilmistir.

5.5 Hiicre Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Beyaz giiriik¢iil fungus Coprinus plicatilis, 4°C’de %2 (w/v) malt agar
tizerinde 3 giin boyunca 27°C tutularak misellerin olusumu saglanmistir. Olusan
mantar miselleri steril %0,9 NaCl kullanarak, 6zeyle kazilarak daha once sterilize
edilmis pH 4.5 ‘de 100 mL %2 malt ekstrakt broth igeren 250 mL’lik erlenlere
aktarilip, 4 giin 27°C ve 175 rpm’de orbital ¢alkalayicida gelismesi saglanmustir.
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5.6 Serbest Hiicrelerle Simazin Biyodoniisiimii

Mikrobiyal biyodoniisiim c¢alismalart herbisitlerden simazin kullanilarak
yapilmistir. Bu maddenin giderimi Coprinus plicatilis ile ger¢eklestirilmistir. 5 farkli
derisimlerdeki (1,3,5,7,9 mg L) simazin, 10 mL hiicre siispansiyonuna 25 hiicre
pelletleri eklenmis, periyodik olarak 10 giin boyunca ornek alinarak simazin

biyodoniisiimii ve enzim aktivitesi takip edilmistir.

5.7 Kompozit Sentezi ve immobilize Hiicrelerle Simazin Biyodoniisiimii

Immobilize hiicrelerlerin simazin biyodéniisiimiine etkisini degerlendirmek
icin akrilamitin 6 farkli (0.5-1.0-1.5-2.0-2.5-3.0 g) miktar1 kullanilarak kompozit
malzemeler hazirlanmistir. Bu kompozitlere fungus hiicreleri immobilize edilerek

simazini doniistiirme yetenekleri aragtirilmigtir.

5.7.1 Poliakrilamit (PAAm)/Kaolin Kompozitlerin Polimerizasyon

Yontemiyle Sentezi:

Bu amagla polimerizasyon tiipii i¢erisine 1.0 g saf Kaolin (Al2 Si2Os(OH)4) ve
23 mL saf su ilave edilerek oda sicakliginda 48 saat bekletilip, elde edilen siispansiyon
tizerine farkli miktarlarda akrilamit monomeri ve baslatici olarak 1 mL asetonda
¢oziinmiis 0.0218 g Benzoil peroksit (Bz20>) ilave edilerek karigtirilmistir. Karigim
sicaklig1 85°C olacak sekilde su banyosunda 3 saat bekletilerek sentez gergeklesmistir.
Polimerizasyon isleminden sonra tiip banyodan alinarak santrifiij yapilmistir. Elde
edilen ¢okelti 50°C’de etiivde kurutularak, PAAm/kaolin nanokompozidlerin sentezi
tamamlanmistir (Yeh ve dig. 2003). Bu ¢alismada 6 farkli (Tablo 5.5) akrilamit miktar1

kullanilarak 6 tiir kompozit sentezlenmistir.
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Tablo 5.5 Sentezlenen kompozitte kullanilan maddeler ve miktarlari

Kompozit Kaolin | Akrilamit (Bz202) Aseton
kili(gr) (g (gr) (mL)
PAAmM/kaolin 1 1 0.5 0.0218 1
PAAm/kaolin 2 1 1.0 0.0218 1
PAAmM/kaolin 3 1 15 0.0218 1
PAAmM/kaolin 4 1 2.0 0.0218 1
PAAmM/kaolin 5 1 2.5 0.0218 1
PAAmM/kaolin 6 1 3.0 0.0218 1

5.7.2 immobilize Hiicrelerle Simazin Biyodoniisiimii ve Enzim Aktiviteleri

Mikrobiyal giderimde 50 mL sterile edilmis hiicre ortamina farkli (1,3,5,7,9
mg L) derisimlerde hazirlanan simazin, sentezlenen kompozit metaryeli, 10 mL
hiicre siispansiyonu ve son olarak Coprinus plicatilis mantar hiicresinden 20-25 pellet
konuldu. Bu hazirlanan bes erlendeki deneysel materyaller inkiibatorde 27°C 175 rpm
orbital ¢alkalayiciya konularak hiicrelerin enzim aktivitilerinin tespiti i¢in ilk 6rnek
almmistir. 10 giin boyunca 24 saat arayla her giin erlenlerden 6rnek alinarak enzim

aktiviteleri tespit edilmistir.

5.8 Enzim Aktivite Olciimleri

5.8.1 Lakkaz Aktivitesi

Lakkaz aktivitesi; 2,2’-azinobis-(3 etilbenzotiyazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)
kullanilarak 420 nm’de enzimatik oksidasyonun Olciilerek ile tespit edildi. Kiiltiir
stipernatantinin 300 pL’si tizerine; 300 uL. 1 mM ABTS ve pH 4.5, 2400 pL asetik
asit/sodyum asetat tamponu iceren karisim eklenmistir. Ornek ¢ozeltilerin lakkaz
aktivitesi, UV-visible spektrofotometre kullanarak 420 nm’de (Molar absorplama
katsayis1 = 36.000 M ~*cm ~1) ABTS oksidasyonunu ile belirlenmistir (Gulzar ve dig.
2017).
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5.8.2 Mangan Peroksidaz (MnP) Aktivitesi

Funguslarin MnP aktivitesi; pH 4.5’da hidrojen peroksitin malonik asit
oksidasyonundaki artisin 270 nm’de Olglilmesiyle belirlendi. Kiiltiir siipernatantinin
300 pL’si tizerine; 300 u. MnSO4 (0.1 mM) ve pH 4.5, 2100 uL sodyum malonat (50
mM) tamponu i¢eren bir karisim eklenmistir. Oksitleyici reaktif olarak 300 uL, 0.001
M H20O: kullanilmigtir. Oksidasyon hizina bagli olarak MnP aktivitesi, UV-visible
spektrofotometre kullanarak 270 nm’de (Molar absorplama katsayis1 11590 M ~*cm -
1) belirlenmistir (Gulzar ve dig. 2017).

Enzim aktivitesi hesaplamalar1 asagidaki formiil kullanilarak yapildi. (Lakkaz

enzim i¢in € = 3.6 x 10* Mt cm™ ve Mangan peroksidaz i¢in € :11590 Mlcm™)

abs 3 1 1

e = —

X —— X = X X 10°
€ 1000 1 0.3 ml (enzim hacmi)

5.9 FT-IR ve SEM Analizi

Infrared (IR) spektroskopisi; molekiillerdeki ¢esitli baglarin titresim
frekanslarint Slger ve molekiildeki fonksiyonel gruplar hakkinda bilgi verir. Her
maddenin kendine has bir spektrumu vardir. Bu deneysel calismada serbest ve
immobilize edilmis Coprinus plicatilis kullanarak simazin biyodoniisiimii sirasinda
Perkin Elmer FT-IR cihazi kullanilmistir. Numunelerin 4000-400 cm™ dalga saysi
araliginda simazin yapisindaki fonksiyonel gruplarin trasmitans degerleri belirlenerek

muhtemel doniisiim aydinlatilmaya calisilmistir.

5.10 SEM Analizi

Yiizey analizlerinde kullanilan cihazlardan bir tanesi Taramali Elektron
Mikroskobu’dur (SEM, Scanning Electron Microscope). SEM ile analiz ¢ok kiigiik bir
alana odaklanan yiiksek enerjili elektronlarla yiizeyin taranmasi ile gergeklestirilir. Bu
tez ¢alismasinda sentezlenen PA Am/kaolin kompozitlerinin SEM Zeiss SUPRA 40VP
marka Elektron Mikroskobu ile FESEM goriintii analizleri yapilmistir.
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6. BULGULAR ve TARTISMALAR

Bu tez ¢alismasinda sulu ortamda simazinin biyodoniisiimii incelenmistir.
Biyodoniisim i¢in Coprinus plicatilis serbest mantar hiicreleri ve 6 farkli

PAAm/kaolin kompozit malzemeye immobilize edilen mantar hiicreleri kullanilmigtir.

6.1 Coprinus pilicatilis Serbest Hiicreleri ile Simazin Biyodoéniisiimiinde

Lakkaz ve MnP Enzim Aktiviteleri Degisimi

Coprinus plicatilis serbest fungus hiicreleri ile 5 farkli derisimlerde hazirlanan
simazinin biyodoniisiimiinde Lakaz ve MnP enzim aktiviteleri 10 giin boyunca
izlenmistir.  Simazinin biyodoniisiimiin i¢in alinan Orneklerde UV-visible
spektrofotometresi ile absorbans degisimleri Olgiilerck lakkaz ve MnP enzim

aktiviteleri hesaplanmistir. Sonuglar Sekil 6.1 ve 6.2°de gosterilmistir.

100000 —y=— O mg/L

..... - % =7 mglL

=& 5mg/L

T T mg..-‘L

Zaman (gln}

Sekil 6.1 Serbest formdaki C. plicatilis fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniistimii

sirasindaki lakkaz enzim aktivitelerinin degisimi

Sekil (6.1), Coprinus plicatilis serbest fungus hiicreleri 5 (1, 3, 5, 7, 9 mg L™?)
derisimlerde hazirlanan simazinin biyoddniisiimiinde, lakkaz enzim aktivitelerinde 3.
ve 6. giinlerde artig gostermistir. Lakkaz enzim aktivitelerin yiiksek oldugu 3. ve 6.
giinlerdeki en yiiksek deger 3. giinde 9 mg L? i¢in elde edilmistir. Derisim arttik¢a

aktivite degeri de artmaktadir. Bu durum, ortamdaki simazinin yiiksek derisim
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degerine karsilik enzimin biyodoniisiimiinii gerceklestirmek igin enzim aktivitesinin

maksimum degere ¢ikmasi olarak diistintilmektedir.

== 0 mg/L

=¥ =7 mg/L

=% 5Smg/L

LR T 3 F'I'Ig.'rL

UL

—+— 1mg/L

Zaman (gin)

Sekil 6.2 Serbest formdaki C. plicatilis fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimii

sirasindaki MnP enzim aktivitelerinin degisimi

MnP enzimi igin (Sekil 6.2), 3. ve 6. giinde tim derisimlerde artislar
gozlenmistir. Tiim derisimlerde MnP enzim aktivitesi 6. giinde maksimum degerlere
ulagmistir. Enzim aktivitesinde 7. giinde ani diisme gozlemlenmistir. 7. giindeki ani
diisiis simazinin biyodoniisiimiinde substrat katalizinden sonra ortamda olusan ara
tiriinlerin enzimin aktivitesinde diisiise neden olmasi olarak diistiniilmektedir. Bu hizli
diisiisten sonra 8. ve 9. giinde enzim aktivitesinde 5, 7, 9 mg L derisimlerde tekrar
artis gozlemlenmistir. 8. ve 9. giindeki bu artis hiicrenin biiylimesiyle birlikte enzim
liretimininin artmasiyla olugsan ara metabolitleri enzimin tekrar oksidasyonuyla
biyodoniisiimiin  devam ettigini sdylenebilir. MnP enzim aktivitesi simazinin
derisimine bagli olarak degismistir, derigsimin artisiyla orantili olarak enzim sentezinin

oldugunu ve aktivitenin arttig1 goriilmektedir.
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6.2 Sentezlenen PAAm/kaolin Kompozitlerin SEM Goériintiileri

Tablo 5.5’te verilen 6 farkli oranlarda sentezlenen PAAm/kaolin kompozit
metaryellerinin SEM goriintiileri asagida verilmistir. Sekil 6.3’te gosterilen ylizey
goriintillerinde SEM 1 (PAAm/kaolin 1), SEM 2 (PAAm/kaolin 2), SEM 3
(PAAm/kaolin 3), SEM 5 (PAAm/kaolin 5), SEM 6 (PAAm/kaolin 6) 50.000 biiyiitme
ve SEM 4 (PAAm/kaolin 4) 70.000 biiyiitme yapilarak goriintiileri alinmistir.

= 2

Sekil 6.3 PAAm/kaolin kompozit SEM goriintiileri: SEM 1 (PAAm/kaolin 1),
SEM 2 (PAAm/kaolin 2), SEM 3 (PAAm/kaolin 3), SEM 4 (PAAm/kaolin 4), SEM
5 (PAAm/kaolin 5), SEM 6 (PAAmM/kaolin 6).
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6.3 PAAm/kaolin Kompozit Malzemelerine immobilize Edilen Coprinus
plicatilis Hiicrelerinin Simazin Biyodoéniisiimii Sirasindaki Lakkaz ve MnP

Enzim Aktiviteleri Degisimi

Yapilan Immobilize islemlerinde, Coprinus plicatilis hiicrelerinden 25 hiicre
pelleti ve 10 mL hiicre slispansiyonu 6 farkli oranlarda (Tablo 5.5) sentezlenen
PAAm/kaolin kompozitlerine immobilize edilmistir. PAAm/kaolin kompozit
malzemelerine immobilize edilen Coprinus plicatilis hiicreleri 5 (1,3,5,7,9 mgL™)
farkli derisimde hazirlanan simazinin biyodoniisiimiinde 10 giin boyunca
kullanilmigtir. Her giin ortamdan drnekler alinip UV-visible spektrofotometresi ile
Olciim yapilarak lakkaz ve MnP enzim aktiviteleri hesaplanmistir. 6 farkli oranlarda

sentezlenen malzemelere immobilize fungus hiicreleri biyodoniisiimde kullanilmistir

6.3.1 PAAm/kaolin Kompozit 1 Malzemesine immobilize Edilen Coprinus
plicatilis Fungus Hiicreleri ile Simazinin Biyodoniisiimiinde Lakkaz ve MnP

Enzim Aktiviteleri Degisimi

—ge— O mg/L

=¥ =7 mg/L
/'\ =+ 5mg/l
LI

AR K e 3mgi

v, “"}C
X f“"i —+— 1 mg/L

Zaman (gin)

Sekil 6.4 PAAm/kaolin kompozit 1 malzemesine immobilize edilen C.
plicatilis fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde lakkaz enzim

aktivitelerinin degisimi

Sekil (6.4), PAAm/kaolin 1 kompozit malzemesine immobilize edilen
hiicrelerle simazin biyodoniisiimiinde tiim derisimlerde lakkaz aktivitelerinde 3., 6. ve
8. giinlerde artiglarin oldugu tespit edilmistir. Simazinin 9 mg L™ derisimde Lakkaz
enzim aktiviteleri artis1 en fazla 6. giinde olmustur. Lakkaz enzim aktivite degerinde

diger giinlerde ani diisiisler olmadan degisen degerler alarak devam etmistir. Genel
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olarak serbest hiicrelere kiyasla immobilize hiicrelerin lakkaz aktivitesinin serbest
hiicre lakkaz aktivitesinden daha diisiik oldugu goriilmiistiir. Immobilize hiicrelerde
lakkaz enziminde aktivite diisiikliigiiniin nedeni kompozit malzemenin simazini
adsorblayarak miktarinda azalmasiyla fungus hiicrelerin ortamdaki kirletici maddenin
derisimine gdre enzim salgilamasi yada ortamda oksidasyon sonrasi olusan ara

bilesiklerden dolayr salgilanan enzim miktarinda ve aktivitelerinde azalma oldugu

diisiiniilebilir.
—— & mg/L
=¥ =T mgfL
=& 5mg/L
T TR r'ng_.-rL
= —+— 1 mg/L

i

Zaman (gin)

Sekil 6.5 PAAm/kaolin kompozit 1 malzemesine immobilize edilen C. plicatilis

fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde MnP enzim aktivitelerinin degisimi

Sekil (6.5), PAAm/kaolin 1 kompozit malzemesine immobilize edilen hiicreler
ile simazin biyodoniisiimiinde MnP enzim aktiviteleri 3. giinde tiim derisimlerde en
yiiksek degeri almigtir. 5. giinde MnP enzim aktiviteleri belli degere diiserek diger
giinlerde yakin degerlerde devam etmistir. Serbest hiicrelerle karsilastirildiginda MnP
enzim aktivitesi immobilize hiicrelerde daha yiiksek degerdedir. Serbest hiicrelerde
simazinin toksik etkisinden dolay1 fungus hiicrelerini olumsuz etkileyerek MnP enzim
tiretimi ve aktivite degerinin diisiik seyretmesine neden oldugu diisiiniilebilir.
Immobilize edilen hiicrelerde bu toksik etkilerden koruyarak enzimin daha verimli

caligmasini saglayarak simazinin biyodoniistimiinii gerceklestirdigini sdyleyebiliriz.

6.3.2 PAAm/kaolin Kompozit 2 Malzemesine immobilize Edilen Coprinus
plicatilis Fungus Hiicreleri ile Simazinin Biyodoniisiimiinde Lakkaz ve MnP

Enzim Aktiviteleri Degisimi
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PAAmM/kaolin 2 kompozit malzemesine immobilize edilen hiicrelerle simazin
biyodoniisiimiinde tiim derisimlerinde lakkaz aktivitelerinde 3. ve 6. giinlerde artis
olmustur. Sekil (6.6), Simazinin 7 ve 9 mg L™ derisimlerde lakkaz enzim aktiviteleri
3. giinde maksimum degere ulasmis, 3 ve 5 mg L derisimler ise 6. giinde maksimum

degeri almistir. Enzim aktiviteleri tiim derisimlerde 4. glinde ani bir disis

gozlemlenmistir.
—— O me/L
= ¥ =T mgfL
..... == 5mg/L
g —— *- 3Img/L

Zaman (gln)

Sekil 6.6 PAAm/kaolin kompozit 2 malzemesine immobilize edilen C.
plicatilis fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde lakkaz enzim

aktivitelerinin degisimi

PAAm/kaolin 2 kompozit malzemesine immobilize edilen hiicrelerle simazinin
biyodéniisiimiinde 5, 7 ve 9 mg L derisimlerde MnP enzim aktiviteleri 0. giinde artis
olmustur. Sekil (6.7), 6. giinde 3, 5, 7 ve 9 mg L derisimlerinde enzim aktiviteleri en
yiiksek degerleri almistir. En yiiksek enzim aktivite degeri 6. giinde 9 mg L™
derisiminde goriilmiistiir. Burada simazinin konsantrasyon artigina paralel enzim
aktivitelerinde artis olmustur. Hiicrenin ortamdaki kirletici bilesigi okside ettiginde
ara uriinlerin artmasindan dolay1 (1-5) giinler araliginda enzim aktivite degerleri tiim

derigimlerde diisiik seyrettigi soylenebilir.
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—3=— O mg/L
=¥ =7 mgfL
== 5mg/fL

vosgas 3 r'ng_fL

Zaman (gin)

Sekil 6.7 PAAm/kaolin kompozit 2 malzemesine immobilize edilen C. plicatilis

fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde MnP enzim aktivitesi degisimi

6.3.3 PAAm/kaolin Kompozit 3 Malzemesine immobilize Edilen Coprinus
plicatilis Fungus Hiicreleri ile Simazinin Biyodoniisiimiinde Lakkaz ve MnP

Enzim Aktiviteleri Degisimi

PAAm/kaolin 3 kompozit malzemesine immobilize edilen hiicrelerle
simazinin biyodoniigiimiinde 3, 5, 7, 9 mg L derisimlerde lakkaz enzim aktiviteleri
3., 6 ve 8. giinlerde artiglar olmustur. 8. giinde tiim derisimlerde lakkaz enzim aktivitesi
maksimum degere ulasmistir. Sekil (6.8), Enzimlerdeki farkli giinlerdeki inis ¢ikiglarin
olmasi ortamdaki simazinin biyoddniisiimde olusan ara {iriinler etkili olmustur. Serbest
fungus hiicrelerin lakkaz enzim aktiviteleriyle karsilastirdigimizda, immobilize fungus
hiicrelerde kompozit malzemenin hiicrenin gelismesine katki saglamasi ve dolayisiyla

enzim aktivitelerinin bundan olumlu yonde etkilemistir diyebiliriz.

—y=— 9 mg/L
=X =7 mg/L
=& 5mg/L

sosges 3 mg_.-‘L

Zaman(gin)

Sekil 6.8 PAAm/kaolin kompozit 3 malzemesine immobilize edilen C.
plicatilis fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde lakkaz enzim
aktivitelerinin degisimi
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—3=— O mg/L

= ¥ =T mgfL
== 5mg/L

T T mg;‘L

UL

Zaman [gin)

Sekil 6.9 PAAm/kaolin kompozit 3 malzemesine immobilize edilen C.
plicatilis fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde MnP enzim aktivitelerinin

degisimi

Sekil (6.9), PAAm/kaolin 3 kompozit mataryeline immobilize edilen hiicrelerle
simazinin biyodoniisiimiinde tiim derisimlerde MnP enzim aktiviteleri 0. giinde artis
olmustur. Simazinin tiim derisimlerinde 1. giinde lakkaz enzim seviyesinde ani
diistisler olmustur. Bu diisiisten sonraki diger giinler diisiik seviyede inis ¢ikislarla
simazin biyodoniisiimii devam etmistir. Lakkaz enziminin aktifligindeki bu degisimler
kompozit malzemenin yogunlugundan kaynaklanmasi veya simazini adsorplamasiyla
ortamdaki simazinin miktarmnin azalmasi ve dolayisiyla fungus hiicresinin de enzim

iiretimi ve aktivitesinde azalim olarak degerlendirilebilir.

6.3.4 PAAm/kaolin Kompozit 4 Malzemesine immobilize Edilen Coprinus
plicatilis Fungus Hiicreleri ile Simazinin Biyodoniisiimiinde Lakaz ve MnP Enzim

Aktiviteleri Degisimi

Sekil (6.10), PAAm/kaolin 4 kompozit mataryeline immobilize edilen
hiicrelere simazinin biyodoniisiimiinde tiim derisimlerde lakkaz enzim aktiviteleri O.
ve 3. giinlerde artislar olmustur. 8. giinde ise 3, 5, 7, 9 mg L derisimlerde enzim
aktiviteleri maksimum degere ulasmistir. Bu durum ortamdaki simazin
konsantrasyonuna paralel olarak hiicrede enzim sentezinin artarak en yiiksek seviyeye
geldigini gostermektedir. Ayrica kompozit malzemenin ortamdaki toksik bilesiklerden
fungus hiicrelerinin etkilenmeden enzim sentezini artirarak daha verimli bir sekilde

calismasina neden olmus olabilir.
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- —3=— O mg/L

= =7 mgfL
== Smg/fL
soeges 3 mg.ﬂ_

—+— 1 mg/L

Zaman (gun)

Sekil 6.10 PAAm/kaolin kompozit 4 malzemesine immobilize edilen C.
plicatilis fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde lakkaz enzim

aktivitelerinin degisimi

—y— O mg/L
=X =7 mgfL
=% 5mg/L
—# 3Img/L

—+— 1 mg/L

Zaman (gln)

Sekil 6.11 PAAm/kaolin kompozit 4 malzemesine immobilize edilen C. plicatilis

fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisimiinde MnP enzim aktivitelerinin degisimi

Sekil (6.11), PAAm/kaolin 4 kompozit malzemesine immobilize edilen
hiicrelerle simazinin biyodoniisiimiinde tiim derisimlerde MnP enzim aktiviteleri O.
giinde en yiiksek degerini almis 1., 2.ve 3. giinlerde diiserek 4.ve 5. glinde en diisiik
degeri gostermistir. Diger giinlerde fazla bir artis olmadan aktifligi devam etmistir.
PAAmM/kaolin 4 kompozit malzemesi, PAAm/kaolin kompozit 1, 2 ve 3 malzemelerine
gore daha yogun akrilamit miktarina sahiptir. PAAm/kaolin kompozit 4 malzemenin
yapisindan kaynakli olarak immobilize islemi ilk giinler az ve diger giinlerde hiicreler

daha fazla immobilize oldugundan kompozit malzemenin ortamdaki simazini
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absorblayarak miktarin azalmasiyla enzim sentezininde buna parale azaldig

sOylenebilir.

6.3.5 PAAm/kaolin Kompozit 5 Malzemesine immobilize Edilen Coprinus
plicatilis Fungus Hiicreleri ile Simazinin Biyodoniisiimiinde Lakkaz ve MnP

Enzim Aktiviteleri Degisimi

Sekil (6.12), PAAm/kaolin 5 kompozit malzemesine immobilize edilen
hiicrelerle simazinin biyodéniisiimiinde 3, 5, 7, 9 mg L? derisimlerde lakkaz
aktivitelerinde 0., 2., 6. ve 9. giinlerde artislar olmustur. Simazinin 5, 7, 9 mg L*
derisimlerde enzim aktiviteleri 0. giinde en yiliksek degere ulagmistir. Ara tiriin
olusumu ve yogun igerikli kompozit malzemeden dolayr fungus hiicrelerin enzim
tretimi degisiklik gostermistir. Enzim aktiviteleri diger PAAm/kaolin (1,2,3,4)

kompozitlerine gore daha diisiik olmustur.

Sekil (6.13), PAAm/kaolin 5 kompozit malzemesine immobilize edilen
hiicrelerle simazinin biyodoniisiimiinde tiim derisimlerde MnP enzim aktiviteleri 3.
ve 7. giinde artiglar gdstermistir. Simazini 7 ve 9 mg L™ derisimlerde enzim aktiviteleri
7. glinde maksimum degere ulagmistir. Ancak calisilan tiim kompozitler arasinda MnP

enzim aktivitelerinde en diisiik elde edildigi kompozit olmustur.

=g O mg/L
40000 & =¥ =T mgfL

4 == 5mg/L

* 3Img/L

Zaman (gin)

Sekil 6.12 PAAm/kaolin kompozit 5 malzemesine immobilize edilen C. plicatilis

fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniistimiinde lakkaz enzim aktivitelerinin degisimi
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—— & mg/L
=¥ =T mgfL

' _. ¥ . =& 5mgflL
L A B

U/L

Zaman (gln)

6.13 PAAm/kaolin kompozit 5 malzemesine immobilize edilen C. plicatilis fungus

hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde MnP enzim aktivitelerinin degisimi.

6.3.6 PAAm/kaolin Kompozit 6 Malzemesine immobilize Edilen Coprinus
plicatilis Fungus Hiicreleri ile Simazinin Biyodoniisiimiinde Lakkaz ve MnP

Enzim Aktiviteleri Degisimi

Sekil (6.14), PAAm/kaolin 6 kompozit malzemesine immobilize edilen fungus
hiicrelerle simazin biyodoniisiimiinde tiim derisimlerde lakkaz enzim aktiviteleri 2., 4.,
6 ve 9. giinlerde artislar olmustur. Lakkaz enziminde aktivitesi 2. giinde tiim
derisimlerde maksimum degere ulasmistir. Burada aktivite degerlerinin inis ¢ikiglari
kompozit metaryelin ortamdaki simazin biyodoniisiimiinde olusan ara iriinlerden
kaynakli olarak enzim aktivitelerine etkilemis olabilir. Ayrica kompozit malzemede
akrilamit miktarin artmasiyla kompozit malzemenin yognlugu artmis buda simazinin
adsorblanarak artamdaki miktarinin azalmasina paralel enzim aktivitelerinde

azalmalara neden olmus olabilir.

Sekil (6.15), PAAm/kaolin 6 kompozit malzemesine immobilize edilen fungus
hiicrelerle simazinin biyodéniisiimiinde 3, 5, 7, 9 mg L? derisimlerde MnP
aktivitelerinde 1. glinde artig olmustur. Simazinin tiim derisimlerinde 5. ve 8. giinlerde
MnP enzim aktivitelerinde artiglarin oldugu goriilmiistiir. Enzim aktiviteleri tiim
derisimlerde 8. giinde maksimum degerini alarak aktifligi devam etmistir. 9. glinde
enzim aktivitelerinde diislis olmakla birlikte tamamen sifirlanmamistir. Bu durum
biyodoniigiimiin devam etmekte oldugunu ve ortamdaki simazinin tamamen

tilkenmedigini gostermektedir.
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Zaman (gin)

Sekil 6.14 PAAm/kaolin kompozit 6 malzemesine immobilize edilen C. plicatilis
fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde lakkaz enzim aktivitelerinin

degisimi

U/L

Zaman (gin)

Sekil 6.15 PAAm/kaolin kompozit 6 malzemesine immobilize edilen C.plicatilis
fungus hiicrelerinin simazinin biyodoniisiimiinde MnP enzim aktivitelerinin

degisimi.
6.4 FT-IR Analizleri ve Spektrum Taramasi

Infrared spektrofotometri organik ve inorganik saf bilesiklerin belirlenmesi
i¢cin ¢ok kullanilan tekniklerden birisidir. Her molekiiliin (homo niikleer molekiiller
hari¢) absorpsiyon spektrumu kendine Ozgiidiir. IR spektrumlar1 karsilastirilarak
maddelerin ayni olup olmadigi sdylenebilir. IR spektrumlari ¢ok sayida keskin pikler

ve minimumlar bulundurur ve bu pikler fonksiyonel gruplar1 tanimlamada kullanilir
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(Kilig ve Yilmaz 2004). Tanimlama iki basamakta yapilir, ilk basamakta maddenin
spektrumu alinarak 3600-1200 cm™ arasindaki absorbsiyon bantlar tespit edilir. Bu
araliga, fonksiyonel gruplar bolgesi denir. Molekiildeki kiigiik yapisal ve bilesim
degisiklerini incelenen ikinci bolgeyede parmak izi bélgesidir ve 1200-600 cm™

araliginda degerlendirilir (Glindiiz, 2004).

Bu deneysel calismada, serbest Coprinus plicatilis fungus hiicreleri ve
PAAmM/kaolin kompozit malzemelerine immobilize edilen fungus hiicrelerinden alinan
orneklerin, 450-4000 cm™ dalga sayis1 aralifinda simazinin fonksiyonel gruplarmin
yiizde gecirgenlik degerleri tespit edilerek simazinin IR spektrumu elde edilmistir.
Elde edilen spektrumlar 1 mg L derisimi ile 0. ve 9. giinleri i¢in karsilastirilmis ve

biyodoniisiimiiniin gerceklesip gergeklesmedigi aydinlatilmaya ¢alisiimistir.
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Sekil 6.16 MeOH ve serbest hiicre ortami simazin FT-IR spektrumlar1 (1 mg L%, 0.

ve 9. giin)
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Yapilan deneysel caligmada metanolde hazirlanan simazinin IR spektrumu
incelendiginde (Sekil 6.16) IR spektrumunda 3674 cm™ N-H grubuna ait, 3100-3450
cm-1 ¢oziicii O-H grubuna ait yayvan pik, 1024-1500 cm™ araliginda aromatik ve
alifatik C-H gruplarina ait pikler goriilmektedir. Parmak izi bolgesinde 850-890 cm™

araliginda goriilen pikler C-ClI gruplarina ait pikler olarak degerlendirilmistir.

Serbest hiicre ¢alismasinin 1 mg L™ derisimli 0. ve 9. giinlerde alinan
orneklerin IR spektrumlarindan alinan pikler ¢akistirilarak simazinin spektrumu ile
karsilagtirilmistir. IR analizinde metanollii ortam simazin pikleri ve serbest hiicrelerle

biyoddniisiim sonrasi simazinin (1 mg L) pikleri ayn1 araliklarda tespit edilmistir.
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Sekil 6.17 PAAm/kaolin kompozit (1-2) malzemesine immobilize C. plicatilis
fungus hiicreleri ile biyoddniisiim sonras1 simazin FT-IR spektrumlari (1 mg L, 0.

ve 9. giin
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PAAm/kaolin kompozit malzemelerine immobilize edilen fungus hiicrelerin
simazinin 1 mg L™ derisiminde yapilan ¢alismada 0. ve 9. giinlerde alinan drneklerin
IR spektrumlar1 c¢akistirilarak simazin (MeOH) spektrumu ile karsilastirildiginda
kiiciik kaymalar olsa da gelen pikler ayni aralikta tespit edilmistir. Cakistirilan piklerin
siddetlerinde azalmalar oldugu goriilmiis, bu durum hiicrelerin simazinin

biyodontigiimiinii gergeklestirdigini gostermektedir.
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Sekil 6.18 PAAm/kaolin kompozit (3-4) malzemesine immobilize C. plicatilis
fungus hiicreleri ile biyoddniisiim sonras1 simazin FT-IR spektrumlari (1 mg L, 0.

ve 9. giin
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Sekil 6.19 PAAm/kaolin kompozit (5-6) malzemesine immobilize C.
plicatilis fungus hiicreleri ile biyodoniisiim sonrasi simazin FT-IR spektrumlari (1

mg L%, 0. ve 9. giin

PAAm/kaolin kompozit malzemelerine immobilize edilen fungus hiicrelerin
simazinin 1 mg L derisimi i¢in 0. ve 9. giinlerde alinan &rneklerin ¢akistirilan IR
spektrumlar1 %T verileri gdzoniine alinarak degerlendirilmistir. Ozellikle 1., 2. ve 3.
kompozitlere immobilize hiicrelerle yapilan simazinin biyodoniisiimiinde IR
spektrumlarinda pik siddetlerindeki azalma diger kompozitlere gore daha fazla
olmustur. Biyodoniisiimii nicel olarak belirlemek icin, tiim drnekler igin 2988 cm™
dalga sayisina ait piklerin % T degerleri karsilastiriimis (1 mg L™ simazin 0. ve 9. giin)
ve ylizde biyodoniisiimii hesaplanmigtir (Tablo 6.1). Biyodoniisiim yiizdeleri 0.52 ile
5.47 araliginda bulunmustur. Simazin biyodoniisiimiinde kompozit malzemeye

immobilize hiicrelerin verimliliginin arttig1 goriilmektedir.
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Tablo 6.1 Serbest hiicre ve PAAm/kaolin kompozit (1, 2, 3, 4, 5, 6) malzemesine
immobilize C. plicatilis fungus hiicreleri ile simazinin biyodoniisiim sonrasi yiizde

gecirgenlik (2988 cm 1, 1 mg L%, 0. ve 9. giin) ve biyodéniisiim verileri

Kompozit / Giin aralig1 0. giin 9. giin % Biyodoniisiim
(%T) (%T)
Serbest Hiicre 86.99 87.64 0.74
Kompozit 1 90.18 95.12 5.47
Kompozit 2 83.89 85.18 1.53
Kompozit 3 76.16 77.28 1.47
Kompozit 4 79.30 79.72 0.52
Kompozit 5 98.08 98.64 0.57
Kompozit 6 82.68 83.11 0.52

% Biyodoniisiim = (9. Giin %T-0. Giin %T)/0.Giin %Tx100

o1



7. SONUC ve ONERILER

Bu ¢alismada, simazinin beyaz ciiriik¢iil fungus olan C. plicatilis hiicreleri
kullanilarak biyolojik doniistimii arastirilmigtir. Organizmanin serbest formlar: ile
PAAm/kaolin  kompozitlere  immobilize  formlarin  biyolojik  doniisiimii
karsilastirilmistir. Kompozit malzemelerin morfolojik yapi analizi taramali elektron
mikrokobu (SEM) goriintiisii alinarak degerlendirilmistir. Serbest ve immobilize
hiicrelerde simazin biyodoniisiimiinde yapisal degisimleri takip etmek i¢in FT-IR
analizleri yapilmistir. Biyodoniisiimde enzimlerin rollerini degerlendirmek i¢in sulu

ortamda lakkaz ve mangan peroksidaz (MnP) enzim aktiviteleri hesaplanmstir.

Serbest fungus hiicrelerle simazinin biyodoniisiimiinde 9 mg L™ derisiminde
lakkaz enzim aktiviteleri maksimum degerini 3. giinde 90000 U/L’dir. PAAm/kaolin
kompozit (1, 2, 3, 4, 5, 6) malzemelerine immobilize edilen fungus hiicrelerle
simazinin biyodoniisiimiinde 9 mg L derisiminde lakkaz enzim aktiviteleri sirastyla;
PAAm/kaolin 1 kompozit 6. giinde 80000 U/L, PAAm/kaolin 2 kompozit 3. giinde
110000 U/L, PAAm/kaolin 3 kompozit 8. Giinde 150000 U/L, PAAm/kaolin 4
kompozit 8. giinde 160000 U/L, PAAm/kaolin 5 kompozit 0. giinde 90000 U/L ve
PAAm/kaolin 6 kompozit 2. giinde 100000 U/L degerlerini almiglardir. Kompozit
malzemelerine immobilize edilen fungus hiicrelerin lakkaz aktiviteleri birinci
kompozit harig serbest hiicreden daha yiiksek degerler almigtir. Bu durum immobilize

hiicrelerinin simazin biyodoniisiimiinde daha verimli oldugunu gostermektedir.

Serbest fungus hiicrelerle simazinin biyodoniisiimiinde 9 mg L' MnP enzim
aktivitelerinde 6. giinde 1.3 U/L maksimum degerini almistir. PAAm/kaolin kompozit
(1, 2, 3, 4, 5, 6) malzemelerine immobilize edilen fungus hiicrelerle simazinin
biyodoniisiimiinde 9 mg L' derisiminde MnP enzim aktiviteleri sirasiyla;
PAAm/kaolin 1 kompozit 3. giinde 2.4 U/L, PAAm/kaolin 2 kompozit 6. giinde 2.3
U/L, PAAm/kaolin 3 kompozit 0. giin 0.9 U/L, PAAm/kaolin 4 kompozit 0. giinde 2.5
U/L, PAAm/kaolin 5 kompozit 7. giinde 0.4 U/L ve PAAm/kaolin 6 kompozit 8. giinde
2.0 U/L degerlerini almislardir. Serbest hiicreyle immobilize hiicrelerin MnP enzim
aktivitelerini kiyasladigimizda PAAm/kaolin 3 ve PAAm/kaolin 5 kompozit harig
immobilize hiicreler serbest hiicreye gore daha yiiksek aktivite degerlerine sahiptir.

Sentezlenen 6 farkli  kompozite immobilize hiicrelerin  verimlilikleri
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degerlendirildiginde en verimli olanin PAAm/kaolin 4 kompozite immobilize
hiicrelerin oldugu sdylenebilir. Kompozit malzemelerinde akrilamit miktar1 arttikga
aktivite degerlerinde azalmalar olmustur. Aktivite degerlerindeki diisiisler kompozit
malzemenin simazini adsorblamasiyla ortamdaki simazin miktarinin azalmasina yada
simazinin oksidasyonuyla olusan ara tirtinler kaynakli oldugu diisiiniilmektedir. Farkli
derisimler ¢alisildiginda hiicre simazin miktarindaki artisa paralel olarak, fungus
hiicreleri simazinin biyoddniistimiinii gerceklestirmek icin enzim aktivitelerinde
artislar olmus ve simazinin 9 mg L™ derisiminde maksimum seviyelere ¢ikarmustir.
Fakat enzimlerin oksidasyonuyla olusan ara iiriinlerin enzim aktivitelerinin degerinde
azalmalara neden olmustur. Olusan ara iirlinler enzimi inhibe etmemis ve fungus

hiicreleri simazin biyodoniisiimiinii ger¢eklestirmeye devam etmistir.

Serbest ve immobilize hiicrelerle gergeklestirilen simazinin biyodoniisiimiinde
alinan 6rneklerin FT-IR spektrumlar1 degerlendirildiginde, simazin biyodoniisiimiinde
serbest hiicrelerin etkinliginin, kompozit malzemeye immobilize edilen hiicrelere gore
az oldugu goriilmiistiir. Ozellikle 1., 2. ve 3. kompozite immobilize hiicrelerle yapilan
simazinin biyodoniisiimiinde IR spektrumlarinda pik siddetlerindeki azalma diger
kompozitlere gére daha fazla olmustur. Biyodoniisiimii nicel olarak belirlemek igin,
tiim 6rneklerde (Tablo 6.1, 1 mg L simazin 0. ve 9. giin) 2988 cm™ dalga sayisina ait
piklerin % T degerleri karsilagtirilmis ve yiizde biyodoniisiimii hesaplanmustir. Serbest
hiicre, kompozit malzeme 1, 2, 3, 4, 5 ve 6’ya immobilize hiicrelerin simazin
biyodoniisiim yiizdeleri sirasiyla; 0.74, 5.47, 1.53, 1.47, 0.52, 0,57 ve 0.52 olarak
bulunmustur. Genel olarak simazinin biyodoniisiimiinde kompozite immobilize

hiicrelerin daha etkili oldugu sdylenebilir.

Immobilize hiicrelerde genel olarak enzim aktivitelerindeki artiglar serbest
hiicreye gore daha fazla olmustur. Bu ¢alismada 6 farkli PAAm/kaolin kompozitlere
immobilize edilen fungus hiicreleriyle 9 mg L™ derisimli simazinin biyodoniisiimiinde
lakaz ve MnP aktivitelerinde lakkaz enziminde 8. giin, MnP enziminde 0. giinde en
yiiksek aktivite degeri PAAm/kaolin 4 kompozite immobilize hiicrede elde edilmistir.

Sonug olarak; beyaz ciiriik¢iil fungus C. plicatilis hiicrelerinin serbest ve
Immobilize formlar1 ile simazinin biyoddniisiim verimliliklerini karsilastirildiginda
immobilize hiicrelerin daha verimli oldugu goriilmiistiir. Kompozite immobilize olan

fungus hiicreleri sSimazin biyodoniigiimiini gerceklestirirken kompozit yap1 simazinin
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toksik etkilerin bertarafina katki saglamis ve hiicrelerin verimli ¢aligmasini artirmistir.
Yapilan bu calisma ile immobilize hiicrelerin ¢esitli su ve atik su aritiminda ayrica

bioreaktorler tasarlanarak kullaniminda katki saglayacagi diisiiniilmektedir.
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