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OZET

EVERZOL RED TEKSTIiL BOYARMADDESININ SERBEST VE
IMMOBILIZE COPRINUS PLICATILIS iLE BiYOLOJIK GIDERIMINIiN
ARASTIRILMASI
YUKSEK LiSANS TEZi
MERVE CANPOLAT TOPUZ
PAMUKKALE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI
BiYOKIMYA
(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. HATICE ARDAG AKDOGAN)

DENIiZLi, ARALIK - 2013

Bu ¢alismanin amact; 6zellikle boyarmadde ve tekstil endiistrisi isletmeleri
tarafindan kullanilan ve bu isletmelerden cevreye birakilan atik su igerisindeki
onemli kirlilik faktorii olan sentetik boyarmaddelerin diisiik maliyetle ve kisa siirede
biyolojik olarak aritilmasinin arastirilmasidir.

Bu amagla, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Coprinus plicatilis
beyaz ¢iiriik¢iil funguslar1 tarafindan Everzol Red 3BS boyarmaddesinin biyolojik
giderimi arastirilmistir. Kiltiir ortamindaki boyarmadde konsantrasyonu degisimi
spektrofotometre ile izlendi. En iyi biyolojik giderimi Coprinus plicatilis beyaz
curiikciil fungusunun gergeklestirdigi tespit edildi.

Daha sonra aspartik asit, glisin, arginin aminoasitlerinin boyarmadde giderimi
lizerine etkisi arastirildi. Aminoasit etkisine bakildiginda, aspartik asit bulunan
ortamda en iyi giderim elde edilmistir.

Coprinus plicatilis farkli tasiyicilar iizerine (Amberlite XAD-7, kum, jelatin,
kaolin, kaliks[4]aren, p-tert biitilkalisks[4]aren) immobilize edilerek, Everzol Red
3BS boyarmaddesi i¢in en iyi tasiyict se¢ildi. Amberlit XAD-7 ile immobilize
edilmis Coprinus plicatilis tarafindan boyarmaddenin tamami degrade edildi.
Biyodegradasyon sonuncu giiniindeki tiim Ornekler FT-IR’ de analiz edildi.
Immobilize Coprinus plicatilis ile Everzol Red 3BS basarili bir sekilde biyolojik

giderime ugratilabildi.

ANAHTAR KELIMELER: Biyodegradasyon, Beyaz Ciiriikciil Fungus, Trametes

versicolor, Pleurotus ostreatus, Coprinus plicatilis, Everzol Red 3BS.



ABSTRACT

INVESTIGATION OF EVERZOL RED TEXTILE DYE
BIYODEGRADATION BY FREE AND IMMOBILIZED COPRINUS
PLICATILIS
MSC THESIS
MERVE CANPOLAT TOPUZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

CHEMISTRY
BIOCHEMISTRY
(SUPERVISOR: ASIST. PROF. DR. HATICE ARDAG AKDOGAN )

DENIiZLi, DECEMBER 2013

The aim of this study is to investigate the biological treatment of synthetic
dyes, at a low cost and in the shortest possible time, which are used expecially dye
and textile industries and are an important polluting agent in the waste water dumped
into the environment by these industries.

In this present work; sub-tropical white rot fungi, Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus, Coprinus plicatilis were investigated for theirs ability to degrade
Everzol Red 3BS and determined very good degrader (Coprinus plicatilis).

Effects of aminoacids (glycine, aspartic acid, arginine) was investigated on
the removal of direct blue 15 by Coprinus plicatilis. The results showed that
increasing aminoacids concentration decreased the removal of Everzol Red 3BS.

The fungus Coprinus plicatilis was immobilized in several carrier matrices:
Amberlite XAD-7, sand, kaolin, gelatin, kalix[4]aren, p-tert kalix[4]aren and then
selected matrice was used as a biosorbent for degradating Everzol Red 3BS.
Immobilized organisms with Amberlit XAD-7 removed 100% of 10.0 mgL " within
23 hours in batch system. There was an attempt to identify metabolites via FT-IR at
the end of the decolorization.

It was concluded that immobilized Coprinus plicatilis achieved the
biodegradation of Everzol Red 3BS.

KEYWORDS: Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Coprinus plicatilis,
Everzol Red 3BS, Biodegradation, White rot fungus.
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1. GIRIS

Evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucunda kirlenmis veya
Ozellikleri kismen ya da tamamen degismis sular, maden ocaklar1 ve cevher
hazirlama tesislerindeki sular ve yapilasmis kaplamali ve kaplamasiz sehir
bolgelerinden, cadde otopark ve benzeri alanlardan yagislarin yiizey veya yiizey alti
akmas1 sonucunda gelen sular atik su olarak tanimlanir [1]. Endistriyel atik sulari
gida, tekstil, kagit ve seliiloz, kimya petrol, komiir madenleri, metal, sentetik
kauguk/plastik ve diger isletmelerden ¢ikan sular olarak disiiniilebilir. Tekstil
endistrisi diger endiistriyel sektorlere nazaran desarj hacmi ve c¢ikis suyu
kompozisyonu gbéz Oniine alindiginda cevreyi en ¢ok kirleten endiistri olarak

nitelendirilmektedir [2,3].

Boyama islemi, tekstil endiistrisinin en Onemli proseslerinden biri olmakla
beraber yogun renk ve aymi zamanda refrakter (konvansiyonel aritma sistemlerinde
aritilamayan) madde igeren endiistriyel atik su miktarinin da Onemli kismini
olusturmaktadir. Renk parametresi, gerek estetik agidan gerekse ¢evre dengesi agisindan
ciddi problemler yaratmaktadir. Koyu renkli sular giines 1sinlarinin gegisini engelleyerek
fotosentezi yavaslatmaktadir. Rengin artmasi, fotosentez hizini yavaslattigindan canh

hayatini olumsuz yonde etkilemektedir.

Yapisal oOzellikleri ve c¢evre kirlenmesi agisindan tasidiklart Onemleri
nedeniyle boyama islemlerinden kaynaklanan atik sularin aritma segeneklerinin
tanimlanmasinda  boyarmaddelerin  antilabilirliklerinin  arastirilmast  dnem
tagimaktadir. Tekstil endiistrisi atik sularindan renk gideriminde kimyasal ¢oktiirme,
oksidasyon,  elektrokoagiilasyon  gibi  fizikokimyasal = aritma  metotlar
kullanilmaktadir. Tekstil endiistrisi atik sulari i¢in Onerilen fiziksel ve kimyasal
yontemlerin yiiksek maliyet gerektirmeleri ve her boyarmadde igin kullanilamiyor
olmalari, uygulanmalarimin sinirli olmasina neden olmustur. Son zamanlarda yapilan
caligmalar bir¢ok boyarmadde tiiriinii atik sudan giderebilme yetenegine sahip yaygin
mikroorganizma tiirlerinin mevcudiyetini vurgulamis ve biyoteknolojik metotlar1 6n
plana c¢ikarmistir [4]. Biyoteknolojik teknikler, fermantasyon, enzim teknolojisi,
hiicre doku ve kiiltiirii tekniklerini gibi ¢esitli aktiviteleri igermektedir.
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Biyoteknolojik siireglerde temel kavram mikroorganizmalarin atik maddeleri
besin olarak kullanmasi ve ¢evreye zarar vermeyecek bilesiklere doniistiirmesidir [5].
Son yillarda o6zellikle lignin ve lignin tiirevi kompleks aromatik bilesikleri
pargalayabilen funguslarla veya funguslardan elde edilen enzimlerle renk giderimi

caligmalar1 yapilmaktadir.

Mikroorganizmalar, atitk maddeleri enzimatik olarak parcalamaktadirlar.
Ancak mikroorganizma yerine dogrudan onlardan elde edilen enzimlerin
kullanilmas1 bir¢ok avantaj saglar [6]. Enzimlerin kullanildigi proseslerde, enzim
kaynagi olarak, mikroorganizmalarin kullanilmasi ile diger yontemlerde kullanilan
havalandirma ve ¢oktiirme tanklarina ihtiya¢ olmadigi i¢in, yatirim masraflar1 azalir.
Enzimler secici ve aktif biyomolekiillerdir ve bir destek iizerine tutuklandiklarinda,

mikroorganizmalara gore daha genis pH ve sicaklik araliginda ¢alisabilmektedirler.

Bu c¢alismada, Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus, Coprinus plicatilis
subtropikal beyaz ¢liriik¢iil funguslarin, farkli konsantrasyonlardaki (10-100 mg/L)
Everzol Red 3BS boyarmaddesini degrede edebilme yetenekleri arastirildi.
Boyarmaddenin biyodegradasyonu i¢in en uygun fungus tiirii belirlendi. Serbest ve
immobilize hiicreler ile Everzol Red 3BS boyarmaddesinin yikimi incelendi. Everzol

Red 3BS boyarmadde biyodegradasyonunda aminoasit etkisi aragtirildi.

1.1  Boyarmaddeler

Boyarmadde; bir materyale kendiliginden veya uygun reaksiyon maddeleri
sayesinde renk veren organik maddelerdir. Renk madde {izerine diisen 1sinlarin
absorbsiyon, yansima degerleri ile ilgili olarak ortaya ¢ikar [7].

Kromofor, organik bir molekiil i¢inde renkli goriiniimii saglayan atom, atom
grubu veya elektronlardir. Kromofor gruplariin hepsi azot, nitro, nitroso ve karbonil
grubu gibi cift bag icerirler. Boyarmadde icersinde yer alan ve kromofor igeren
aromatik halkali bilesiklere kromojen denir. Genellikle bunlarin renkleri soluk
oldugundan oksokrom denilen elektron verici hidroksil, amin, karboksil, siilfo gibi
birinci dereceden yer degistiricilerin ve antioksokrom denilen karbonil, nitrozo gibi
ikinci dereceden yer degistiricilerin baglanmasiyla hem renk koyulagir hem de renkli

bilesik liflere karsi afinite kazanarak boyarmadde niteligi kazanir [7,8]. Boyar
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maddeler; ¢oziiniirliik, kimyasal yap1, boyama 6zellikleri gibi ¢esitli karakteristikleri

g0z Oniine alinarak siniflandirilir [9].

1.1.1 Boyama Ozelliklerine Gére Boyarmaddeler

* Bazik (katyonik),
* Asit (anyonik),

* Direkt,

» Mordan,

* Kiip,

« Inkisaf,

» Metal,

* Dispersiyon,

* Pigment

* Reaktif boyarmaddeler olarak siniflandirilmaktadirlar.

Bazik (katyonik) boyarmaddeler; Organik bazlarin hidrokloriirleri seklinde
olup, katyonik grubu renkli kisimda tasirlar. Pozitif yiik tasiyici olarak N (Azot) veya
S (Kiikiirt) atomu igerirler. Yapilarindan dolayr bazik (proton alan) olduklarindan
anyonik grup igeren liflerle baglanirlar. Baslica poliakrilonitril, kismen de yiin ve

pamuk elyafin boyanmasinda kullanilirlar [10].

Asit Boyarmaddeler: OH’, SOsH’, COOH" gibi oksokrom gruplari igerirler.
Bu boyalar Na*, K*, Ca*, NHas* vb. gruplarla tuz olustururlar ve ¢ozelti icinde negatif

yiikii verecek sekilde iyonlagirlar. Yiin, ipek ve derilerin boyanmasinda kullanilirlar.

Direkt boyarmaddeler (Substantif Boyarmaddeler); genellikle siilfonik,
bazen de karboksilik asitlerin sodyum tuzlaridir. Yapt bakimindan direkt ve asit

boyarmaddeler arasinda kesin bir sinir bulunmamaktadir.

Mordan boyarmaddeleri asidik veya bazik fonksiyonel gruplar igerirler.
Bitkisel ve hayvansal elyaf ile kararsiz bilesikler olustururlar. Mordan sézciigi,
boyarmaddeyi elyafa tespit eden madde veya bilesim anlamini tasir. Birgok dogal ve

sentetik boyarmadde bu siifa girmektedir.
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Kiip boyarmaddeleri; karbonil grubu iceren ve suda ¢dziinmeyen boyar
maddelerdir. Bunlar indirgeme ile suda ¢oziiniir hale getirilirler ve bu halde elyafa
cektirilirler [10].

Elyaf {izerinde olusturularak son sekline dontstiiriilebilen biitiin
boyarmaddeler inkisaf boyarmaddeleridir. Azoik boyarmaddeler de denilen bu

boyarmaddeler ile fitalosiyanin boyarmaddeleri de bu sinifa girmektedirler.

Belirli gruplara sahip bazi azo boyarmaddeleri ile metal iyonlarinin kompleks
olusturdugu boyarmaddeler metal kompleks boyarmaddeleridir. Kompleks
olusumunda azo grubu rol oynar. Metal katyonu olarak Co, Cu ve Ni iyonlari

kullanilmaktadir [10].

Dispersiyon boyarmaddeleri suda eser miktarda ¢6ziinebilen, bu nedenle
sudaki dispersiyonlar1 halinde uygulanabilen boyarmaddelerdir. Bu boyarmaddeler,
boyama islemi sirasinda dispersiyon ortamindan hidrofob elyaf iizerine difiizyon

yolu ile ¢ekilmektedirler.

Pigment boyarmaddeler, baglayict madde denilen sentetik recineler ile elyaf

ylizeyine baglanan boyarmaddelerdir [10].

Reaktif boyarmaddeler, iilkemizde en ¢ok tiiketilen boyarmaddelerdir.
Reaktif gruplarin reaktifliklerine gore yliksek reaktiflie sahip boyarmaddeler ve
diisiik reaktiflige sahip boyarmaddeler olmak iizere iki sinifta toplanirlar. Yiiksek
reaktiflige sahip boyarmaddeler vinilsiilfon, diklorotriazin, difloroprimidin gibi
reaktif grup igeren boyarmaddelerdir. Yiksek reaktiflige sahip boyarmaddelerle
diisiik reaktiflige sahip boyarmaddelere oranla daha hizli boyama saglanir ve ayni
zamanda kimyasal madde ve enerji tilketimi daha azdir. Diisiik reaktiflige sahip
boyarmaddelerle boyama isleminde ise hidroliz tehlikesinin daha az olmas1 nedeniyle

boyarmadde kaybi daha azdir [11,12].

1.2 Tekstil Atik Sularindan Boyarmaddelerin Aritim Yontemleri

Tekstil endiistrisinde boyama islemi kumasa renk vermek igin yapilir.

Boyarmaddeli atik sularin karakterizasyonu, boyarmaddelerin kimyasal yapisindaki
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farkliliklardan ve boyama prosesinin degisim gdstermesinden dolayr olduk¢a zordur
[13].

Giliniimiizde boyarmaddelerin aritim1 biiyiik 6lciide fiziksel ve kimyasal
yontemlerle gerceklestirilmektedir. Ancak bu yontemlerin maliyeti oldukga yiiksektir
ve ortaya ¢ikan biiyiik miktardaki konsantre gamurun giderilmesi problemlere neden
olmaktadir. Bu nedenle biiylik hacimli atik sulardaki boyarmaddelerin etkili ve
ekonomik bir sekilde giderilmesi i¢in biyolojik sistemler gibi alternatif sistemlere

gereksinim vardir [14].

1.2.1 Kimyasal Yontemler

Tekstil atik sularmin kimyasal yontemlerle aritilmasi uzun yillardan beri en
cok ragbet géren yontemlerden biri olmustur. Bunun en biiyilik nedeni siiphesiz atik
su kalitesinde meydana gelen degisikliklerin kullanilan kimyasalda veya uygulanan
dozda yapilan degisikliklerle kolayca tolere edilebilir olmasidir [15]. Tekstil
endiistrisi atik sularimin arittiminda en yaygin olarak kullanilan kimyasal yontemler
oksidasyon yontemleri, kimyasal ¢oktiirme ve flokiilasyon yontemi gibi yontemler

ile aritimdir.

1.2.1.1 Oksidasyon

Oksidasyon kimyasal yontemler i¢inde en yaygin olarak kullanilan renk
giderme yontemidir. Bunun en biiyiik nedeni uygulanmasinin basit olusudur.
Kimyasal oksidasyon sonucu boyarmadde molekiiliindeki, aromatik halka kirilarak
boyarmadde giderilir. Oksitleyici ajan olarak hidrojen peroksit kullanilir. Hidrojen
peroksit UV ile aktif hale getirilerek serbest OH radikallerinin olugsmas1 saglanir. OH

radikalleri organik maddeyi okside ederek parcalanmasini saglarlar [16].
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1.2.1.2 Ozonlama

Ozon uygulamalar1 70 1i yillarin basinda baslamistir. Ozonlama ile dikkate
deger boyutlarda renk giderimi saglanabilmektedir. Ozonla oksidasyon kronin
hidrokarbonlar1 ve aromatik hidrokarbonlar1 degrade edebilir. Gaz fazinda oldugu
icin ¢evreye atik su veya camur birakmaz. Boyarmaddelerin kromofor guruplarinin
olusturdugu toksik ozellikleri azaltir. Kimyasal oksijen ihtiyacini diisiiriir. Ozonun
dezavantaji yar1 Omriiniin ¢ok kisa olmasi ve maliyetinin yiiksek olmasidir.
Ozonlama sonucu elde edilen renk giderimi boyarmaddelerin cinsine gére farklilik

gostermektedir [16].

Strickland ve Perkins (1995) tarafindan yapilan ¢aligmada 30 dakikalim bir
zaman sliresince ozonlanan azoik, dispers/siilfiir ve reaktif boyarmadde igeren atik
sularda bagarili bir renk giderimi saglarken vat boyarmaddesi igeren atik sularda ayni1

basariy1 gostermemis ve renk giderimi %50 ile sinirli kalmigtir [17].

1.2.1.3 Fotokimyasal Yontem

Bu yontemle boyarmadde molekiilleri, hidrojen peroksit varliginda UV
radyasyonu ile karbondioksit ve suya kadar pargalanirlar. Parcalama sonucu yiiksek
miktarda hidroksil radikalleri olusur. Bu hidroksil radikalleri organik atiklari okside
ederler [14].

1.2.1.4 Sodyum hipoklorit (NaOCI)

Klor boyarmaddelerdeki amino gruplarina etki eder ve azo baglarin1 koparir.
Ancak aromatik aminler salgilandigi i¢in bu yontem ¢ok nadir kullanilir. Alici
ortamda olumsuz etkiler yaratir. Sodyum hidroksit ile renk giderimi asit ve direkt
boyarmaddeler igin tatmin edici sonuglar vermektedir. Reaktif boyarmaddelerin

aritimi i¢in ise uygun degildir [18].
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1.2.1.5 Kimyasal Floklastirma Ve Coktiirme Yontemi

Bu yontemde floklasma ve ¢okelme kimyasal maddeler yardimiyla saglanir.
Atik suya katilan kimyasal maddeler yardimiyla meydana gelen floklasma ile
¢Ozlinmiis maddeler ve kolloidler giderilir. En ¢ok kullanilan kimyasallar arsinda

Aly(SO4)3, FeCls, FeSO4 ve kireg sayilabilir [14].

1.2.2 Fiziksel Yontemler

1.2.2.1 Adsorpsiyon ve Iyon Degisimi Yontemi

Adsorbsiyon ve iyon degisim yontemi renk gideriminin iki temel
mekanizmasidir. Bu mekanizma boyarmadde sorbent interaksiyonu, sorbent yiizey
alani, partikiil biiyiikligi, pH ve zaman gibi fizikokimyasal faktorlerden etkilenir

[16].

Aktif Karbon Yontemi

Aktif karbon yontemi en sik kullanilan yontemlerden biridir. Katyonik
mordant ya da asidik boyarmaddeleri gidermede oldukga etkilidir. Performansi
karbona ve atik suyun karakteristigine baghdir. Aktif karbon yontemi pahalidir ancak
aktive edilerek tekrar kullanilabilir. Biyoloji ariticilarin etki etmedigi kimyasallar

icin kullanilmaktadir [17].

1.2.3 Biyolojik Yontemler

Biyolojik aritim yontemleri fiziksel ve kimyasal aritim yontemlerine nazaran
cok daha ekonomik bir yontemdir. Fiziksel ve kimyasal yontemler her boyarmadde
icin kullanilamazlar ve uygulama alanlar1 siirhidir. Biyolojik aritim, kimyasal ve
fiziksel aritima gore daha az ¢amur iiretir, maliyeti daha diisiiktiir, alic1 ortamlar i¢in

zararli yan {riinler olusturmaz bu nedenle tekstil endiistrisi atik sular1 i¢in ideal bir
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aritim yontemidir. Biyolojik aritim aerobik veya anaerobik sartlarda gerceklestirilir

[14].

1.2.3.1 Anaerobik Yontem

Anaerobik aritim oksijensiz ortamda gerceklesen aritimdir. Organik
maddelerin oksijensiz ortamda metan, karbondioksit ve suya donustiiriildiigii bir
siirectir. Boyarmaddelerle yapilan anaerobik parcalanma ¢alismalari, o6zellikle
aerobik ortamda pargalanamayan suda ¢Oziinebilir reaktif azo boyarmaddeler
tizerinde yogunlagmustir.

Cift baghi azot halkasina bagli bu boyarmaddelerin aerobik proseslerle
aritilabilirliginin  miimkiin olmamasi1 anaerobik aritmanin 6n aritma olarak
kullanilmasmmi  gerektirmektedir. =~ Anaerobik  olarak  renk  gideriminin
gerceklesebilmesi igin ilave karbon kaynagina ihtiya¢ vardir. Anaerobik sistemin
biiyiik bir avantaji biyogaz iiretimidir. Olusan biyogaz 1s1 ve gii¢c kaynagi olarak
yeniden kullanilabilir ve enerji maliyetini disiiriir. Birgok atik su ¢esidi igin
uygulanabilmesi, enerji gerektirmemesi, hatta fazladan enerji iiretebilmesi, diisiik
teknolojiyle calisabilmesi ve maliyetinin diisiik olmasi1 gibi avantajlara sahiptir
[5,16]. Cikis sularimin ozonlandiktan sonra tekrar kullanilabilmesi aritim tesisi i¢in

kimyasal madde ve su tasarrufu saglamaktadir [17].

1.2.3.2 Aerobik Yontem

Endiistriyel atik sularin aritilmasinda yaygin olarak kullanilan konvansiyonel
aktif camur sistemidir. Aktif camur sistemi dengeleme, havalandirma, ¢oktiirme ve
dezenfeksiyon siireglerinden olusur. Aktif camur kolloidal ¢6ziinmiis maddelerin
mikroorganizmalar ile ¢okebilir biyolojik floklara doniistiiriildiigii siirectir ve bu

stirecte havalandirma havuzu i¢indeki mikroorganizmalarin askida tutulmasi esastir.

Biyolojik aritma {initesi, havalandirma sonucu organik maddelerin askida
biliyiiyen mikroorganizmalar tarafindan parcalanmasi prensibiyle calisir. Tekstil

endiistrisindeki bazi boyarmadde bilesikleri ya biyolojik olarak ¢ok zor
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indirgenebilmekte ya da inert kalmaktadir. Suda iyi ¢ézilinen bazik, direkt ve baz1 azo
boyarmadde atiklarinin olmasi durumunda mikroorganizmalar bu tiir bilesikleri
biyolojik olarak indirgeyememekle birlikte boyarmaddenin bir kismini adsorbe

ederek atik suyun rengini almakta ve renk giderimi saglanabilmektedir [5].

Odunsu bitkilerde bulunan, yapisal polimer lignini pargalayabilen ve
ksenobiyotik maddelerin parcalanmasi amagli calismalarda en yaygin olarak
kullanilan beyaz ciiriik¢iil kiif Phanerochaete chrysosporium’ un, lignin peroksidaz,
manganeze bagli peroksidaz gibi enzimleri kullanarak  boyarmaddeleri
parcalayabildigi bilinmektedir [16]. Ancak beyaz kiiflerin, ligninolitik enzimlerinin
diisik pH degerlerinde (pH 4,5-5) aktif olmasi ve atik sularda bulunma ihtimali
diisiik olan tiamin ile veratril maddelerine ihtiya¢ duymasi gibi dezavantajlar1 vardir

[19].

1.3  Beyaz Ciiriikg¢iil Funguslar

Saprofit funguslar, dogal olarak meydana gelmis lignin gibi bitkisel kokenli
biiylik molekiillerin neredeyse tliimiinii pargalayabilen ¢ok sayida hiicre dis1 enzim
uretirler. Bu 0zelliklerinden dolayi, biyojeokimyasal dongiilerin gerceklesmesinde
onemli rol oynarlar [20]. Az da olsa bu tip enzimleri olusturan bakteriler de vardir.
Odunun yapisinda bulunan maddeleri pargalama ozelligine gore funguslar ikiye
ayrilir.  Kahverengi ¢iiriikgiiller, seliiloz ve hemiselillozu parcalarken lignine
dokunmazlar, boylelikle odun daha koyu bir renk alir. Kahverengi ciirlikgiillere
Serpula lacrymans, Laetiporus portentosus ve Fomitopsis lilacino-gilva 6rnek olarak
verilebilir. Beyaz giirlikgiiller ise hiicre ¢eperini olusturan seliiloz ve hemiseliilozu
gibi polisakkaritlerin yaninda lignini de pargalarlar. Lignin uzaklagtirildigt i¢in odun
daha acik bir renk alir [20]. Beyaz giirlik¢iil funguslara Chrysosporium lignorum,
Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Stereum hirsutum, Pleurotus
ostreatus, Hebeloma crustuliniform, ve Armillaria luteobubalina, Schizophyllum
commune ve Daldinia concentrica ornek olarak verilebilir. Beyaz g¢iiriikgiil
funguslar, organik molekiiller iizerinde rol oynayan cesitli enzimleri iiretirler. Ozgiil

olmayan bu enzimler par¢alanmaya kars1 direngli olan kirleticilerin yikiminda etkin
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olarak kullanilabilmektedirler. Lignin, kagit endiistrisinde de istenmeyen bir

bilesiktir.

Lignin bu endiistride pahali ve gevreye zarar veren kimyasal bir islemle
uzaklastirilmaktadir [21]. Bu nedenle beyaz ¢iiriik¢iil funguslar kagit endiistrisinde
kullanim alani bulmaktadirlar. Beyaz giiriik¢iil funguslar, biyoteknolojide pestisit,
trinitrotoluen (TNT) igeren atik su bosaltimlar1 ve kagit endiistrisi tarafindan iiretilen
klorlanmis lignin atiklar1 gibi ¢esitli kompleks fenol iceren bilesikleri parcalamakta
da kullanilir [22]. Bu funguslarin lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz
gibi sekonder metabolitleri, polisiklik aromatikleri, poliklorlanmis bifenil ve
dioksinleri, DDT’yi ve bir¢ok klorlu fenolik bilesikleri pargalayabilir [23], tekstil

boyarmaddelerinin renk gideriminde kullanilabilir [24].

Beyaz ciirtik¢iil funguslar, fenol oksidazlar ve peroksidazlar diginda baksa
enzimler de salgilarlar. Bu funguslarin sahip oldugu enzimleri {lige ayirmak
miimkiindiir. Ilki oduna atak yapan enzimlerdir. Bunlar hem Karbonhidrat
bilesenlerinin (seliiloz, hemiseliilozu) iizerinde hem de lignin iizerinde rol oynarlar.
Ikinci grup, siiperoksit dismutaz ve glioksal oksidazi igerir. Bunlar birinci gruptaki
enzimlerle birlikte calisir ancak tek basina odunu etkilemezler. Ugiincii grup ise
glikoz 1-oksidaz, aril alkol oksidaz, piranoz 2-oksidaz, sellobioz dehidrogenazi

kapsar. Bu enzimlerin hepsi lignin degradasyonunda rol oynar [25].

Beyaz c¢iiriik¢lil mantarlarin ve bu mantarlardan saflastirilan enzimlerin
kullanildig1 biyoteknolojik c¢alismalara pek ¢ok ornek vermek miimkiindiir. Bunlar

arasinda;

1. Enzim tiretiminde kullanimi

2. Agir metallerin biyolojik adsorpsiyonunda kullanimi

3.Boyarmaddelerin ve tekstil fabrikas: atik sularinin renginin gideriminde kullanimi
4. Kagit ve kagit hamuru iireten endiistrilerde ligninin pargalanmasinda kullanimi

5. Zeytinyag fabrikas: atik suyunun aritiminda/renginin gideriminde kullanimi

6. Mikrobiyal protein kaynag: olarak kullanimi

7. Hormon iiretiminde kullanimi

8. Pestisid ve herbisid ’lerin biyolojik yikiminda kullanimi
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9. Kagit, tekstil ve petrokimya endiistrilerinden alict ortama birakilan endiistriyel
atiklarin toksisitesinin azaltiimasinda kullanimi

10. Anti-kanser ilaglarinin iiretiminde katalizor olarak kullanimi

11. Son zamanlarda kozmetik ve dermatolojik iirlinlerin hazirlanmasinda kullanimi

12. Nanobiyoteknoloji alaninda biosensdr olarak kullanimi.

14 Beyaz Ciiriikciil Funguslarla Yapilan Calismalar

Amaral ve ark. (2004), tarafindan yapilan c¢alismalarda Trametes
versicolor’in 3 adet sentetik tekstil boyarmaddesinin (R.Orange 4, R.Red 23 ve
R.Black 5) esit miktarda karisimiyla olusturulan sentetik atik su ve gergek tekstil atik
suyundaki renk giderimi aragtirllmistir. Glikoz’un varliginda ve yoklugunda
stirdiiriilen bu ¢alismalarda farkli boyarmadde konsantrasyonlar: (0, 50, 100 ve 300
mg/L) test edilmistir. 10 giinliik siire sonunda glikozun varliginda ve pH 4,5 iken 50-
100 mg/L boyarmadde konsantrasyonlarinda rengin %97’si; 300 mg/L boyarmadde
konsantrasyonunda %87’si giderilmistir. 42 kez sulandirilmis gercek tekstil atik
suyunda ise 50 mg/L boyarmadde konsantrasyonunda renk giderimi %92 olarak

saptanmustir [26].

Yesilada ve ark. (2003), tarafindan yiiriitiilen bu ¢alismada baslangic pH’1,
boyarmadde konsantrasyonlari, pellet miktari, sicaklik ve c¢alkalama gibi cesitli
kosullarin Funalia trogii’nin renk giderimi aktivitesi tizerine etkisi arastirilmustir.
Baslangi¢ pH’s1 harig biitiin durumlarin F.trogii’nin renk giderim aktivitesi {izerine
onemli oldugu saptanmistir. F.trogii pelletlerinin renk aktivitesinin uzunlugu
tekrarhi-kesikli ¢alismalarda ayrica aragtinlmigtir. 13-132 mg/L gibi disiik
boyarmadde konsantrasyonlarinda paletlerin renk giderim verimi 5 giin i¢in yiiksek
ve karali kalmistir. Boyarmadde konsantrasyonunun 264 mg/L oldugu durumlarda
tekrarhi-kesikli ¢alismalarinda ilk 3. giiniinde yaklagik %96 oraninda tiiksek renk
giderim verimi elde edilmistir. Fakat renk giderim verimi ¢alismanmn 5. giinliniin
sonunda diismiistiir. Pellet miktarinin degistirilmesi renk giderim yiizdesini arttirdigi
gbzlenmistir. F.trogii’nin renk giderim aktivitesini uzatmak ve verimini arttirmak

igcin test ortamina MnSQ4, NH4CIl, glikoz ve peynir alti suyu ilave edilmistir.
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P.chryososporium’un azo ve heterosiklik boyarmadde Orange Il, Tropaeolin O,
Congo Red, Azure B boyarmaddelerini biyolojik olarak yiktig: gosterilmistir [24].

1.5  Immobilizasyon

Immobilizasyon (tutuklama), enzimlerin katalitik aktivitelerini kaybetmeden
stirekli ve defalarca kullanimlarini saglamak {izere, fiziksel veya kimyasal olarak bir

destek materyali lizerine tutturulmasi olarak tanimlanir.

Endiistriyel ve analitik proseslerin ¢ogu, sulu ortamda gerceklesir. Bu
proseslerde enzimler, substrat ¢ozeltisi ile karigtirilir ve ortamda iiriin elde edildikten
sonra enzimler ekonomik olarak geri kazanilamazlar. Ayrica siirekli iiretim
proseslerinde serbest enzimler kullanilamazlar. Enzimlerin sadece bir Kkere
kullanilmalar1 ve pahali olmalar1 nedeniyle, bu proseslerin maliyetleri oldukca
yiiksektir. Bu nedenle enzimler suda ¢éziinmeyen bir destege immobilize edilerek
hem defalarca kullanilabilmekte hem de siirekli proseslere uygulanabilmektedir.
Boylece, onemli miktarda ekonomik kazan¢ elde edilmektedir. Gilinlimiizde g¢ok

sayida immobilize enzim endiistride kullanilmaktadir [27].

Genel olarak immobilizasyon uygulamalari enzim sistemleri haricinde, uygun
destek materyallerine ilag, protein, mikroorganizma, bitki ve hayvan hiicreleri,
biyosensor ve biyoreaktor uygulamalari ve kontrollii ilag salimim sistemlerinde

yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

Tarihte ilk enzim immobilizasyonu 1916 yilinda Nelson ve Griftin tarafindan
adsorpsiyon yontemiyle yapilmistir. Nelson ve Griftin sakkarozu hidroliz etmek i¢in
maya invertazini mangal komiiriine adsorbe etmislerdir. Immobilize enzim
sistemlerinin pratik olarak ilk kullanim1 ise Grobhofer ve Scheilth (1954) tarafindan
yapilmistir. Arastirmalarinda; karboksipeptidaz, diastaz, pepsin ve riboniikleaz
enzimlerini poliaminostiren reginesine kovalent baglanma ile immobilize etmisler ve
bu immobilize enzim tiirevlerinin kinetik parametrelerini incelemislerdir. Daha sonra
da immobilizasyon c¢alismalar1 diinyanin her tarafinda yaygmlasmis ve gesitli

enzimler degisik amaclarla immobilize edilmistir [28].
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15.1 Tutuklama (immobilizasyon) Yontemleri

Tutuklama yontemleri 5 grupta incelenir.
1) Yiizeye Tutunma
2) Kovalent Baglama
3) Capraz Baglama
4) Mikrokapsiilleme
5) Inert bir Destege Tutuklama

Yiizeye Tutunma

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

faktorler; tutucu 6zellikleri, mikroorganizmanin 6zellikleri, cevre 6zellikleridir.
Kovalent Baglama

Hiicreler ile destek maddeleri arasinda tersinmez kovalent bag olusur. Daha
¢ok enzimlerin tutuklanmasinda kullanilan bir yontemdir. Kovalent baglar,
adsorbsiyon kuvvetlerinden daha giiclii ve daha kararlidir. Hiicre ylizeyindeki
karboksil gruplarin aktiflestirmek i¢in ortama karboimit gibi bazi kimyasal maddeler
eklenir. Bu reaktif grup iceren maddeler zehirli maddedir ve enzim aktivitesinin

azalmasina neden olur.
Capraz Baglama

Baglanma tepkimesi tersinmezdir. Fiziksel ve kimyasal olmak iizere iki tiir
capraz baglama vardir. Kimyasal ¢apraz baglamada hiicreler birbirine aldehit ve
amin gibi ¢ok fonksiyonlu maddeler ile baglanirlar. Bu maddelerin zehirli olmalari
yontemin kararliligint sinirlar. Fiziksel ¢apraz baglama ise ¢oktiirme ve kiiciik

boyutlarda tabakalagma ile yapilir.
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Mikrokapsiilleme

Bu yontemde hiicreler yar1 gegirgen bir zardan olusan mikro kapsiiller igine
tutuklanir. Sistemin temeli zarin segiciligine dayanir. Zarin gozenek ¢apindan biiyiik
olan hiicre molekiilleri zar disina yayilamazlar. Bu yontem ancak kiigiik molekiil

agirlikli iiriin eldesinde kullanilabilir. Mikro kapsiiller genellikle kiireseldir.
Inert Bir Destege Tutuklama (immobilizasyon)

En ¢ok kullanilan tutuklama yontemlerinden biridir. Hiicreler bir jel igine
cesitli yontemlerle hapsedilirler poliakrilamid, metal hidroksitler, agar, kollajen,
aljinat, karregen gibi maddeler ile jel olusturulur. Jel olusumu iyonik yiikk degisimi,

¢oktiirme, kovalent veya ¢apraz baglama ile saglanir.

1.5.2 Tutuklamanmin (Immobilizasyon) Mikroorganizmalara Etkisi

Esit miktarda tutuklanmis ve serbest mikroorganizmanin aktiviteleri
karsilagtirildiginda, hiicre aktivitesinin serbest hiicreden daha biiyiik veya daha kiiciik
olabilecegi goriilmiistiir. Aktivite azalmasinin nedeni, a) tutuklamada kullanilan bazi
maddelerin zehir etkisi, b) heterojen sistemlerdeki difiizyon kisitlamalaridir. Aktivite
artisinin nedeni ise; tek enzim igeren sistemlerde gecirgenligin artisi, cok enzim
igeren sistemlerde ise protein sentezi veya hiicre biiylimesidir. Baz1 arastirmacilar ise
aktivitenin 1s1 muamelesi, 0zel iyonlar, ylizey aktif maddeler ve bazi organik
coziiciiler ile artirilabilecegini tespit etmistir. Bu artis hiicre duvarlariin kismen veya
tamamen kirilmasiyla agiklanabilir. Tutuklama sonras1 yar1 démriin 10-20 kat artmasi
miimkiindiir. Tutuklanmis E.coli hiicresinin oksijen kullanimi ve agarli besiyerinde
tiremesi, canliligini kanitlayan bulgulardir. Deaktivite olmus tutuklanmis hiicrelerin
zengin besi ortaminda bekletilmekle tekrar aktiflestikleri gézlenmistir. Tutuklanip
depo edilmis hiicrelerinde tutuklandiktan sonra bozulmadiklari elektron mikroskobu
ile yapilan aragtirmalar sonucu bulunmustur. Tutuklandiktan sonra hiicrelerin
canliliklarimi koruduklar1 da saptanmistir. Aljinik asit 1881 yilinda, Stanford
tarafindan kahverengi alglerden ekstraksiyonla elde edilmistir. Bu alglerdeki aljinik

asit icerdigi % 20-40 arasinda degismekte olup, hiicre zarinin temel bilesenlerini
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olusturur. Sodyum, kalsiyum ve magnezyum tuzlar1 seklinde bulunan aljinatlar

aljinik asitin tuzlardir.
2Na(Aljinate) + Ca™ — Ca(Alginate), + 2Na,"

Aljinattin diger materyallerden daha cok tercih edilmesinin nedenlerine ek

olarak;

- biyoparcalanabilirlik
- hidrofilik 6zellik
- karboksilik grup icermesi

- dogal kokenli olmasini gosterebiliriz [29].

1.5.3 Immobilize Hiicrelerle Boyarmadde Giderimi

Raghukumar ve arkadaslar1 2004 yilinda yayinladiklar1 bir g¢alismada,
bataklik bolgeden izole edilen beyaz ciiriik¢iil funguslardan Flavodon flavus’u
poliliretan kopiik tasiyici iizerine immobilize edip, immobilize hiicre ile polisiklik
aromatik hidrokarbon ailesi iiyelerinden olan benzo(a) piren’i bes giin i¢inde %68
biyodegradasyona ugrattigin tespit etmislerdir [30]. immobilizasyonla ilgili bir diger
calismada, en iyi lakkaz {iretimi amaciyla, Trametes hirsutanin igin aljinat
boncuklari, politiretan kopiik, naylon siinger ve paslanmaz celik siinger tizerlerine
immobilizasyonu test edilmistir. Inkiibasyonun sekizinci giiniinden sonra paslanmaz
celik siinger lizerine immobilize olmus, Trametes hirsuta nin en yliksek lakkaz

aktivitesine sahip oldugu belirlenmistir [31].

Wu ve Yu 2007 yilinda Phanerochaete chrysosporium’un farkli tastyici
matriksler ~ (Ca-aljinat, Ca-aljinat polivinil alkol ve Pektin) {izerine
immobilizasyonunu arastirip, Pektin’in ¢ok diisik mekanik dayanikliga sahip
olmasma karsin, Ca-aljinat’in oldukca yliksek mekanik dayanikliga sahip oldugu
bulunmustur [32].
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2. MATERYAL METOT

2.1  Materyaller
2.1.1 Cihazlar

Deneysel caligmalarda;

SCHIMADZU UV 2100 UV/Visible spektrofotometre
PERKIN ELMER SPEKTRUM BX 1000 FT-IR sistem
Santrifiij (Niive NF048)

Otoklav (Niive OT40L)

pH metre (HANNA instruments HI221)

Etiiv (Niive FN 400)

Isitmali Karigtirict (Wisestir MSH-20A) kullanilmugtir.

V V.V V V V VY

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

ve Sigma (St.Loui, MO, USA)’dan saglandi.

2.1.3 Cahsmada Kullanilan Boyarmadde

)%N/”\N
SO4H OH HN HQ
S0,CH,CH,0S0;H

Sekil 2.1 Everzol Red 3BS kimyasal yapisi
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2.1.4 Destek Materyalleri

Kum olarak Denizli Bolgesinden temin edilen insaat kumu kullanildi.
Kullanim 6ncesinde modifikasyona ugratildi. Jelatin kullanilacak boyutlara getirildi.
Amberlite XAD-7 ve Kaolin Sigma kalitede kullanildi (St.Loui, MO, USA).
Kaliks[4]aren ~Pamukkale Universitesi Kimya Boliimii Organik Kimya

Laboratuarinda sentezlenmistir.

2.1.4.1 p-tert-biitil kaliks[4]aren Sentezi

Uc boyunlu balonun icine 5 g p-tersiyerbutilfenol, 12,4 mL %37’lik
formaldehit ¢ozeltisi ve 0,24 g sodyum hidroksit ilave edildi ve manyetik karistiric
ile 30 dk oda sicakliginda ii¢ boyunlu balonun agizlari agik sekilde karigtirildi. Daha
sonra 1 saat 100-120°C’de 1sitildi. Reaksiyon karisimi ilk basta renksiz olmasina
ragmen 1 saat sonunda acik sar1 olan renk daha da koyulast1 ve reaksiyon karigiminin
kopirdiigli gozlendi. Kopiiren kahverengi sart olan reaksiyon karigimi manyetik
wsiticidan ¢ekildi ve oda sicakligina kadar sogutuldu. Daha sonra tizerine 170 mL 1lik
difenil eter konularak ¢oziinmesi i¢in 1 saat karistirildi. Reaksiyon karisiminin
bulundugu ii¢ boyunlu balona bir geri sogutucu takildi. Yine 110-120 °C’de
isitilmaya ve karistirilmaya baslandi. Reaksiyon karisimi kahverengi siyah renge
dondiikten sonra oda sicakligina sogutuldu ve iizerine 300 mL etil asetat ilave edildi
ve 30 dk karistirildi. Daha sonra siiziildi. Filtre edilen materyal iki kere 20 mL etil
asetatla, bir kere 40 mL asetik asitle, iki kere 20 mL suyla ve iki kere 10 mL asetonla

yikandu.

2.1.4.2 Kaliks[4]aren Sentezi

p-tert-butilkaliks[4]aren, kuru toluende (675 mL) ¢ziiliir ve tizerine fenol (32
g; 340 mmol) ilave edilir. AICI; (76 g; 570 mmol) 10 dakika ara ile ii¢ kisimda ilave
edilir. Son AICIs ilavesinden sonra 4 saat azot atmosferinde oda sicakliginda
karistirtlir. Daha sonra buz banyosuna almir ve tizerine 0,2 M HCI ilave edilir.
Organik ve sulu faz ayrilir ve nétrallestirilir. Organik faz MgSQO, ile kurutulur.

olusan sar1 renkli ¢ozelti distillenir ve iizerine 500 mL metanol ilave edilir. Metanol
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ilavesi ile ¢oken bej renkli madde siiziiliir, kurutulur. Kloroform—metanol sisteminde

kristallendirilir ve beyaz renkli kristaller halinde Kaliks[4]aren elde edilir.

2.1.5 Mikroorganizma

Calismada kullanilan beyaz ¢iiriik¢iil fungus kiiltiirleri; Trametes versicolor,
Pleurotus ostreatus, Coprinus plicatilis Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya
Bolimiinden temin edildi. Funguslarin makroskopik ve mikroskopik &zelliklerine
gore tiir tamimlamas1 Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji

Anabilim Dalinda Y. Mikrobiyolog Tekin Gezer tarafindan yapildi.

2.2 Ortamlar ve Analitik Yontemler

2.2.1 Kiiltiir Ortamlar

Subtropikal beyaz ciiriikk¢iil funguslardan, Trametes versicolor, Pleurotus
ostreatus, Coprinus plicatilis % 2 (w/v) malt ekstrakt iceren ortamlarda 4°C’de
sakland1 ve 26°C’de 3 giin aktive edildi. Miseller steril % 0,9 NaCl ile 100 mL % 2
malt ekstrakt broth (pH 4,5) igeren 250 mL’lik erlenlere aktarildi ve 4 giin 26°C ve
175 rpm’de orbital c¢alkalayicida inkiibe edildi. Olusan pelletler, 10 g/L glikoz, 1,0
g/L NH4H,PO,4, 0,05¢/L MgSQO,.7H,0, 0,01 g/L CaCl,, 0,025 g/L maya 6ziitii igeren

lakkaz tiretim ortamina aktarildi [33].

2.2.2 Ornek Alma

Giinliik periyotlarla steril ortamlarda 1 mL 6rnek alinarak boyarmadde renk

giderimi spektrofotometrik olarak izlendi.

2.3 Serbest Hiucreler ile Everzol Red 3BS Giderimi

Kiiltiir ortamlart kullanilarak Everzol Red 3BS boyarmaddesinin biyolojik

giderimi ¢alisildi. Enzim iiretim (50 mL) ortamina 100 mg/L, 75 mg/L, 50 mg/L, 25
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mg/L, 10 mg/L derisimlerindeki Everzol Red 3BS ilave edilip (Pazarlioglu vd 2005),
26°C’de 175 rpm’de inkiibe edildi. Giinliik periyotlarla ortamlardan érnekler alindi.

2.4 Olii Hiicreler ile Everzol Red 3BS Biyosorpsiyonu

Coprinus plicatilis % 2 (w/v) malt ekstrakt agar 26°C’de 4 giin aktive edildi.
Coprinus plicatilis otoklavlandi ve lakkaz enzim ortamina dekante edildi. Belirlenen
boyarmadde miktarlar1 ilave edilerek farkli konsantrasyonlardaki boyarmaddenin

absorbans degerleri UV spektrofotometresinde (425nm) okuma yapild.

2.5  Everzol Red 3BS Biyodegradasyonu Uzerine Aminoasit Etkisi

Arginin ve aspartik asit ve glisin aminoasitlerinin Everzol Red 3BS
Biyodegradasyonu iizerine etkisi arastirildi. Lakkaz enzim ortamina 10-100 mg/L
farkli konsantrasyonlardaki boyarmadde ve steril edilmis %0,1, %0,2 ve %0,3
konsantrasyonlarinda aminoasit ilave edildi. UV spektrofotometrede (425nm)

Olctimler yapildi.

2.6 Tasiyic1 Materyalin Hazirlanmasi

Amberlite XAD-7 (20-60 Mesh), Kaolin, Kum, kaliks[4]aren ve p-tert-
biitilkaliks[4]aren tasiyicilari otoklavlanarak kullanildi. Ponza (16-20 Mesh) ve kum
3 N HCl ile yikandi. Ardindan sulu fazda CI” iyonlar1 kalmayincaya kadar saf su ile
yikandi. Ikinci adimda tastyic1 0,5 M NaOH ile muamele edildi, saf su ile yikand1 ve
etiivde kurutuldu. Kurutulan kum 900 °C’lik firinda 1 saat bekletildi.
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2.7 Coprinus plicatilis’in immobilizasyonu

Kaolin, kum, Amberlite XAD-7 (20-60 Mesh), kaliks[4]aren ve ter-
kaliks[4]aren destek materyalleri otoklavlanarak kullanildi. 10 g/L glikoz, 1,0 g/L
NH;H2PO4, 0,05g/L MgSQO,.7H,0, 0,01 g/L CaCl,, 0,025 g/l maya oziitii igeren
lakkaz enzim ortami 5 ayri erlene 50 ser ml konularak 20 dk otoklavlandi. 0,5 g
glikoz ilavesinden sonra her erlene Coprinus plicatilis pelletleri ilave edildi.
Hiicrelerin tasiyicilar {izerinde adsorpsiyonlari i¢in optimum kosullar belirlendi.
Immobilizasyonun baslangicindan itibaren belirli araliklarla ortamdan alman
orneklerin OD560 (560 nm’deki optik yogunluk) degerleri okunarak tutunmayan
hiicre yogunlugu belirlendi. Amberlite XAD-7 ile 21 saatte, kaolinle 22 saatte, kum
ile 19 saatte, kaliks[4]aren ile ve p-tert-biitilkaliks[4]aren 3,5 saatte hiicre immobilize
edildi.

2.7.1 Jelatin ile Coprinus plicatilis’in immobilizasyonu

%?20’lik jelatin soliisyonu hazirlandi. 10 ml %20’lik jelatin soliisyonu ve 10
ml Coprinus plicatilis hiicresi karistinldi. Sicaklik 35 °C ye geldiginde karisim diiz
zemine dokiildii ve 24 saat boyunca 4 %C de buzdolabinda bekletildi. Sodyum asetat
tamponu hazirlandi. Jelatin ile immobilize olmus olan Coprinus plicatilis 24 saat
sonunda, asetat tamponuyla ve saf su ile 15 dk yikandi. %70’lik invert seker igcinde

4%C de 2 saat bekletildi.
2.8 Immobilize Coprinus plicatilis ile E. Red 3BS’in Biyodegredasyonu

Amberlite XAD-7, kaolin, jelatin, kum, kaliks[4]aren ve ter-kaliks[4]aren ile
immobilize Coprinus plicatilis, lakkaz enzim ortamina dekante edildi. 0,5 g glikoz ve
belirlenen boyarmadde miktarlar1 ilave edilerek farkli konsantrasyonlardaki

absorbans degerleri UV spektrofotometrede (425 nm) dl¢timler yapildi.

2.9 FT-IR analizi

Perkin Elmer spektrometre BX FT-IR sistemi kullanilarak saf boyarmaddenin

ve son giin orneklerinin FT-IR spektrumlar: alindi.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1 Everzol Red 3BS Yikim i¢in Uygun Organizmanin Belirlenmesi

3.1.1 Trametes versicolor ile Everzol Red 3BS Biyodegradasyonu

T. versicolor’in glikoz i¢eren ortamlarda farkli konsantrasyonlardaki (100-10
mg/L) Everzol Red 3BS boyarmaddesini degrede edebilme yetenegi arastirildi. 4 giin
periyodik olarak alinan 6rneklerin konsantrasyonu Uv spektrofotometre ile 6l¢iildii.
T. versicolor tarafindan 10 mg/L konsantrasyonundaki boyarmadde 4 giinde %88

oraninda giderildi.

—— 100 mg/L —m—75 mg/L —&— 50 mg/L —¢— 25 mg/L —%— 10 mg/L
0,5 -

Absorbans (425nm)

Zaman (giin)

Sekil 3.1 T. versicolor ile Everzol red 3BS’in biyodegradasyonu

Farkli  konsantrasyonlardaki ~ boyarmaddenin  biyodegradasyon  ve

biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 3.1’°de verilmistir.
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Tablo 3.1 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin % biyodegredasyon oranlari

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)

100 75 50 25 10
% Giderim 81,41 82,99 83,27 85,13 88,46
% Biyosorpsiyon 53,52 47,04 31,96 46,15 44,68

% Biyodegredasyon 27,89 35,95 51,31 38,98 43,73

3.1.2 Pleurotus ostreatus ile Everzol Red 3BS Biyodegradasyonu

P. ostreatus glikoz igeren ortamlarda farkli konsantrasyonlardaki (100-10
mg/L) Everzol Red 3BS boyarmaddesini degrede edebilme yetenegi arastirildi. 5 giin
periyodik olarak alinan 6rneklerin konsantrasyonu Uv spektrofotometre ile olgiildii.
P. ostreatus tarafindan 10 mg/L konsantrasyonundaki boyarmadde 5 giinde yaklagik
%88 oraninda giderildi.

0,6

—— 100 mg/L —=—75mg/L —¥—50 mg/L
—¢25mg/L —A— 10 mg/L

05
04
03

0,2 -

Absrbans (425 nm)

0,1 -

Zaman (giin)

Sekil 3.2 P. ostreatus ile Everzol red 3BS’in biyodegradasyonu
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Farkli  konsantrasyonlardaki ~ boyarmaddenin  biyodegradasyon  ve

biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin % biyodegredasyon oranlari

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)
100 75 50 25 10
% Giderim 68,57 69,65 79,47 81,02 87,97
% Biyosorpsiyon 32,05 35,64 42,79 49,34 42,25
% Biyodegredasyon 36,52 34,01 36,68 31,68 45,72

3.1.3 Coprinus plicatilis ile Everzol Red 3BS Biyodegradasyonu

C. plicatilis glikoz igeren ortamlarda farkli konsantrasyonlardaki (100-10
mg/L) Everzol Red 3BS boyarmaddesini degrede edebilme yetenegi arastirildi. 4 giin
periyodik olarak alinan 6rneklerin konsantrasyonu Uv spektrofotometre ile olgtildii.
P. ostreatus tarafindan 10 mg/L konsantrasyonundaki boyarmadde 4 giinde yaklagik

%94 oraninda giderildi.

0,6 1 —e—100 ppm —W—75ppm  —¥—50 ppm
0,5 4
B
c 0,4
o
g
‘é’ 0,3 A
@
2 02 A
3
< 01 -
O T T T T 1
0 1 2 N 4 5
zaman (giin)

Sekil 3.3 C. plicatilis ile Everzol red 3BS’in biyodegradasyonu
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Farkli  konsantrasyonlardaki =~ boyarmaddenin  biyodegradasyon  ve

biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 3.3’de verilmistir.

Tablo 3.3 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin % biyodegredasyon oranlari

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)
100 75 50 25 10
% Giderim 83,13 84,08 88,12 90,18 92,60
% Biyosorpsiyon 13,82 10,66 7,87 8,38 7,03
% Biyodegredasyon 69,31 73,42 80,25 81,8 85,57

Farkli funguslara iliskin yikim yiizdeleri Tablo 3.4’de verildi. En iyi biyolojik
giderim Coprinus plicatilis susunda gozlemlendi. Kullanilan diger funguslar ile
karsilastirildiginda, Coprinus plicatilis’in diger funguslara gére yikimdaki istiinliigi

muhtemelen daha geng olmasi ile agiklanabilir.

Tablo 3.4 Farkli funguslarla Everzol red 3BS yikim yiizdeleri

Funguslar % Yikim (10mg/L)
T. versicolor 88,46
P. ostreatus 87,97
C. plicatilis 92,6
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3.2  Everzol Red 3BS Biyodegradasyonu Uzerine Aminoasit Etkisi

3.2.1 Everzol Red Biyodegredasyonu Uzerine Glisin Etkisi

Steril edilen lakkaz enzim ortamlarina;
-Farkli konsantrasyonlarda (100-10 mg/L) Everzol red 3BS

-Farkli konsatrasyonlarda (%0,1-0,5) glisin ilave edilip, degradasyona glisin
aminoasidinin etkisi arastiritlmistir. Biosorpsiyon galismasi yapilarak boyarmaddenin
ne kadarmin hiicreye absorplandigi kontrol edilmistir. Bulunan sonuglar Tablo 3.5’de

verilmigtir.

Tablo 3.5 Everzol Red 3BS % Biyodegredasyon Oranlar1 (Glisin Etkisi)

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)

% 100 75 50 25 10
Glisin

% Y1ikim 21,27 22,37 42,21 62,09 66,66
%Biyosorpsiyon %0,1 11,07 11,10 26,09 24,48 14,72

%Biyodegredasyon 10,20 11,27 16,12 37,61 51,94

% Yikim 31,04 40,80 45,77 63,84 75,95
%Biyosorpsiyon %0,3 16,20 18,44 25,71 10,47 24,82

%Biyodegredasyon 14,84 22,36 20,06 53,37 51,13

% Yikim 39,80 43,23 57,42 73,98 83,83
%Biyosorpsiyon %0,5 14,01 24,23 34,91 31,20 23,88

%Biyodegredasyon 25,79 19 22,51 42,78 59,95
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Sekil 3.4 % 0,1 Glisin i¢eren ortamdaki Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin
farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-30-48h)
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Sekil 3.5 % 0,3 Glisin i¢eren ortamdaki Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin
farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-30-45-72h)
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Sekil 3.6 % 0,5 glisin igeren ortamdaki Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin
farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-30-96h)

Everzol red 3BS boyarmadde gideriminde glisin etkisine baktigimizda;
ortamda bulunan glisin miktar1 artikca biyodegradasyon oranin artigi
gozlemlenmistir. %0,1 glisin bulunan ortamda Everzol red 3BS boyarmadde giderim
orant %67 olarak bulunmustur. %0,3 glisin bulunan ortamda ise %76, %0,5 glisin
bulunan ortamda ise %84 oraninda giderim gozlenmistir. 0. dakikadan itibaren alinan
orneklerin 425 nm’deki dalga boyu taramalarina bakildiginda ortamdaki boyarmadde

konsantrasyonunun azaldig1 gézlenmistir.
3.2.2 Everzol Red Biyodegredasyonu Uzerine Aspartik asit Etkisi

Steril edilen lakkaz enzim ortamlarina;
-Farkl1 konsantrasyonlarda (100-10 mg/L) Everzol red 3BS

-Farkli konsatrasyonlarda (%0,1-0,5) aspartik asit ilave edilip, degradasyona
glisin aminoasidinin etkisi aragtirilmistir. Biosorpsiyon ¢alismas1 yapilarak
boyarmaddenin ne kadarinin hiicreye absorplandigi kontrol edilmistir. Bulunan

sonuglar Tablo 3.6’de verilmistir.
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Tablo 3.6 Everzol Red 3BS % Biyodegredasyon Oranlar1 (Aspartik asit Etkisi)

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)

%

Aspartik | 100 75 50 25 10

asit
% Yikim 44,15 47,79 52,56 55,73 70,89
%Biyosorpsiyon %0 1 12,93 18,63 10,67 7,68 7,15
%Biyodegredasyon 31,22 29,16 41,89 42,01 63,74
% Yikim 46,53 48,03 52,65 73,80 82,18
%Biyosorpsiyon %03 3,13 6,19 5,92 3,58 3,57
%Biyodegredasyon 43,40 41,84 46,73 70,22 78,61
% Y1ikim 48,20 49,21 61,99 81,15 91,30
%Biyosorpsiyon %05 3,43 6,01 1,57 2,46 2,46
%Biyodegredasyon 4477 43,20 60,42 78,69 88,84
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Sekil 3.7 % 0,1 Aspartik asit igeren ortamdaki Everzol Red 3BS tekstil
boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-30-45-96h)
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Sekil 3.8 % 0,3 Aspartik asit
boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-24-30h)

iceren ortamdaki Everzol Red
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Sekil 3.9 % 0,5 Aspartik asit iceren ortamdaki Everzol Red
boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-12-24-30h).
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Everzol red 3BS boyarmadde gideriminde aspartik asit etkisine baktigimizda;
ortamda bulunan aspartik asit miktar1 artikga biyodegradasyon oranin artigi
gbzlemlenmistir. %0,1 aspartik asit bulunan ortamda Everzol red 3BS boyarmadde
giderim oran1 %71 olarak bulunmustur. %0,3 aspartik asit bulunan ortamda ise %82,
%0,5 aspartik asit bulunan ortamda ise %91 oraninda giderim go6zlenmistir. O.
dakikadan itibaren alinan 6rneklerin 425 nm’deki dalga boyu taramalarina bakildiginda

ortamdaki boyarmadde konsantrasyonunun azaldigi gézlenmistir.

3.2.3 Everzol Red Biyodegredasyonu Uzerine Arginin EtKisi

Steril edilen lakkaz enzim ortamlarina;
-Farkl1 konsantrasyonlarda (100-10 mg/L) Everzol red 3BS

-Farkl1 konsatrasyonlarda (%0,1-0,5) arginin ilave edilip, degradasyona glisin
aminoasidinin etkisi aragtirilmigtir. Biosorpsiyon g¢alismasi yapilarak boyarmaddenin
ne kadarinin hiicreye absorplandigi kontrol edilmistir. Bulunan sonuglar Tablo 3.6’de

verilmigtir.

Tablo 3.7 Everzol Red 3BS % Biyodegredasyon Oranlart (Arginin Etkisi)

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)

% 100 75 50 25 10

Arginin
% Y1ikim 39,26 42,60 44,35 47,11 50,22
%Biyosorpsiyon %01 27,34 25,77 25,57 15,87 16,35
%Biyodegredasyon 11,92 16,83 18,78 31,24 33,87
% Y1ikim 42,08 43,34 51,04 52,07 54,08
%Biyosorpsiyon %03 11,46 15,58 10,12 14,74 12,97
%Biyodegredasyon 30,62 27,76 40,92 37,33 41,11
% Yikim 42,91 48,82 54,67 61,76 65,41
%Biyosorpsiyon %05 4,89 6,68 5,90 5,60 12,20
%Biyodegredasyon 38,02 42,14 48,77 56,16 53,21
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Sekil 3.10 % 0,1 Arginin igeren ortamdaki Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin
farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-30-72h).
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Sekil 3.11 % 0,3 Arginin igeren ortamdaki Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin
farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-30-45-72h).
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Sekil 3.12 % 0,5 Arginin igeren ortamdaki Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin
farkli zamanlardaki UV spektrumu (0-30-45-72h).

Everzol red 3BS boyarmadde gideriminde arginin etkisine baktigimizda;
ortamda bulunan arginin miktar1 artikca biyodegradasyon oranin artid
gozlemlenmistir. %0,1 arginin bulunan ortamda Everzol red 3BS boyarmadde
giderim oran1t %350 olarak bulunmustur. %0,3 arginin bulunan ortamda ise %54, %0,5
arginin bulunan ortamda ise %65 oraninda giderim gozlenmistir. 0. dakikadan itibaren
alman oOrneklerin 425 nm’deki dalga boyu taramalarina bakildiginda ortamdaki

boyarmadde konsantrasyonunun azaldig1 gozlenmisti
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Sekil 3.13 FT-IR analizleri A; Everzol red 3BS B; Glisin bulunan ortamda yikim sonrasi
FT-IR C; aspartik asit bulunan ortamda yikim sonrasit FT-IR D; Arginin bulunan

ortamda yikim sonras1 FT-IR.

Yapilan ¢aligmada; yikim 6ncesinde FT-IR analizinde 3307,37 cm-1 de —OH piki
H bagi nedeniyle yayvan olarak gozlemlendi. Ayrica, yikim sonrasinda 1637,81 cm-1
C=0 (karbonil) pikinin var oldugu tespit edilmistir. 1548.78 cm-1 deki diazo
bilesiklerinin ve 1619.10 cm-1 deki triazin aromatik bilesiinin giderildigi

gozlemlenmistir.
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3.3 Immobilize Coprinus plicatilis’in E. Red 3BS ile Biyodegredasyonu

Kaolin, jelatin, kum, Amberlite XAD-7 (20-60 Mesh), Kaliks[4]aren ve p-
tert-biitilkaliks[4]aren destek materyalleri kullanildi. immobilizasyon kosullarmin

optimizasyonu saglandi.

3.3.1 Amberlite XAD-7 ile immobilize Edilmis Coprinus plicatilis’in E.
Red 3BS ile biyodegredasyonu

Amberlite XAD-7 ile immobilize edilmis Coprinus plicatilis 21 saat sonunda,
lakkaz enzim ortamima dekante edildi. 0,5 g glikoz ve belirlenen boyarmadde
miktarlar ilave edilerek farkli konsantrasyonlardaki boyarmadde absorbans degerleri

UV spektrofotometrede (425nm) olgtimler yapildi.
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o
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Sekil 3.14 Immobilize C. plicatilis ile Everzol Red 3BS boyarmaddesinin
biyodegradasyonu (Amberlit XAD-7)

Immobilize Coprinus plicatilis’in glikoz igeren ortamlarda 10 mg/L
konsantrasyonundaki E. Red 3BS boyarmaddesini degrede edebilme yetenegi, 23
saat boyunca periyodik olarak alinan Ornekler sonucunda %2100 olarak tespit

edilmistir. Immobilize Coprinus plicatilis ile farkli konsantrasyonlardaki
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boyarmaddenin biyodegradasyon ve biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 3.8’de

gosterilmistir.

Tablo 3.8 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin %biyodegredasyon oranlart (Amberlit
XAD-7)

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)

100 75 50 25 10
%Dekolorizasyon 87,50 86,66 94,27 94,34 100
%Biyosorpsiyon 35,86 53,03 63,33 47,88 43,59

%Biyodegredasyon 51,64 33,63 30,94 46,46 56,41

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500 350
cm-1

Sekil 3.15 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin FT-IR spektrumlari A;
Biyodegradasyon 6ncesi B;Biyodegredasyon Sonrasi (Amberlit XAD-7).

Amberlit XAD-7 ile immobilize edilmis C. Plicatilis, yikim sonrasi alinan
orneklerin FT-IR spektrumlart saf boyarmaddelerin  FT-IR spektrumu ile
karsilastirildiginda saf boyarmaddeye ait piklerin tamamini giderime ugrattig1 tespit

edilmistir.
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Sekil 3.16 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV spektrumu (
Amberlit XAD-7) (0-15-23h)

Amberlit XAD-7 ile immobilize edilmis C. Plicatilis’in Everzol Red 3BS
tekstil boyarmaddesini 23 saat sonunda biyolojik giderime ugratmustir. 0. dakikadan
itibaren alinan Orneklerin 425 nm’deki UV degerlerine bakilarak boyarmaddenin

biyolojik giderime ugratildig: desteklenmektedir.

3.3.2 Jelatin Tarafindan immobilize Edilmis Coprinus plicatilis’in E.

Red 3BS ile Biyodegredasyonu

Jelatin ile immobilize olmus olan Coprinus plicatilis 24 saat sonunda, bes ayri
erlendeki lakkaz enzim ortamina dekante edildi. Belirlenen boyarmadde miktarlar
ilave edilerek farkli konsantrasyonlardaki boyarmadde absorbans degerleri UV

spektrofotometresinde (425nm) Slglimler yapildi.
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Sekil 3.17 Immobilize C. plicatilis ile Everzol Red 3BS boyarmaddesinin
biyodegredasyonu (Jelatin)

Jelatin ile immobilize edilmis organizmalar ise boyarmaddenin 10.0 mg/L
konsantrasyonunu 21 saatte %78 oraninda biyolojik yikima ugratti. Destek materyali
olarak kullanilan jelatin statik kosullarda biyolojik yikim1 gerceklestirerek ¢alismada
kullanilan diger destek materyallerine gore biyolojik giderimi kisa siirede %78

oraninda tamamladi.

Tablo 3.9 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin %biyodegredasyon oranlari (jelatin)

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)
100 75 50 25 10

%Dekolorizasyon 50,92 56,76 60,10 70,94 77,94
%Biosorpsiyon 23,32 18,48 13,67 7,69 7,14

%Biyodegredasyon 27,60 38,28 46,43 63,25 70,80
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Sekil 3.18 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin  FT-IR spektrumlari A;

Biyodegradasyon 6ncesi B;Biyodegredasyon Sonrasi (Jelatin).

Biyodegredasyon sonrasi alinan orneklerin FT-IR spektrumlari, saf haldeki
Everzol Red 3BS boyarmaddesinin FT-IR spektrumlari ile karsilastirildiginda 1500-
1600 cm™ arahigindaki aromatiklik pikinin, 3413 cm™ deki N-H pikinin, boyar
maddenin saf haldeki 1318 cm™ deki C-N pikinin ve 675-1000 cm™ araligindaki

C=C piklerinin yikimdan sonra siddetinin azaldig1 gézlemlenmistir.
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Sekil 3.19 Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV
spektrumu (jelatin) (0-15-21h)

Destek materyali jelatin olan C. plicatilis UV spektrumunu inceledigimizde, 21
saat sonunda biyolojik giderim 10 mg/L konsantrasyonun da maksimum degere sahip

olup sekil 3.19° daki grafikte absorbans degerindeki azalma goriilmektedir.

Yapilan bu analizler sonucunda fungusun boyarmaddeyi giderime ugrattigi ve

giderim sonucunda herhangi bir toksik metabolit olmadigi gézlenmistir.

3.3.3 Kaolin ile Immobilize Edilmis Coprinus plicatilis’in E. Red 3BS ile
Biyodegredasyonu

Kaolin ile immobilize olmus olan Coprinus plicatilis 22 saat sonunda lakkaz
enzim ortamina dekante edildi. Belirlenen boyarmadde miktarlar1 ilave edilerek
farkli  konsantrasyonlardaki ~ boyarmaddenin  absorbans  degerleri UV

spektrofotometresinde (425nm) dakikalarinda okuma yapildi.
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Sekil 3.20 Immobilize C. plicatilis ile Everzol Red 3BS boyarmaddesinin
Biyodegredasyonu (Kaolin)

Immobilize Coprinus plicatilis’in  glikoz iceren ortamlarda farkli
konsantrasyonlardaki E. Red 3BS boyarmaddesini degrede edebilme yetenegi, 27
saat sonunda periyodik olarak alinan 6rnekler sonucunda tespit edilmistir. 10 mg/L
konsantrasyonunu %80 biyolojik giderime ugratmistir. Destek materyali kaolin olan
immobilize Coprinus plicatilis ile farkli konsantrasyonlardaki Everzol Red 3BS
boyarmaddesinin biyodegradasyon ve biyosorpsiyon yiizdeleri Tablo 10’da

gosterilmistir.

Tablo 3.10 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin % biyodegredasyon oranlar1 (Kaolin)

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)

100 75 50 25 10
%Dekolorizasyon 80,18 89,20 90,98 91,22 95,06
%Biosorpsiyon 50,73 54,42 49,82 46,86 29,85

%Biyodegredasyon 29,45 34,78 41,16 44,36 65,21
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Sekil 3.21 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin Biyodegredasyon Sonrasi FT-IR
(Kaolin)

Kaolin ile immobilize edilmis organizmalar 27 saatte boyarmaddenin 10.0

mg/L konsantrasyonunu %80 oraninda biyolojik giderime ugratti.

Biyodegredasyon sonrasi alinan orneklerin FT-IR spektrumlari, saf haldeki
Everzol Red 3BS boyarmaddesinin FT-IR spektrumlar ile karsilagtirildiginda 1500-
1600 cm™ araligindaki aromatiklik pikinin ve 3413 cm™ deki N-H pikinin siddetinin

azaldig1 gozlemlenmistir.
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Sekil 3.22 Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV
spektrumu ( Kaolin) (0-15-27h)

Kaolin ile immobilize edilmis C. Plicatilis’in Everzol Red 3BS tekstil
boyarmaddesini 27 saat sonunda biyolojik giderime ugratmistir. 0. dakikadan itibaren
alinan Orneklerin 425 nm’deki UV degerlerine bakilarak boyarmaddenin biyolojik

giderime ugratildig1 desteklenmektedir.

3.34 Kum Tarafindan immobilize Edilmis Coprinus plicatilis’in E. Red

3BS ile Biyodegredasyonu

Kum ile immobilize olmus olan Coprinus plicatilis 19 saat sonunda, 10 g/L
glikoz, 1,0 g/L NH4H,PO4 0,05g/L MgSO,.7H,0, 0,01 g/L CaCl,, 0,025 g/L
mayadziitii iceren lakkaz enzim ortamina dekante edildi. 0,5 g glikoz ve belirlenen
boyarmadde miktarlari ilave edilerek farkli konsantrasyonlardaki absorbans degerleri

UV spektrofotometresinde (425nm) dlgtimler yapildi.
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Sekil 3.23 Immobilize C. plicatilis ile Everzol Red 3BS boyarmaddesinin
biyodegredasyonu (Kum)

Kum ile immobilize edilmis Coprinus plicatilis 51 saat sonunda 10.0 mg/L
konsantrasyonundaki  boyarmaddeyi %92 oraninda giderirken 100 mg/L
konsantrasyonunu %58 biyolojik giderime ugratmistir. Sekil 3.23” teki grafikte

konsantrasyon azaldik¢a absorbans degerlerindeki azalma goriilmektedir.

Tablo 3.11 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin %biyodegredasyon oranlari (Kum)

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)
100 75 50 25 10

%Dekolorizasyon 58,39 65,34 77,00 91,35 91,80
%Biyosorpsiyon 30,63 22,61 9,95 30,97 26,23

%Biyodegredasyon 27,76 42,73 67,05 60,38 65,57
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Sekil 3.24 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin Biyodegredasyon Sonrast FT-IR
(Kum)

Biyodegredasyon sonrasi alinan orneklerin FT-IR spektrumlari, saf haldeki
Everzol Red 3BS boyarmaddesinin FT-IR spektrumlart ile karsilagtirildiginda saf
haldeki 1318 cm™ deki C-N pikinin ve 675-1000 cm™ araligindaki C=C piklerinin
yikimdan sonra olmadigi tespit edilmistir. Boyarmaddenin 1500-1600 cm™
araligindaki aromatiklik pikinin ve 3413 cm™ deki N-H pikinin siddetinin azaldigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 3.25 Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV

spektrumu ( Kum)

Kum ile immobilize edilmis C. Plicatilis, Everzol Red 3BS tekstil
boyarmaddesini 51 saat sonunda %92 biyolojik giderime ugratmistir. 425 nm’deki 0.
dakikadan itibaren alinan Orneklerin UV spektrumundaki absorbans degerlerine

bakilarak boyarmaddenin biyolojik yikima ugratildigi desteklenmektedir.

3.3.5 p-tert-biitilkaliks[4]aren ile Immobilize Edilmis Coprinus
plicatilis’in E. Red 3BS ile Biyodegredasyonu

p-tert-biitilkaliks[4]aren ile immobilize edilmis Coprinus plicatilis 3 saat
sonunda lakkaz enzim ortamina dekante edildi. 0,5 g glikoz ve belirlenen
boyarmadde miktarlar1 ilave edilerek farkli konsantrasyonlardaki boyarmaddenin
absorbans degerleri UV spektrofotometrede (425nm) 6l¢iildii.
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Sekil 3.26 Immobilize C. plicatilis ile Everzol Red 3BS boyarmaddesinin

biyodegredasyonu (p-tert-biitilkaliks[4]aren)

p-tert-biitilkaliks[4]aren ile immobilize edilmis Coprinus plicatilis 36 saat

sonunda 10.0 mg/L konsantrasyonundaki boyarmaddeyi %88 oraninda giderirken

100 mg/L konsantrasyonunu %73 biyolojik giderime ugratmistir. Sekil 3.26° da

konsantrasyon azaldik¢a absorbans degerlerindeki azalma goriilmektedir.

Tablo 3.12 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin %biyodegredasyon oranlart (p-tert-

biitilkaliks[4]aren)

100 75
%Dekolorizasyon 72,75 79,48

%Biyosorpsiyon 44,82 39,41

%Biyodegredasyon 27,93 40,07

50
81,69

33,8

47,89

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)

25
86,47

37,05

49,42

10
87,62

7,62

80
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Sekil 3.27 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin FT-IR spekturumlari A;
Biyodegradasyon oncesi B;Biyodegredasyon Sonrasi (p-tert-biitilkaliks[4]aren).

Biyodegredasyon sonrasi alinan orneklerin FT-IR spektrumlari, saf haldeki
Everzol Red 3BS boyarmaddesinin FT-IR spektrumlart ile karsilagtirildiginda saf
haldeki 1318 cm™ deki C-N pikinin ve 675-1000 cm™ araligindaki C=C piklerinin
yikimdan sonra olmadigi tespit edilmistir. Boyarmaddenin 1500-1600 cm™
araligindaki aromatiklik pikinin ve 3413 cm™ deki N-H pikinin siddetinin azaldigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 3.28 Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV
spektrumu (p-tert-biitilkaliks[4]aren) (0-20-36h)

p-tert-biitilkaliks[4]aren ile immobilize edilmis C. plicatilis, Everzol Red 3BS
tekstil boyarmaddesini 36 saatte %88 biyolojik giderime ugratmistir. 425 nm’deki 0.
dakikadan itibaren alinan Orneklerin UV spektrumundaki absorbans degerlerine

bakilarak boyarmaddenin biyolojik yikima ugratildig: desteklenmektedir.

3.3.6 Kaliks[4]aren ile Immobilize Edilmis Coprinus plicatilis’in E. Red
3BS ile Biyodegredasyonu

Kaliks[4]aren ile immobilize edilmis Coprinus plicatilis 25 saat sonunda
lakkaz enzim ortamma dekante edildi. 0,5 g glikoz ve belirlenen boyarmadde
miktarlar1 ilave edilerek farkli konsantrasyonlardaki boyarmaddenin absorbans

degerleri UV spektrofotometrede (425nm) olgiildii.
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Sekil 3.29 Immobilize C. plicatilis ile Everzol Red 3BS boyarmaddesinin

biyodegredasyonu (kaliks[4]aren)

Kaliks[4]aren ile immobilize edilmis Coprinus plicatilis 36 saat sonunda 10.0
mg/L konsantrasyonundaki boyarmaddeyi %78 oraninda giderirken 100 mg/L
konsantrasyonunu %79 biyolojik giderime ugratmistir. Sekil 3.29” da konsantrasyon

azaldikca absorbans degerlerindeki azalma goriilmektedir.

Tablo 3.13 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin % biyodegredasyon oranlari

(kaliks[4]aren)

100

Boyarmadde konsantrasyonu (mg/L)

75

%Dekolorizasyon 68,05 71,7
%Biyosorpsiyon 17,58 30,68

%Biyodegredasyon 50,47 41,02

50
72,64
28,25

44,39

25
76,19
33,33

42,86

10
78,67
17,39

61,28
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Sekil 3.30 Everzol Red 3BS boyarmaddesinin FT-IR spekturumlari A
Biyodegradasyon oncesi B;Biyodegredasyon Sonrasi (kaliks[4]aren).

Biyodegredasyon sonrasi alinan orneklerin FT-IR spektrumlari, saf haldeki
Everzol Red 3BS boyarmaddesinin FT-IR spektrumlart ile karsilagtirildiginda saf
haldeki 1318 cm™ deki C-N pikinin ve 675-1000 cm™ araligindaki C=C piklerinin
yikimdan sonra olmadigi tespit edilmistir. Boyarmaddenin 1500-1600 cm™
araligindaki aromatiklik pikinin ve 3413 cm™ deki N-H pikinin siddetinin azaldigi

gozlemlenmistir.
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Sekil 3.31 Everzol Red 3BS tekstil boyarmaddesinin farkli zamanlardaki UV
spektrumu (kaliks[4]aren) (0-27-36h)

kaliks[4]aren ile immobilize edilmis C. plicatilis, Everzol Red 3BS tekstil
boyarmaddesini 36 saatte %79 biyolojik giderime ugratmistir. 425 nm’deki O.
dakikadan itibaren alinan Orneklerin UV spektrumundaki absorbans degerlerine

bakilarak boyarmaddenin biyolojik yikima ugratildig: desteklenmektedir.
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4. SONUC

Son yillarda su kirliligi kontrolii biiyiik 6nem kazanmistir. Tekstil ve
boyarmadde sanayilerinin de c¢evresel sorunlarda biiyikk paylari vardir. Her yil
milyonlarca galon boyarmadde iiretilirken, ¢evreye de bu sanayilerin biiyiik
miktarlarda boyarmadde igeren atik sulari birakilmaktadir. Bununla beraber, reaktif
boyarmaddelerin anaeobik degradasyon iiriinii olan aromatik aminler toksik ve

kanserojenik 6zelliktedir.

Bu nedenle biiyiik hacimli atik sulardaki boyarmaddelerin etkili ve ekonomik
bir sekilde giderilebilmesi i¢in biyolojik sistemler gibi alternatif yoOntemlere
gereksinim vardir. Suda ¢ok az miktarda boyarmadde bulunmasi bile rengi
degistirmekte, suyun gecirgenligini ve c¢oziinebilirligini de etkilemektedir.
Boyarmaddeler genelde kompleks aromatik yapida olduklarindan aritimi zordur. Bu
yiizden arastirmacilar renk giderimi igin alternatif yontem iizerine ¢aligmaktadirlar.

Biyoteknolojik ¢aligsmalar bu agidan timit vericidir.

Caligmada reaktif boyarmadde grubundan olan Everzol Red 3BS’nin
oncelikle ti¢ farkli beyaz ciiriik¢iil fungus (Trametes versicolor, Pleurotus ostreatus
ve Coprinus plicatilis) ile yikimi arastirildi ve en uygun fungus tiirii Coprinus
plicatilis olarak belirlendi. Belirlenen bu fungus tiirii tarafindan Coprinus plicatilis
yikim kosullart optimize edildi ve 10 mg/L konsantrasyonundaki Everzol Red 3BS %
90’1 tizerinde yikima ugrattigi bulundu. Daha 6nceki yapilan ¢alismalarda da her
fungus tiirliniin ayn1 boyarmaddeyi farkli oranlarda giderdigi tespit edilmistir [34-
36].

Daha sonra Coprinus plicatilis ile Everzol Red 3BS giderimi {izerine
aminoasit (aspartik asit, arginin, glisin) etkisi arastilmistir. En 1yi etki aspartik asit
aminoasidinde elde edilmistir. %0,5 aspartik asit iceren ortamda Everzol Red 3BS
giderimi %92 olarak bulunmustur. Bunun nedeni ise; hazirlanan lakkaz enzim
ortaminin asidik ortamda olmasi ve aspartik asidin asidik bir aminoasit olmasi
sebebiyle en iyi yikim aspartik asitte goriilmiistiir. Ayrica aminoasit derisimi arttikga

giderimin oranin arttigida gézlenmistir [37,38].
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Sonraki c¢aligmada sanayideki boyarmadde kirliligi de esas alinarak bu
organizmanin farkli destek materyallerine (Kaolin, Kum, Amberlite XAD-7, Jelatin,

kaliks[4]aren ve p-tert-biitilkaliks[4]aren) immobilize edildi.

Amberlite XAD-7 ile immobilize edilmis Coprinus plicatilis tarafindan
Everzol Red 3BS en iyi biyolojik giderimi oranina sahip oldugu tespit edilmistir.
Amberlite XAD-7 ile immobilize edilmis organizmalar 23 saat sonunda
boyarmaddeyi %100 oraninda giderdi (10.0 mg/L). Kum ile immobilize edilmis
Coprinus plicatilis 51 saat sonunda boyarmaddeyi %91 giderdi (10.0 mg/L). Kaolin
ile immobilize edilmis organizmalar tarafindan 27 saatte boyarmadde %80 oraninda

biyolojik giderime (10.0 mg/L) ugratildu.

Jelatin ile immobilize edilmis organizmalar ise boyarmaddeyi 21 saatte %78
oraninda giderdi (10.0 mg/L). Wong ve arkadaglari tarafindan gergeklestirilen bir
calismada, lakkaz, PEG igeren aljinat/jelatin boncuklarda immobilize edilmis ve
glutaraldehit ile boncuklar capraz baglanmistir. Optimum kosullarda hazirlanilan
lakkaz igceren boncuklar tekstil boyar maddesi Red B-3BF gideriminde kullanilmistir.
10. kez kullanimda % 50 boya giderim verimi saptandigi ifade edilmistir [39].

Kaliks[4]aren ile immobilize edilmis organizma boyarmaddeyi 36 saatte %78
yikima ugratirken aym slirede p-tert-biitilkaliks[4]aren ile immobilize edilmis
organizmalar boyarmaddeyi %87 giderime ugratti. Amberlit XAD-7 ile immobilize
edilmis C. plicatilis, ytkim sonrasi alinan Orneklerin FT-IR spektrumlart saf
boyarmaddelerin FT-IR spektrumu ile karsilastirildiginda saf boyarmaddeye ait
piklerin tamamim giderime ugrattig1 gozlemlendi. Yapilan bu analizler sonucunda
fungusun boyarmaddeyi giderime ugratti1 ve giderim sonucunda herhangi bir toksik

metabolit olmadig1 gézlenmistir.

Tiim deneyler sonucunda boyarmadde konsantrasyonu arttik¢a giderim
oraninin azaldigi tespit edilmistir. 2013 yilinda yapilan bir ¢alismada immobilize
hiicreler tarafindan 100, 150 ve 200 mg/L konsantrasyonlarindaki LG
boyarmaddesini sirasiyla 90%, 70% ve 34% oraninda giderime ugratilmigtir [40].
Chakraborty vd yaptiklar1 ¢alismalarinda 800 ve 1000 mg/L konsantrasyonlarindaki
CR boyarmaddesini Alternaria alternata fungusu sirasiyla 78.37% ve 60% giderime

ugratti rapor edilmistir [41]. Bu arastirmalar sonucunda segilen beyaz ¢iiriikgiil
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fungusun Kkirletici olan tekstil atik sularindaki ve diger sanayi kuruluslarindaki
boyarmaddeleri biyolojik aritmada etkili olarak kullanilabilecegi sonucuna

ulasilmstir.
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