1. GIRIS

1.1 immobilizasyon Teknigi Hakkinda Genel Bilgiler

Immobilizasyon terimi, bir reaktér veya analitik sistem iginde biyolojik
olarak aktif katalizoriin tutuklanmasini ifade eden bir terimdir. Biyokatalizor ister tek
bir enzim olsun isterse enzim karisimi veya bir canli hiicre olsun, tasiyici materyal
iizerinde veya icinde tutuklanmustir. immobilize kompleks kati destegin fiziksel
karakteristiklerini gosterirken serbest katalizoriin temel biyokimyasal aktivitesine de
sahiptir. Immobilizasyon 6zel bir modiil iizerinde ¢oziiniir olmayan bir kompleks
olusturarak akiskanin kolayca gegmesini saglar. Bir baska deyisle, immobilizasyon,
heterojen kataliz prensiplerinin biyolojik sistemlere uygulanmasidir. Son otuz yildan
beri enzimlerin immobilizasyonu, daha yakin yillardan beri de hiicrelerin
immobilizasyonu teorik ve pratik dnem kazanmistir. Immobilizasyon teknolojisi
kimya, biyokimya ve hiicre biyolojisi disiplinleri ile biyokimyasal ve proses
miithendisliklerini birlestirir (Aktas, 2004).

Immobilize enzim “enzimin kinetik aktivitesini kaybetmeden belli bir
bolgeye fiziksel olarak yerlestirilmesi veya hapsedilmesi” olarak adlandirilir
(Chibata, 1978). immobilizasyon terimi sadece enzimlere degil hiicresel organeller,
mikrobiyal hiicreler, bitki ve hayvan hiicreleri gibi tiim biyokatalizor tiplerine de
uygundur (Tanaka and Kawamoto, 1999).

Nelson ve Griffin (1916) bir rastlanti sonucu, aktif karbon iizerine adsorbe
edilmis maya invertazinin siikrozun hidrolizini katalizleme yetenegine sahip
oldugunu buldular. Bu, immobilize enzim kavraminin ilk gosterimiydi. Bu
gelismenin ardindan, c¢esitli desteklere kovalent olarak baglanmig aktif proteinlerin
immobilizasyonu hakkinda birgok rapor yaymlanmistir. Bu konudaki pratik
uygulamalarin artisindan sonra, iyonik baglama, fiziksel adsorpsiyon ve tutuklama
gibi cesitli immobilizasyon teknikleri gelistirilmistir (Tanaka and Kawamoto, 1999).

Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel uygulamas1 1969 yilinda Japonya’da

Tanabe Seiyoku sirketi calisanlar1 ve Chibata tarafindan yapildi. Bu uygulamada



fungal amino acgilaz, DEAE-Sephadex igine iyonik baglanma ile immobilize edildi ve
N-acil-D,L-amino asitlerin, L-amino asitlere ve N-agil-D-amino asitlere
enantiyoselektif hidrolizinde kullanildi (Chibata et al., 1972). Immobilize mikrobiyal
hiicrelerin ilk endiistriyel uygulamasi ise 1973 yilinda yiiksek derecede aspartaz
aktivitesine sahip Escherichia coli hiicrelerini poliakrilamid jel icine tutuklayarak
amonyum fumarattan L-aspartat tiretimi ile gerceklestirildi (Tanaka and Kawamoto,
1999).

Sadece enzimleri degil hiicresel organelleri, mikrobiyal, bitkisel ve hayvansal
hiicreleri de iceren biyokatalizorler kullanilarak dizayn edilen, enerji ve kaynak
tasarrufu saglayan ve diisiik kirlilik iireten islemler, ¢ok az yan iiriin ¢ikisi, diisiik
sicaklik ve c¢evresel basing kosullar1 ile avantaj saglamaktadir. Buna karsilik,
biyokatalizérler genel olarak katalitik reaksiyonlar icin kosullar uygun olsa bile
yiiksek sicaklik, diisiik veya yiiksek pH ve organik ¢ozgenlerin varlifinda kolaylikla
inaktive olabilirler. Biyokatalizor serbest halde kullaniliyor ise atik reaksiyon
karisimindan biyokatalizoriin geri kazanimi da bir baska problemdir. immobilizasyon
bu problemlerin iistesinden gelebilecek tek yoldur. Genel olarak immobilize
biyokatalizorler kararhdir ve kesikli tip reaksiyonlarda tekrarh olarak ya da akiskan
sistemlerde siirekli olarak kullanilabilir (Tanaka and Kawamoto, 1999).

Biyoislemde (biyoproses) kullanilacak olan biyokatalizor g6z &niine
alindiginda, enzimlerin ve hiicrelerin immobilizasyonu pratiktir. Immobilize
biyokatalizorlerin biyoislemlerde kullanimlar su sekildedir:

i) Stereospesifik ve/veya bolge spesifik (regio spesific) reaksiyonlar ile
yararl bilesiklerin {iretimi,

i) Biyolojik islemler ile enerji iiretimi,

iii) Cevresel problemlerin ¢oziimiinde kirliliklerin se¢imli aritilmast,

iv) Cesitli bilesiklerin yliksek duyarlilikta ve spesifiklikte analizi,

v) Yeni ilaglarin veya yapay organlarin iiretimi (Tanaka and Kawamoto,
1999).

Ttim bu islemler sadece tek bir enzimin degil daha kompleks reaksiyonlarin
meydana geldigi multi enzim komplekslerinin de immobilizasyonunu gerektirir.

Hiicre ve hiicresel organeller karmasik reaksiyonlarin meydana geldigi metabolik



sistemlere sahiptir. Bu sebeple immobilize hiicre veya organeller birlesmis multi
enzim kompleksleri olarak is goriir. Ustelik hiicrelerin immobilizasyonu durumunda,
hiicrelerden enzim ekstraksiyonu basamagi elimine edilmis olur. Bu durum, enzimin
zamanla gelisebilecek inaktivasyonunu ve pahali saflastirma basamaklarini engeller
ve enzimin daha kararh kosullarda kullammint olanakli kilar (Tanaka and
Kawamoto, 1999).

Bunun yaninda, immobilize hiicrelerin pratik uygulamalarda géz Oniinde
bulundurulmasi gereken bazi dezavantajlari vardir:

i) Hiicre, istenmeyen reaksiyonlari katalizleyen enzimleri de icerebilecegi icin
istenmeyen yan iriinler sentezlenebilir. Tiir se¢imi, mutasyon, hiicre tipine gore 6zel
muamele veya hiicrelerin genetik olarak degistirilmesi ile bu problemlerin {istesinden
gelinebilir.

ii) Saglam hticrelerin hiicre duvarlar1 ve membranlar1 genellikle substrat, tirtin
ve diger reaksiyon bilesenlerinin hiicre igine veya disina gegisini engeller. Bu gibi
durumlarda bariyer, immobilizasyondan Once ve sonra uygun muameleler ile
yikilmalidir (Tanaka and Kawamoto, 1999).

Immobilize hiicreler uygun besin maddelerinin devamh saglanmasi ile
biiyiime evresinde tutulabilir. Immobilize biiyiiyen hiicre teknigi, hiicreler
kendiliginden ¢ogaldiklarindan ve kendiliginden yenilendiklerinden dolayi
avantajlidir. Bununla birlikte, immobilize biiyiiyen hiicreler asagidaki dezavantajlara
sahiptir:

i) Immobilize biiyiiyen hiicreler, yasam ve bilyiime durumlarimi devam
ettirmek icin besin maddesi ve enerji kaynagma ihtiya¢ duyar. Besin maddesi veya
enerji kaynagi arttiginda artan substrat tiiketiminden dolay1 tirlin verimi azalabilir.

it) Uriin, tastyicidan kopan hiicreler ile kontamine olabilir.

Immobilize biyokatalizorlerin uygulamasi igin, biyokatalizoriin istenilen
aktiviteye ve karakteristige sahip oldugunu bilmek ¢ok onemlidir. Ek olarak, uygun
tagtyicinin - ve immobilizasyon tekniginin secimi de Onemlidir. Tasiyic1 ve
immobilizasyon teknigi immobilize edilecek biyokatalizére uygun olmalidir. Bu
nedenle, tiim biyokatalizor tiplerine uygun genel ideal bir immobilizasyon metodu

yoktur.



Ideal bir tastyict biyokatalizér immobilizasyonu igin yeterli fonksiyonel
gruplara sahip olmalidir. Tasiyict ayrica, mekanik giice, fiziksel, kimyasal ve
biyolojik kararliliga ve diisiik toksisiteye sahip olmalidir. Ek olarak, gesitli tipteki
reaktorlere immobilize biyokatalizérlerin uygulanabilmesi icin tasiyiciya farklh
sekiller verilebilmesi gerekebilir. Son olarak, ekonomik uygunlugu gz oniinde
tutulmalidir (Tanaka and Kawamoto, 1999).

Immobilizasyon metotlar1 4 kategoriye ayrilabilir: Tastyiciya baglama, capraz
baglama, tutuklama ve bu iic metodun kombinasyonu. Her bir metodun avantajli ve
dezavantajli yanlarinin olmasindan dolayi, asagida acgiklandigi gibi secim,

biyokatalizor, reaksiyon, reaktor gibi faktorlere baghdir.

1.1.1 immobilizasyon teknikleri

a) Tasiyiciya baglama metodu

Tasiyiciya baglama, biyokatalizoriin suda ¢6ziinmeyen tasiyiciya kovalent
baglar, iyonik baglar, fiziksel adsorpsiyon veya biyospesifik etkilesimler ile
baglanmasina dayanan bir metottur. Suda ¢dziinmeyen polisakkaritler (6rn. seliiloz,
dekstran ve agaroz tiirevleri), proteinler (6rn. jelatin ve albumin), sentetik polimerler
(6rn. polistiren tiirevleri, iyon degisim recineleri ve poliiiretan) ve inorganik
materyaller (6rn. tugla, kum, cam, seramik ve magnetit) gibi gesitli ¢dziinmeyen
materyaller dogrudan veya 6zel modifikasyon veya aktivasyon sonrasi kullanilabilir
(Tanaka and Kawamoto, 1999).

i) Kovalent baglama metodu

Kovalent baglama metodu enzim immobilizasyonu i¢in en sik kullanilan
tekniklerdendir, fakat kovalent baglayici ajanlarin  toksisitesi ve dogru
immobilizasyon kosullarmin bulunmasmin zorlugundan dolayr hiicreler igin
kullantimi azdir. Navarro ve Durand (1977), Saccharomyces carlsbergensis’i
aminopropiltrietoksisilan uygulanmis ve glutaraldehit ile aktive edilmis g6zenekli
silika kiirelere immobilize etmislerdir. Serratia marcescens, Saccharomyces
cerevisiae ve Saccharomyces amurcea borosilikat camlara veya izosiyanat baglama

ajam1 kullanilarak, zirkonyum dioksit (ZrQO,) seramik iizerine kovalent olarak



baglanmistir (Messing et al., 1979). Organik tasiyicilar kovalent baglama metodu ile
hiicre immobilizasyonunda ayrica kullanilmaktadir.

Enzimlere bakildiginda ise, aktif bolge veya substrat baglama bolgesinde
bulunmayan amino asit birimleri tasiyiciya kovalent baglamada kullanilabilir. Lizinin
g-amino grubu, aspartik asidin B-karboksil grubu, glutamik asidin y-karboksil grubu,
serin ve treoninin hidroksil gruplari, sisteinin merkapto grubu, tirozinin fenolik
hidroksil grubu ve histidinin imidazol grubu; diamonyum tuzu, asit azit, izosiyanat,
aktiflestirilmis alkil halojeniir veya aldehit gibi reaktif fonksiyonel gruplara sahip
tastyicilar ile reaksiyona girebilirler (Tanaka and Kawamoto, 1999).

Immobilizasyonda kullanilacak olan tasiyici, reaktif gruplara sahip degilse,
yardimet bir reaktif ile aktive edilmesi gerekmektedir. Immobilizasyon ¢ok yumusak
kosullarda (oda sicakligi, notral pH vb.) gerceklestirilmelidir. Tasiyici, suda
¢coziinmemeli, fakat ¢cok da hidrofobik karakterli olmamali, suda islanabilmeli, ayrica
mekanik kararliliga sahip olmalidir. Bu tiir tasiyicilarin se¢iminde, enzim-tasiyici
baglanmasinin aktivite ig¢in zorunlu gruplar {izerinden olmamasi ile birlikte
tastyicinin - enzimler tarafindan pargalanmamasi, mikroorganizma iiremesini
engellemesi, pH ve ¢ozgenlere kars1 dayamikli olmasi gibi; 6zelliklere sahip olmasina
dikkat edilmelidir (Telefoncu, 1997).

Kovalent baglama metodu asagidaki avantajlara sahiptir

i) Biyokatalizor tasiyicidan sizmaz veya ayrilmaz,

if) Biyokatalizor tasiyict yiizeyinde tutundugu icin substrat ile kolaylikla
temasa gegebilir,

iii) Biyokatalizor ve tasiyici arasindaki giiglii etkilesimden dolay: biyokata-
lizor kararhiligr genellikle artar.

Bu avantajlara ilaveten kimi dezavantajlar1 da vardir

i) Biyokatalizoriin toksik ajanlara veya sert reaksiyon kosullarina maruz
kalmasidan dolayi iiriin verimindeki diisis,

ii) Immobilizasyon igin optimum kosullarin bulunmasindaki zorluk,

iii) Tastyicinin yenilenmesi ve biyokatalizoriin tasiyicidan geri kazanilmasi-

nin imkansiz olmasi.



Belirlenen bu &zelliklerden dolayi, metot tasiyiciya kovalent olarak
baglanarak kararliligin1 anlamli bir sekilde arttiran pahali enzimler igin ¢ok
uygundur.

ii) iyonik baglama metodu

Katalazin iyon degistirici selilloza baglanma yeteneginin bulunmasindan
itibaren (Mitz, 1956), iyonik baglama metodu birgok biyokatalizoriin
immobilizasyonunda kullanilmaktadir. Prosediir ¢ok basit olup, tasiyicinin
yenilenmesi ve biyokatalizériin tasiyicidan geri kazanimi ¢ok kolaydir ve
immobilizasyon kosullari, yumusaktir. Immobilize enzimlerin ilk endiistriyel
uygulamast L-amino asit {iiretimi i¢in DEAE-selilloz {izerine aminoagilazin
immobilizasyonu ile gergeklestirilmistir (Chibata et al., 1972). Iyonik baglamada,
biyokatalizoriin tasiyiciya baglanmasi kullanilan tampon, pH, iyonik siddet ve
sicakliktan etkilenir. Tasryicinin yenilenmesinin ve biyokatalizériin geri kazanimimim
kolay olmasinin yaninda biyokatalizor, tasiyicidan kolaylhikla ayrilabilir. Genis
cesitlilikteki iyon degisim reginelerine ilaveten iyon degisim grubuna sahip
polisakkaritler de bu amag i¢in kullanilabilir.

iii) Fiziksel adsorpsiyon metodu

Fiziksel adsorpsiyon metodu enzim immobilizasyonunda kullanilan en eski
ve en basit yontemdir (Nelson and Griffen, 1916). Proteinler ve 6zellikle enzimlerin
kat1 yiizeylere adsorpsiyonu detaylica arastirilmistir. Adsorpsiyonun asil amaci
enzim immobilizasyonu olmayip enzim saflastirmaktir. Fakat suda ¢oziinmeyen
tastyicilarda adsorpsiyon ydnteminin enzim immobilizasyonda olduk¢a sik
kullanildigi gortilmektedir (Nelson and Griffin, 1916; Flor and Hayashida, 1983).

Fiziksel adsorpsiyon metodu tasiyici ve biyokatalizér arasindaki hidrojen
bagi, hidrofobik etkilesimler, van der Waals etkilesimleri gibi iliskilerin tek tek veya
birlikte neden olduklart fiziksel etkilesimlere dayanir. Biyokatalizér hicbir
modifikasyon gerekmeksizin immobilize olmasina ragmen, fiziksel etkilesimler
iyonik baglardan daha zayiftir ve sicaklik ve ¢6ziinen madde derisimi gibi gevresel
faktorlere karst daha duyarlidir. Hiicresel organeller ve degisik tipteki hiicreler bu

metot ile kolaylikla immobilize edilebilir.



Tastyicilar ¢ok degisik tiirde olmakla birlikte, iyi bir adsorpsiyon
saglayabilmek i¢in, genellikle tasiyicinin bir 6n islemden gegirilmesi gerekmektedir.
Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan tasiyicilar; aktif karbon, gdzenekli
cam, diatome topragi, kalsiyum karbonat, kiil, kollodyum, silikajel, bentonit,
hidroksiapatit, nisasta, gluten ve kalsiyum fosfattir (Telefoncu, 1997).

Tastyicinin  yenilenmesi uygun kosullar altinda basarilabilir. Fiziksel
adsorpsiyonu takip eden gluteraldehit ile ¢apraz baglama bazen immobilize
katalizoriin kararhiligina yardim edebilir.

Adsorpsiyon yonteminin kimi avantajlart vardir; enzim immobilizasyon
isleminin basit olusu, degisik bicim ve yiikteki tasiyicilar segme olanagi vermesi ve
bir yandan immobilizasyon gerceklestirilirken diger yandan enzim saflastirilmasina
izin vermesidir. Islem ¢ok kolay olup yumusak kosullarda gergeklestigi i¢in enzim
aktiviteleri iizerine olumsuz etkileri olmamaktadir. YoOntemin sakincalar1 ise;
optimum immobilizasyon kosullarin saptanmasinin ¢ok gii¢ olmasi, enzim ile tasiyici
arasindaki bagin gii¢lii olmadig1 durumlarda enzimin reaksiyon ortamina kagarak
tiriinii kirletmesi olarak siralanabilir (Telefoncu, 1997).

iv) Biyospesifik baglama metodu

Biyospesifik baglama metodu, c¢ogunlukla afinite ayirmasi islemlerinde
kullanilan koenzimler, inhibitorler, efektorler, lektinler ve antikorlar gibi bilesikler
ile enzimler arasindaki biyospesifik etkilesime dayanir. Eger etkilesim kuvvetli ise
enzim bu bilesiklerden biri ile konjugat olusturarak tasiyiciya baglanir. Bunun
yaninda, enzimler ile baglandiklarinda onlar1 inaktive ettiklerinden dolay1 antikorlar
ve inhibitorler iyi bir se¢im olmazlar. Lektin ile spesifik karbohidrat birimleri iceren
enzimler arasindaki etkilesim, bu uygulamalar igin faydalidir (Sulkowski and
Laskowski, 1974). Glikoprotein olan lektinler, spesifik karbohidrat birimi ile sik1 bir
sekilde baglanir. En ¢ok kullanilan lektinlerden biri konkanavalin A’dir. Bir¢ok
enzim glikoprotein oldugundan dolay1, lektinlerin kullanim alani vardir.

b) Capraz baglama metodu

Bu metot, kiigiik molekiilli bi- ve multi- fonksiyonel reaktifler enzim
molekiilleri arasinda baglar yaparak suda c¢oziinmeyen komplekslerin olusmasini

saglar. Capraz baglama derecesi ve immobilizasyon, protein ve reaktif derisimine,



pH ve immobilize edilecek enzime dogrudan bagimlidir. En ¢ok kullanilan ¢apraz
baglama reaktifleri; gluteraldehit, klorformat, karbonildiimidazol, heterosiklik
halojeniirler, bioksiranlar, divinilsiilfonlar, p-benzokinon, gecis metal iyonlar1 ve
epiklorhidrinlerdir. Bu metot ile immobilize edilmis biyokatalizoriin aktivitesinde
genellikle diisiis gézlenir (Telefoncu, 1997).

¢) Tutuklama metodu

Prensip olarak tutuklama, biyokatalizorii belirli bir mekanda durmaya
zorlamaktir. Biyokatalizér bulundugu ¢evreden disariya ¢ikamaz. Bu islem polimer
matriks icindeki kafeslerde gergeklestirilebilecegi gibi yar1 gecirgen membranlar
icinde mikrokapsiilleme ve miseller ile de gergeklestirilebilir. Bu yontemi, kovalent
baglama ve c¢apraz baglama ile immobilizasyondan ayiran en Onemli ozellik,
biyokatalizoriin fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya baglanmamis
olmasidir. Tutuklama metodu 5 ana grupta simflandirilabilir; kafes (polimer
martikste tutuklama), mikrokapsiil, lipozom, membran ve ters misel.

Kafes tipinde, biyokatalizér cesitli polimerlerden birinin matriksi igine
tutuklanir (Tanaka and Kawamoto, 1999). Polimerizasyon ve capraz baglamanin
olustugu ortamda biyokatalizériin de bulunmasi halinde capraz baglama sonucu
olusan kafeslerde (odaciklarda) tutuklanmaktadir. Bu amagla en ¢ok kullanilan
polimer N,N'-metilenbisakrilamid ile ¢apraz baglanmis poliakrilamiddir. Y&ntem,
yiksek derecede c¢apraz bagh bir polimerin biyokatalizor c¢ozeltisi iginde
olusturulmasi temeline dayanir. Polimerlesme sonucu biyokatalizor ¢apraz bag aglar
arasinda tutuklanmakta ve boylece ana ¢ozeltiye gegmesi engellenmektedir. Capraz
bag yiizdesi Syle ayarlanmalidir ki, biyokatalizor tutuklanabilmeli fakat substrat
molekiillerinin  biyokatalizére ulagsmasina engel olmamahdir. Bu ydntemle
immobilize edilen biyokatalizorlerin asil 6zelliklerinde bir degisme beklenmez.
Ancak tasiyiciin tipi ve enzimatik reaksiyonlar bdlgesel mikrogevre etkilerinin
olusmasina neden olmaktadir. Ornegin; tasiyicinin yiiklii olmasi, immobilize
biyokatalizoriin 6zelliklerinde, dogal biyokatalizérlere gore ¢ok Snemli degismelere
neden olmaktadir. Bu yontem; ¢ok kolay uygulanmasi, gercek bir fiziksel yontem
olusu ve ¢ok az miktarda biyokatalizor ile gerceklestirilmesi gibi avantajlara sahiptir.

Kimyasal bir baglanma olmadigi icin nétral, suda ¢oziinmeyen tasiyicilarin da



kullanimina olanak vermektedir. Yontemin sakincalar1 ise; immobilizasyon iglemi
sirasinda inaktivasyonun deney kosullarina ¢ok siki bagimli olusu ve immobilize
biyokatalizoriin sadece kiigiik molekiillii substratlara karst iyi bir aktivite
gostermesidir (Telefoncu, 1997).

Mikrokapsiil tipi immobilizasyon, biyokatalizoriin bir yar1 gegirgen sentetik
polimerin mikrokapsiilleri igine tutuklanmasini igerir (Tanaka and Kawamoto, 1999).
Mikrokapsiillerin biiyiikliigti 1-100 W arasinda degismektedir. Immobilizasyonda
kullanilacak olan yar1 gegirgen membranin, gézenek c¢aplari, substrat molekiillerinin
kapsiil icine girisine ve {irlin molekiillerinin disar1 ¢ikigsina olanak verecek bir
biiytiklitkte olmalidir. Substrat molekiilleri ne kadar kii¢iikse, bu y&ntem ile
immobilize edilmis biyokatalizoriin verimliligi o lgiide yiiksek olacaktir. Bu yontem
ile biyokatalizér immobilizasyonu stirekli ve siirekli olmayan yari1 gegirgen membran
mikrokapsiillerde tutuklama olmak {izere iki gruba ayrilabilir. Siireksiz
mikrokapsiillerde (lipozomlar) g¢erceve membram bir sivi tabaka iken siirekli
mikrokapsiillerde membran katidir (Telefoncu, 1997).

Lipozom tipinde, lipitlerden olusmus amfipatik sivi-yiizey aktif madde
membrant i¢ine tutuklama yapilir (Tanaka and Kawamoto, 1999).

Membran tipinde biyokatalizor, reaksiyon c¢ozeltisinden ultrafiltrasyon
membrani, mikrofiltrasyon membrani veya hollow-fiber ile ayrilmistir (Tanaka and
Kawamoto, 1999).

Ters misel tipinde biyokatalizor, yiizey aktif madde ile bir organik ¢dzgenin
karisimi ile olusturulan ters miseller i¢ine tutuklanmistir (Tanaka and Kawamoto,
1999).

Tutuklama metodunun en 6nemli avantaji, sadece tek bir enzimin degil ¢oklu
enzimlerin, hiicresel organellerin ve saglam ve muamele gormiis hiicrelerin de
immobilize edilebilmesidir. Bunun yaninda dezavantajlar1 ise; yiiksek molekiil
kiitleli substratlarin tutuklanmis biyokatalizrlerin yanina yaklasamamasi ve
tagtyicinin yenilenmesinin zor olmasidir. Tutuklama metotlar1 arasinda kafes tipi en

fazla kullanilandir (Tanaka and Kawamoto, 1999).
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1.2 Hiicre Immobilizasyonu Hakkinda Genel Bilgiler

Immobilize mikroorganizmalarin endiistriyel alanlarda kullanimi son
zamanlarda c¢ok ilgi c¢ekmektedir. Bu durum; hiicre immobilizasyonunun
fermantasyon tretkenligini arttirmasi, stirekli islemlerde uygulanabiliyor olmasi,
hiicre kararliligi, geri kazanimin ¢ok kolay olmasi ve tekrar kullanabilirligi gibi
cesitli avantajlara sahip olmasindan kaynaklanir. Hiicre immobilizasyonu ayni
zamanda kayma hareketlerine karsi hiicreleri korur. Kayma hareketleri, farkli
tabakalardaki sivilarin  hizlarindaki farkliliktan ileri gelen deformasyondur.
Immobilize hiicrelerin endiistride kullanimi1 halen sinirhidir ve gelecekteki
uygulamalar immobilizasyon prosediiriiniin gelistirilmesine baglidir (Kourkoutas et

al., 2004).

1.2.1 Hiicre immobilizasyon destekleri ve teknikleri

Hiicre immobilizasyonu “biitiin bir hiicrenin, belirli bir bolgeye istenilen
katalitik aktivitesini koruyarak, fiziksel olarak hapsedilmesi veya yerlestirilmesi”
olarak tanimlanir (Karel et al., 1985). Immobilizasyon; bazi hiicreler i¢in, hiicreler
bir ylizey iizerinde veya dogal bir yapi i¢inde biiyiidiiklerinde, dogal olarak olusur.
Bircok mikroorganizmanin dogal olarak kendini farkli tipteki yiizeylere baglama
ozelligi vardir (Kourkoutas et al., 2004). Birgok biyoteknolojik islem,
immobilizasyon teknikleri ile iistiinlik kazanmistir ve bu yiizden ¢ok sayida
immobilizasyon teknigi ve destek materyali 6nerilmistir.

Destek materyali olarak alginatin, biiyiik ilgi gérmesinin yaninda, cesitli
polielektrolit  jeller ve komplekslerin  hiicre tutuklamada kullanilmasi
arastirllmaktadir. Cizelge 1.1°de hiicre tutuklama uygulamalarinda ¢ogunlukla

kullanilan polielektrolitlerin fiziksel 6zellikleri verilmistir (Bhatia et al., 2005).
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Cizelge 1.1 Hiicre tutuklamada kullanilan bazi polielektrolitlerin 6zellikleri.

Sistem Ozellik

Alginat Giiglii polianyon
Karragenan Giiglii polianyon
Poli(stiren siilfonat) Giiglii polianyon
Karboksimetilseliiloz Polianyon
Seliiloz siilfat Polianyon
Heparin Polianyon
Poli(metilen-co-guanidin) Polianyon
Poli(diallildimetil amonyum kloriir) Giiglii polikatyon

Citosan
Poli(L-lizin)
Poli(allilamin) hidrokloriir

Poli(vinilamin) hidrokloriir

Zayif polikatyon primer aminin pKa’s1 6,3-6,8
Zay1f polikatyon primer aminin pKa’s1 ~10,5
Zayif polikatyon amin grubun pKa’s1 ~8,5
Zay1f polikatyon

Hiicre immobilizasyon teknikleri ise, fiziksel mekanizmalarin uygulandig 4

temel kategoriye ayrilabilir; a) kati tasiyici yiizeye adsorpsiyon veya baglanma, b)

gozenekli bir matriks igine tutuklama, c) flokulasyon (dogal) veya ¢apraz baglayici

ajanlar (yapay) ile kendi kendine agregasyon ve d) bariyer arkasinda hiicre tutuklama

(Pilkington et al., 1998). Sekil 1.1°de bu 4 temel kategori sematik olarak

gOsterilmistir.
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1 C2

Do gal Flokulasyon Yapay Flokulasyon
{Caprar Baglamal
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Mikrogozenekli Membranlar

Arayiizey Ararina Tuwiuklanwa
Mikrokapsiillemae
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Gozenekli Matriks B .G?“’;E“h Marriles
= umn e e e Mikrogirenekli Membran Teines Tt
e Bif ordohoomd Ajan ¢ Hiicre Flokulasyonu
(Capraz Baglaaa) {sigregasyon}

EEZER Flokirestatik Kwvetler D Bariyer Gerizinde

Mekanik Tutuklania
Sekil 1.1 Hiicre immobilizasyonunda kullanilan teknikler ve destek materyalleri

(Kourkoutas et al., 2004).

a) Kati tasiyici yiizeye immobilizasyon

Kati tasiyici iizerine hiicre immobilizasyonu, elektrostatik kuvvetlerin neden
oldugu fiziksel adsorpsiyon veya hiicre membrani ve tasiyici arasindaki kovalent
baglama ile gergeklestirilir. Hiicre filminin kalinligi, tek sira hiicreden 1 mm ve
fazlasina kadar degisebilir. Bu tip immobilizasyonu gergeklestirmenin kolayhgindan
dolayi, yiizey {izerine immobilize hiicreleri kullanan sistemler oldukg¢a popiilerdir.
Biyofilmin derinligi kadar hiicrelerin tasiyiciya baglanma giicleri de genellikle
degisir ve kolaylikla saptanamaz. Hiicre ve ¢dzelti arasinda bir bariyer olmadigi igin,
hiicre ayrilmasi ve yer degistirmesi olasidir. Bu tip immobilizasyonda kullanilan kati
tagryicilara 6rnek olarak, seliilozik materyaller (DEAE-seliiloz, odun, odun talagi
gibi) ve inorganik materyaller (poligorskite, montmorilonit, hydromica, gozenekli

porselen ve gozenekli cam gibi) verilebilir (Kourkoutas et al., 2004).
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b) Gozenekli matrikse tutuklama

Bu tip immobilizasyonda, hiicreler ya diger hiicrelerin varligi tarafindan
hareketi smirlanana kadar gozenekli matrikse doldurulur ya da g6zenekli materyal
hiicre kiiltiirii iginde olusturulur. Her iki tutuklama yontemi de hiicrelerin dig ortama
diflizyonunu engelleyen kat1 bir ag i¢ine hiicrelerin tutuklanmasima dayanir. Fakat bu
ag besin maddeleri ve metabolitlerin gegisine izin vermelidir (Kourkoutas et al.,
2004).

Bu tip immobilizasyonun en tipik ornekleri; alginat, k-karragenan, agar,
kitosan benzeri polisakkaritler ve poligalakturonik asit veya jelatin, kollajen ve
polivinil alkol gibi diger polimerik materyaller i¢ine tutuklamadir.

Polisakkarit jel gibi, gozenekli matriks ic¢ine hiicre tutuklamanin
problemlerinden biri, kiirelerin dis yliziine yakin konumdaki hiicrelerin kiire disina
kacisidir. Bu, kullanilan sistemin serbest ve immobilize hiicreleri igermesine neden
olur. Bu problemden kaginmak igin, hiicreleri iceren i¢c cekirdek ve hiicrelerin
cekirdekten kagisint engelleyen, bir dig tabakadan olusan hidrojel kiireler
gelistirilmistir (Tanaka et al., 1989).

¢) Hiicre flokulasyonu (agregasyonu)

Hiicre flokulasyonu, hiicrelerin biiyilk bir birim olusturmak {izere
agregasyonu veya siispansiyondaki hiicrelerin kiimelere yapismasi ve hizla ¢okmesi
0zelligi olarak tanimlanir (Jin and Speers, 1998). Agregat olusturma yetenegi, fungus
ve bitki hiicrelerinde goézlenir. Dogal yollarla flokule olmayan hiicre kiilttirlerinin
agregasyonunu gerceklestirmede yapay flokulasyon ajanlar1 veya ¢apraz baglayicilar
kullanilabilir (Kourkoutas et al., 2004). Gluteraldehit ve toluendiizosiyanat (Chibata
et al.,, 1974) gibi bi- veya multi-fonksiyonel ajanlar kullanarak hiicreler kendi
aralarinda gapraz baglanarak immobilize edilebilirler.

d) Bariyer arkasinda mekanik tutuklama

Bir bariyer arkasinda hiicre tutuklama, mikrogézenekli membran filtrelerin
kullanim1 ya da bir mikrokapsiil i¢ine hiicrelerin tutuklanmasi veya karigmayan iki
sivinin etkilesen ylizeyine hiicre immobilizasyonu ile gerceklestirilebilir. Bu tip

immobilizasyon, hiicreden ayrilmig {iriinler ve bilesiklerin minimum transferi
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gerektiginde  idealdir. =~ Mikro  g6zenekli  membranlar  arasina  hiicre
immobilizasyonunun temel dezavantaji, kiitle transferinin sinirli olmasi (Lebeau et
al., 1998) ve hiicre bilylimesinden kaynaklanan memran biyobozunmasidir (Gryta,

2002).

1.2.2 Hiicre immobilizasyonu icin on gereksinimler

Bir tastyicinmin hiicre immobilizasyonuna uygun olabilmesi i¢in asagidaki 6n
gereksinimleri karsilamas1 gerekmektedir (Korkoutas et al., 2004):
1. Tastyici, hiicrelerin baglanabilecegi fonksiyonel gruplar igeren genis bir ylizeye
sahip olmalidir,
2. Tasiyici kolay elde edilebilmeli ve yeniden kullanilabilmelidir,
3. Hiicre canliligi ve immobilize biyokatalizoriin operasyonel kararlihgi ytiksek
olmali ve uzun siire boyunca ayni kalmahidir,
4. Immobilize hiicrenin biyolojik aktivitesi, immobilizasyon isleminden etkilen-
memelidir,
5. Destegin gozenekliligi homojen olmal ve kontrol edilebilmelidir. Destek ayni
zamanda subsrat, {iriin, kofaktor ve gazlarin giris-¢ikisina izin vermelidir,
6. Tasiyic1 iyi bir mekanik, kimyasal, termal ve biyolojik kararliliga sahip olmali;
enzimler, c¢ozgenler, basing degisimi ya da kayma kuvvetleri ile kolaylikla
bozunmamalidir,
7. Tagiyic1 ve immobilizasyon teknigi, kolay, ekonomik ve &lgek biiylitmeye uygun
olmalidir,

8. Tastyici kalint1 birakarak tiriin kalitesini etkilememelidir.
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1.2.3 Mikrobiyal hiicre iizerine immobilizasyonun etKkisi

Hiicre immobilizasyonu, hiicre biiyiimesinde, fizyolojik ve metabolik
aktivitelerinde, degisikliklere neden olabilir. Immobilizasyon ile gerceklesen
metabolik degisikliklerin tipini ve biyiikliiglinli 6nceden sezmek zordur. Bazi
parametreler bu degisikliklerden sorumlu olarak kabul edilmektedir. Ornegin;
difiizyon nedeniyle kiitle transfer sinirlamasi, biiyiime modelindeki karnisiklik, yiizey
gerilimi ve ozmotik basing etkileri, azalan su aktivitesi, hiicre-hiicre iletisimi, hiicre
morfolojisinde ve membran gecirgenliginde ve ortam bilesenlerinden yararlanmadaki
degisimler (Kourkoutas et al., 2004).

a) Immobilizasyonun biiyiimeye ve fizyolojiye etKkisi

Melzoch ve arkadaslar (1994), destek iginde biiylime igin yetersiz alan
nedeniyle alginat iizerine immobilize S. cerevisiae hiicreleri ve serbest S. cerevisiae
hiicreleri arasinda morfoloji ve sekil bakimindan farklhiliklar bulmuglardir.

Jamai ve arkadaslarn (2001), farkl jel matriksleri ile yaptiklari ¢alismalarin
sonucunda, kiireler igindeki mikrogevrenin mikroorganizma fizyolojisini ve
metabolik davranigimi etkiledigini gézlemislerdir.

Immobilize hiicre sistemlerinde, en fazla ¢alisilan parametre, mikrobiyal
biiytime hizidir (Junter et al., 2002). Genel olarak immobilize hiicrelerin biiyiime hizi
serbest olanlara gore daha yavastir ve bu durum, immobilize hiicre sistemlerindeki
kiitle transfer sinirlamasindan ileri gelmektedir (Parascandola and Alteriis, 1996).

Ilave olarak, destek maddesinin koruyucu etkisinden kaynaklanan biiylimeyi
hizlandirict etkileri de vardir. Ornegin, bir filamentéz fungus olan Tolypocladium
inflatum’un selit (celite) kiireler i¢ine tutuklanmasi, immobilize hiicreleri yiiksek
kayma hareketlerine karsi korur ve immobilize hiicre biiylimesini tesvik eder (Chun

and Agathos, 1991).
b) immobilizasyonun metabolik aktiviteye etKisi

Serbest ve immobilize S. cerevisiae’nin hiicre i¢i pH 6l¢timleri sirastyla, 6,9

ve 6,8 olarak bulunmustur (Galazzo and Bailey, 1990). Hiicre i¢i pH degerindeki
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azalma, enzim aktivitesinde bir artma ve dolayisi ile de tiretkenlikte bir artmaya
sebep olmustur.

Gozenekli cam kiirelere immobilize edilmis S. carlsbergensis’in, glukozdan
etanol {iretimi verimini arttirdigi ve karbon dioksit verimini azalttigi bulunmustur
(Navarro and Durand, 1977). Jelatine tutuklanmis S. cerevisiae hiicrelerinin, serbest
hiicrelere gore daha yiiksek derisimde polisakkarit, DNA ve RNA igerdigi
bulunmustur (Hilge-Rotmann and Rehm, 1990).

Ca-alginat jel kiirelere immobilize edilmis Aspergillus niger, serbest
hiicrelere gore antioksidan enzimlerinde artan bir sentez gostermistir (Angelova et
al., 2000).

Immobilizasyon sonunda, 6karyotik (Doran and Bailey, 1986) ve prokaryotik
(Lyngberg et al., 1999) mikroorganizmalarin niikleik asit bilesimlerindeki degisim
rapor edilmistir.

¢) Immobilizasyonun stres toleransi iizerine etkisi

Norton ve D’Amore (1994), immobilize maya hiicrelerinin artan etanol
toleransini incelemisler ve bu olguyu; jel materyalinin koruyucu tabakasi ile hiicre
tutuklama veya sinirl oksijen difiizyonundan dolay1, hiicre membranlarinda modifiye
yag asitlerinin birikmesi ile agiklamiglardir. Ayni arastiricilar ayrica, hiicre
immobilizasyonu sonucu substrat inhibisyonunda kismi bir azalma rapor etmislerdir.
Benzer yiiksek tolerans yetenegi immobilize Kluyveromyces marxianus igin de elde
edilmistir (Dale et al., 1994). immobilizasyon tekniklerinin yol a¢tifi ozmotik
stresin, polioller gibi basing diizenleyen bilesiklerin hiicre i¢i iiretimini tetikledigi
bulunmustur. Bu bilesikler, su aktivitesini azaltmakta ve bunun sonucu olarak toksik
bilesiklere kars1 yiiksek tolerans kazanilmaktadir (Norton ve D’ Amore, 1994). Cesitli
polimer matrikslere immobilize edilmis maya ve bakteri hiicreleri, dondurma ve
dondurarak kurutma kosullarinda, serbest hiicrelere gére gelismis canh kalma ve
termal kararlilik yetenekleri, gostermektedirler (Lodato et al., 1999).

Immobilize hiicreler, ayrica biyosid ve antibiyotikler gibi antimikrobiyal

ajanlara kars: yiiksek dayaniklilik da sergilemektedirler (Junter et al., 2002).
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1.2.4 Immobilize hiicrelerin serbest hiicre sistemlerine gore

avantajlar

Immobilize hiicre sistemleri, serbest hiicre fermantasyonu iizerine bazi
avantajlara sahiptir (Kourkoutas et al., 2004). Bunlar:
1. Biyokatalizoriin aktivitesinin ve stabilitesinin artmasi. Immobilizasyon igin
kullanilan destegin pH, sicaklik, ¢bzgen veya agir metallerin fizikokimyasal
etkilerine karsi koruyucu etki gostermesi,
2. Birim biyoreakttr hacmi basina diisen yiiksek hiicre yogunlugu sonucu yiiksek
hacimsel iiretkenlik ve fermantasyon siiresi,
3. Artan substrat alimi ve verim yiikselmesi,
4. Siirekli islemlere uygunluk,
5. Yiiksek substrat derisimlerine karsi artan tolerans ve son firlin inhibisyonunda
azalma,
6. Uriin kalitesini arttiran diistik sicaklik fermantasyonuna uygunluk,
7. Ayirma ve filtrasyon gereksinimin azalmasi sonucu enerji ve ekipman giderlerinin
diismesi,
8. Biyokatalizoriin kesikli operasyonlarda biyoreaktdrden ¢ikarilmadan uzun
periyotlarda yeniden kullanima,
9. Fermantasyon aktivitesi ve yiiksek hiicre yogunlugundan kaynaklanan mikrobiyal
kontaminasyon riskinin azalmasi,
10. Basitlestirilmis islem diizenlemeleri ile kiigiik biyoreaktorlerin kullanilabilmesi
sonucu daha diisiik maliyet,

11. Bazi iiriinlerde olgunlagma siiresinin kisalmasi.
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1.3 Hidrojellere Hiicre immobilizasyonu

Hidrojeller; kimyasal baglar, iyonik etkilesimler, hidrojen baglari, hidrofobik
etkilesimler veya fiziksel baglar ile ¢capraz bagh polimerlerdir. Bu materyaller suyu
absorplar ve ¢oziinmeden kolayca siserler. Hidrojeller tip ve biyoteknolojide hiicre
immobilizasyonu icin gelistirilmektedir. Sentetik ve dogal kaynakh hidrojeller, ¢cok
cesitli hiicre tiplerinin immobilizasyonu i¢in incelenmektedir (Jen et al., 1996).

Hidrojel temelli materyaller, sahip olduklar iistiin &zelliklerinden dolay, ilag
veya biyoaktif molekiillerin dagitim araglari olarak, biyomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir (Peppas, 1987). Son yillarda, hidrojeller ¢esitli biyolojik {iriinleri
(as1, protein ve antikor gibi) {iretmek igin hiicre immobilizasyon matriksi olarak (Jen
et al., 1996) ve zarar goren dokunun yerine yeniden doku olusturmak icin, doku
miithendisliginde artan bir sekilde kullanilmaktadir (Lee and Mooney, 2001).

Hiicre-tutuklayan hidrojeller, genel olarak jellesme 6ncesi ¢ozeltinin hiicre ile
karistirilmas1 ve takiben fiziksel veya kimyasal capraz baglayict kullanilarak
jellestirilmesi ile hazirlanir (Clark and Ross-Murphy, 1987). Basarili bir
immobilizasyon i¢in hidrojel, hiicre canliligina ve fonksiyonuna yardim etmeli bir
baska deyisle biyouyumlu olmahdir. Hidrojel ayrica, yeterli oksijen transportu ve
difiizyonuna ve gerekli besin maddelerinin, metabolik atiklarin ve salgilanan
iriinlerin, hidrojel agindan gecisine izin vermelidir. Ayrica kimyasal ve mekanik
kararlilik da hidrojellerden biyomateryal olarak istenen 6zelliklerdendir (Jen et al.,
1996). Biyouyumluluk, hiicrelerin polimer iizerinde veya icinde gelismesi igin
onemlidir. Hidrojel toksik olmamali, inert olmali ve hiicre fonksiyonlarina engel
olmamalidir (Goosen, 1993).

Hidrojellere hiicre immobilizasyonu i¢in ii¢ temel metot uygundur; adhezyon,
matrikste tutuklama ve mikroenkapsiilasyon (King and Goosen, 1993):

Adhezyon adinda anlagilacagi gibi, hiicrelerin polimer tasiyici {izerine
baglanmasina dayanir. Bu metod hidrojel kopiik veya jel film yiizeyine baglama igin
etkilidir. Adhezyon ile immobilizasyon, kiiltiir i¢in hiicreleri stabilize etmede veya
analitik islemler i¢in kullanilir. Adhezyon metodu ile basarili bir immobilizasyon,

hiicrenin fonksiyonlar1 korunarak hidrojel {izerine baglanmasia baglhdir. Birkag
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faktor, hiicre afinitesini ve hidrojel iizerine davranislart etkiler. Bunlar,
monomerlerin ve g¢apraz baglayicilarin kimyasal yapisi, hidrofilik ve hidrofobik
ozellikler ile yiiklii fonksiyonel gruplarin neden oldugu yiizey karakteristikleridir.
Hidrojelin fiziksel karakteristikleri adhezyon afinitesini etkiler, bu yiizden gézenek
capimin ve ag yapisinin degismesi hiicre adhezyonunu modifiye edebilir (Jen et al.,
1996).

Adhezyonun tersine, matrikste tutuklama, hidrojel ag icine hiicrelerin fiziksel
zorlanmasina baghdir. Matrikse tutuklama, bazen makroenkapsiilasyon olarak da
adlandirilir. Hidrojeller matrikste tutuklama icin idealdir. Ciinkii sentetik ve dogal
kaynakli hidrojellerin ¢apraz baglanmasi, hiicreleri tutabilecek gozenekli ag yapisina
sahip ii¢ boyutlu yapinin olugmasini saglar. Bu yapi, besin maddeleri, atiklar ve diger
gerekli molekiillerin gecisine izin verir. Matrikste tutuklama icin kullanilan
hidrojeller, kabul edilebilir difiizyon ve transport 6zelliklerine sahip olmali ve 1limh
kosullarda polimerize olmalidir (Jen et al., 1996).

Mikroenkapsiilasyon, tek bir hiicrenin veya kii¢iik bir hiicre toplulugunun
ince mikro gozenekli yar1 gegirgen bir membran ile sarilmasidir. En yaygin
kullanilan mikroenkapstilasyon teknigi, yiiklii polielektrolitlerin hiicre cekirdegi
etrafinda jellesmesidir. Ornegin; alginat-polilizin mikrokapsiilleri, sodyum alginat
icinde stispanse edilmis hiicrelerin kalsiyum kloriir gibi iki degerlikli katyon ¢ozeltisi
icine damlatilarak hiicre igeren kiiresel damlaciklarin olusturulmasi ile elde edilir.
Enkapsiillenmis hiicreler daha sonra, dayanikli mikrokapsiiller olusturmak {izere

pozitif yiikli polilizin ile kaplanir (Jen et al., 1996).

1.3.1 Alginat

Ik olarak 1881 yilinda ingiliz kimyager E.C.C. Stanford, kahverengi alglerde
alginatin varhgm tanimlamistir. Aymi zamanda alginatin kahverengi alglerde en
fazla bulunan polisakkarit (kuru maddenin ~ % 40°1) oldugunu da tespit etmistir. 80
vil kadar sonra, mikrobiyal alginat Linker ve Jones (1964) tarafindan kesfedilmistir.

Iki y1l sonra Gorin ve Spencer (1966) toprak bakterisi Azobacter vinelandii
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tarafindan iiretilen asetillenmis alginati tanitmistir. Mikrobiyal alginata ilgi medikal
kullanim ile artmistir. Bu polimerin farmasotik uygulamalarinin hizla gelismesi ve
son yillarda kesfedilen essiz immunolojik &zellikleri bu yararli bilesigin optimize
tiretim yontemlerinin endiistriyel biyokimyacilar tarafindan gelistirilmesine neden
olmustur.

Alginat; kalinlastirma, stabilizator, siispanse edici, film olusturucu, jel yapici
ve emliilsiyon stabilize edici gibi 6zellikleri iceren, essiz kolloidal 6zelliklerinden
dolay1, potansiyel biyopolimer film ve kaplayici ajan olarak ilgi ¢ekmektedir (Rhim,
2004). Ilmh kosullarda jellesen, toksik olmayan ve kolay elde edilebilen bir jeldir
(Drury and Mooney, 2003). Alginat, yillardir yiyecek ve mesrubat endiistrisinde
kalinlastirict ve jellestirici ajan ve kolloidal stabilizatér olarak kullanilmaktadir.
Gida, kozmetik, tip, tekstil ve kagit endiistrisinde yilda yaklasik 30,000 ton sodyum
alginat kullanilmaktadir (Moresi et al., 2004). Alginat ayrica memeli ve mikrobiyal
orijinli hiicreleri ve enzimleri igeren ¢esitli biyolojik materyallerin tutuklanmasinda
kullanilmaktadir (Simpson et al., 2006). Alginatin hiicre ve protein tutuklamada veya
salinimda bir matriks olarak kullanim alani bulabilecek ozellikleri vardir. Bu
ozelliklerden bazilarr:

a) Matriks iginde bagil olarak inert sulu ortam,

b) Organik c¢ozgenlerin kullamlmadigi, 1limh oda kosullarinda gerceklesen
enkapsulasyon islemi,

¢) Makromolekiillerin yiiksek hizla diflizyonuna izin veren biiyiik jel
gozenekliligi,

d) Gozenekliligin basit kaplama islemleri ile kontrol edilebilirligi,

e) Sistemin normal fizyolojik kosullarda kolaylikla ayrismasi ve

biyobozunabilmesidir (Gombotz and Wee, 1998).

a) Alginatin kaynagi ve kimyasal yapisi

Alginat, cesitli alg tiirlerinden seyreltik alkali ortamda oziitlenen hidrofilik
kolloidal bir karbohidrattir. Ticari alginat en fazla {i¢ kahverengi alg (kelp) tiirlinden
oziitlenir. Bunlar; Laminaria hyperborea, Ascophyllum nodosum ve Macrocystis
pyrifera’dir. Ayrica Laminaria japonica, Eclonia maxima, Lesonia negrescens ve

Sargassum tiirleri de diger alginat iireten tiirlerdir. Tiim bu alg tiirlerinde alginat
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birincil polisakkarittir ve kuru agirligin yaklasik % 40°mi1 olusturur. Kahverengi
alglerdeki, alginat mekanik kuvveti ve esnekligi saglayan yapisal bir bilesendir.
Alginat, deniz suyunda bulunan Mg**, Ca®*, Sr**, Ba** ve Na* gibi ¢esitli katyonlarin
karistm tuzu olarak intraseliller matriksde bulunur. Dogal alginat ¢ogunlukla
¢Oziinmeyen Ca* ¢apraz bagl jel olarak bulunur (Gombotz and Wee, 1998).

Alginat degisen miktarlarda 1,4-bagli B-D-mannurik asit (M) ve o-L-
guluronik asit (G) birimlerini igeren dallanma gostermeyen lineer bir polisakkarittir
(Sekil 1.2). Polimannurik asit serit benzeri zincirdir ve molekiiler tekrar1 10,35 A’dur.
Poliguluronik asit ise, cubuk benzeri bir zincirdir ve 8,7 A’hk bir molekiiler tekrara
sahiptir (Atkins et al., 1973a; Atkins et al., 1973b). MG bloklarinin siklig1 ve G ve M
bloklarinin frekansi ve uzunlugu alginatin izole edildigi doku veya organizmaya
baghdir. Ornegin L. hyperborea’dan izole edilen alginat yiiksek o-L-guluronik asit
icerigine sahipken A. nodosum ve L. japonica’dan elde edilen alginat diisiik miktarda
a-L-guluronik asit igerir. Alginat, polimer iizerinde diizenli tekrar eden birimlere

sahip degildir (Gombotz and Wee, 1998).

(a)

(b)

GMMMMGGGCEGGOCMGMGMGMGMMMMG

a

© M-Blok -Blok MGBlek  M-Blok

Sekil 1.2 Alginat polimerinin yapisi. (a) Alginat monomerleri (M ve G); (b) Alginat polimeri;
(c) Alginat polimerinin zincir dizisi. (Smidsrgd and Draget, 1996).
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b) Alginat jel olusum mekanizmasi

> Sr** veya Ba®* gibi iki

Alginat kiireler, sodyum alginat ¢ozeltisinin Ca
degerlikli ¢apraz baglayici ¢ozelti i¢ine damlatilmasi ile elde edilir. Pb**, Cu®*, Cd**,
Co™, Ni**, Zn** ve Mn”* gibi iki degerlikli katyonlar da alginat jelleri capraz
baglayabilir fakat bu katyonlarin toksisitesi ¢ogu uygulamada kullanimi
sinirlamaktadir. Jellesme ve capraz baglama guluronik asit tizerindeki sodyum iyonu
ile iki degerlikli katyonun yer degistirmesi ve Sekil 1.3°de gosterildigi gibi;
karakteristik yumurta kutusu yapisi olusturmak iizere, bu guluronik asit gruplarmin
yigilmasi ile olusur (Rees, 1981). Alginat, poliguluronik asit birimlerinin kalsiyum
veya diger iki degerlikli katyonlarin varliginda zincir i¢i dimerizasyon ile diizenli ag
yapisma gecerek jellesir. Grant ve arkadaslan (1973), jellesme isleminin kalsiyum
iyonlarinin aym hizaya gelmis iki alginat zincirinin G bloklarina baglanmas ile
olustugunu gostermistir. Cubuk benzeri poliguluronik asit bolgeleri, diizenli bir cift
zincirli yapt olusturur, bu yapt diizenli bir koordinasyon bdélgesi saglar. Bu bolge,
kalsiyum ve diger iki degerlikli katyonlar i¢in uygun bosluga sahiptir. Dimerizasyon
bolgesi polimannurik asit birimlerinin zincir sekansi ile sonlandirilir (Davis et al.,

2003).



23

}  Yumurta Kutusu

- ) i -J"- e oy
:,__4:'- 7 ,“xf'"—'i-;.,_x._,_zl g Modeli
—f 1 rl'l
L 1-_#':!_
G- G- ‘M- M
Culuronik  Mannurik
Asgit Asit
o : —
T g SR
.‘\.______, .= E, - )
T : I_ -0 Blok
[ .-"-'- —n ‘.I = |
| e/t }

Sekil 1.3 Yumurta kutusu modeli olarak adlandirilan jellesme islemi. (Sabra et al., 2001).

Iki degerlikli katyon o-L-guluronik asit bloklarma yiiksek kooperatiflikte
baglanir ve kooperatif birimin uzunlugu 20 monomerden daha fazladir (Gombotz and
Wee, 1998). Ayrica alginatin Pb**, Cu®*, Cd**, Zn** ve Ca®™ gibi iki degerlikli
katyonlara olan ilgisinin guluronik asit igerigi ile arttigi gdzlenmistir. Tki degerlikli
katyonlar icin, poliguluronik asit birimlerinin bu yiiksek spesifikligi Ca**’1 (ve diger
iki degerlikli katyonlar1) barindiran poliguluronik asit birimlerinin zig zag yapisi ile
aciklanabilir (Davis et al., 2003). Alginat jelin kuvveti, zincir arasinda meydana
gelen capraz bag sayisina, ¢apraz baglayici iyonun tiirtine ve baglanan bloklarin
uzunluguna baglidir (Sabra et al., 2001).

Genel olarak c¢apt 1 mm’den biiyiik kireler, siringa ignesi veya pipet ile
olusturulabilir (Gombotz and Wee, 1998). Sodyum alginat ¢&zeltisi iki degerlikli
capraz baglama ¢ozeltisine damlatildiginda olusan kiirelerin ¢ap1 ignenin boyutuna
ve alginat ¢ozeltisinin viskozitesine baglidir. Biiyiik capli igne ve yiiksek viskozitede
¢Ozelti biiylik caph kiirelerin olusumuna neden olur. Sodyum alginatin viskozitesi

olusan kiirelerin seklini de etkiler. Sodyum alginat derisimi arttiginda daha yuvarlak
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kiireler olusur. Bununla beraber, genel olarak % 5°den daha derisik sodyum alginat
¢ozeltilerinden kiire hazirlanmasi oldukga zordur (Gombotz and Wee, 1998). Iyonik
olarak capraz bagl jelin ¢apraz bag sikligi, mekanik ozellikleri ve gozenek capt M ve
G orant ile veya polimer zincirin molekiiler kiitlesinin degistirilmesi ile ayarlanabilir
(Drury and Mooney, 2003).

Alginat i¢in iyonik capraz baglayici olarak kullanilan CaCl, ile ilgili bir
problem, jel olusumunun ¢ok hizli olmasi ve bunun sonucunda ise hafif capraz
baglanma ile homojen olmayan yapmin olusumudur (Kuo and Ma, 2001). Az
coziiniir kalsiyum tuzlan veya inert elektrolitler, jellesme hizint diisiirtir ve jellerin
mekanik dayanmklihgi ile yapisal diizenliligini arttirir (Boisseson et al., 2004).

¢) Alginat kiirelerin fiziksel ozellikleri

Katyon capraz bagh alginat kiirelerin fonksiyonel ve fiziksel ozellikleri
polimerin bilesimine, sekans yapisina ve molekiiler boyutuna baghdir. Cozeltide
alginat polimerinin esnekligi MG>MM>GG sirast ile artar. Yiiksek a-L-guluronik
asit icerigine sahip alginattan yapilan jeller rijit ve kirilgan olurken, diisiik a-L-
guluronik asit igerigi jeli daha elastik yapar. Elektron mikroskobu kullanilarak
yapilan kalsiyum alginat, jel kiire analizleri gézenek genisliginin, 5 nm ile 200 nm
arasinda degistigini gostermistir. Biiyiik proteinlerin jelden diflizyonu onlarmn
molekiil agirliklarina bagh iken glukoz ve etanol gibi kiiciik molekiillerin diflizyonu
alginat matriksi tarafindan etkilenmez. Ca®* ¢apraz bagl alginat jelin parcalanmasi
Ca®" iyonlarinin uzaklastirilmasi ile gergeklestirilir. Bu islem glikol-bis(B-aminoetil
eter)-N,N,N',N'-tetraasetik asit (EGTA), laktat, sitrat ve fosfat gibi selatlayici
ajanlarin veya Na* veya Mg™ gibi iyonlarin yiiksek derisimlerinin kullanim1 ile

basarilabilir (Gombotz and Wee, 1998).
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1.4 Immobilize Mikroorganizmalar ile Endiistriyel Uretime

Ornekler

1.4.1 immobilize mikrobiyal hiicreler ile antibiyotik iiretimi

Antibiyotik iiretimi, uygulamali mikrobiyolojide anahtar alanlardan biridir.
Geleneksel tiretim karistirmali tank reaktorler iginde gergeklesir. Biiyiime eslikli bir
islem olmadigi i¢in serbest hiicreler ile siirekli fermantasyonda antibiyotik tiretimi
¢ok zordur. Hiicre immobilizasyonu biiyiime ile metabolik iiretimi, metabolit
verimini etkilemeden ayirabildigi i¢in uygun bir ¢6ziim olarak goriilebilir. Bu
yiizden, antibiyotik tiretimi i¢cin farkli destek matriksleri {izerine cesitli mikrobiyal
tiirlerin immobilizasyonu calismalar yapilmaktadir. En genis calisilan sistem,
immobilize Penicillium chrysogenum hiicrelerini kullanarak penisilin G iiretimidir
(Ramakrishna and Prakasham, 1999). Gaucher ve Deo bu fungusun konidialarini k-
karragenan ig¢ine immobilize etmigler ve penisilinin kesikli ve siirekli {iretiminde
kullanmiglardir. Bulgularin  selit {izerine immobilize ettikleri funguslar ile
karsilastirdiklarinda selit {izerine adsorpsiyonun k-karragenan i¢ine tutuklamadan bes
kat daha iiretken oldugunu bulmuslardir (Deo and Gaucher, 1984). Adsorbe edilmis
hiicreler, serbest hiicrelere gore maksimum spesifik reaksiyon hizi sergilemislerdir.
Bunun nedeni oksijenden daha iyi yararlanma olabilir. Baska bir ¢calismada, Cruz ve
arkadaglart  (2004) immobilize Cephalosporium acremonium ATCC 48272
hiicrelerini alumina ve alginata immobilize ederek sefalosporin C {iiretmislerdir.
Srinivasulu ve arkadaslar1 (2003), alginat tizerine immobilize ettikleri Streptomyces
marinensis hiicrelerini kullanarak neomisin {iretimini optimize etmislerdir. Bu
calismalar1 sonunda, % 2’lik alginat ¢ozeltisi, 0,25 M CaCl, ve 1 saat kiire
olgunlasma zamani ile maksimum neomisin tretimi elde etmislerdir. Cizelge 1.2’de
immobilize mikrobiyal hiicreler tarafindan {retilen antibiyotiklerin listesi

goriilmektedir.
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Cizelge 1.2 immobilize mikrobiyal hiicreler tarafindan iiretilen antibiyotikler.

Antibiyotik Mikroorganizma Destek

Aktinomisin D Streptomyces parvullus Ca-alignate

Basitrasin Bacillus sp. Poliakrilamid

Kandisidin Streptomyces griseus K-karragenan

Sefalosporin Streptomyces clavuligerus  Poliakrilamid hidrazit, pamuk kumas
Klortetrasiklin Streptomyces aureofacino  Ca-alignate

Siklosporin A Tolypociadium inflatum k-karragenan, selit

Daunorubisin Streptomyces euceitus Ca-alignate

Eritromisin Streptomyces erythreus Ca-alignate

Hibrit antibiyotik

Streptomyces lividans

Kendiliginden olusan agregatlar

6APA Escherichia coli Ca-alignate
Mitramisin Streptomyces iverini Agar
Neomisin Streptomyces fradiae Seliiloz kiireler
Nikkomisin Streptomyces tendae Ca-alignate
Patulin Penicillium urticae K-karragenan

Penisilin G

Penicillium chrysogenum

Poliakrilamid selit, k-karragenan

Rifamisin B Streptomyces rimosus Cam yiinii
Tinamisin Streptomyces cattleya Selit
Tilosin Streptomyces sp. Ca-alignate

(Ramakrishna and Prakasham, 1999)

1.4.2 immobilize mikrobiyal hiicreler ile organik asit iiretimi

Organik asitler, gida ve medikal alanlar gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilan
Oonemli bir mikrobiyal iiriindiir. Tim organik asitler icinde, sitrik asit ticari
biyoteknolojide en baskin pozisyonda yer alir. A. niger sitrik asit iiretimi i¢in en
yaygin kullanilan mikroorganizmadir. Geleneksel olarak A. niger’in  kesikli
fermantasyonu kullanilir. Fungal fermantasyon, bilylime ile artan viskozite ve
hiicrelere eksik oksijen saglanmasi gibi ciddi dezavantajlara sahiptir. Bu durumda,
kiltiirlerin  bol miktardaki steril oksijen ile havalandirilmast gerekmektedir.
Immobilize hiicreler durumunda, bilyiime sinirlandigi igin viskozitede bir degisme
olmadan fermanttr ¢alisabilir ve bu sebeple minimum kayip ile iyi bir oksijen

transfer hizina ulasmak kolaylasir. A. niger immobilizasyonu i¢in en fazla kullanilan
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metotlar, alginat jellere, agaroza ve poliakrilamide tutuklamadir (Ramakrishna and
Prakasham, 1999).

Laktik asidin fermantasyon ile iiretimini gelistirmek i¢in immobilize hiicre
teknolojilerinin  kullanimi denenmistir (Tay and Yang, 2002). Lactobacillus
helveticus ve Rhizopus oryzae immobilize hiicre halinde laktik asit tiretiminde
kullanilan en &nemli mikrooganizmalardir. Immobilizasyon teknigi olarak alumina
ve pamuk kumasa immobilizasyon tercih edilmistir.

Seramik destege (Kondo et al., 1988) ve karragenan (Osuga et al., 1984)
tizerine immobilize edilmis Acetobactor sp. hiicreleri ile asetik asit iiretimi de
gerceklestirilmistir. Ayrica, seliiloz kumas {iizerine immobilize edilmis A. niger
hiicreleri ile glukonik asit iiretimi gerceklestirilmistir (Sankpal et al. 2001). Cizelge
1.3’de immobilize mikroorganizmalar tarafindan iiretimi gerceklestirilen organik

asitler listelenmistir.
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Cizelge 1.3 immobilize mikroorganizmalar tarafindan iiretilen organik asitler.

Asit Mikroorganizma Destek

Sitrik asit A. niger Na-alginate

Sitrik asit A. niger Agaroz

Sitrik asit A. niger iki yonlii hollow fiber
Sitrik asit A. niger Poliakrilamid

Sitrik asit A. niger Politiretan kopiik

Sitrik asit
Sitrik asit
Laktik asit
Laktik asit
Laktik asit
Laktik asit
Laktik asit
Laktik asit
Laktik asit
Laktik asit
Laktik asit
Asetik asit
Glukonik asit
Kojik asit
Fumarik asit
Siiksinik asit
Giberelik asit
Vanilik asit
itakonik asit

Yarrowia lipolitica

Yarrowia lipolitica
Lactobacillus delbreackii
Lactobacillus cusei
Lactobacillus lactis ssp. lactis
Lactobacillus helveticus
Streptococcus faecalis
Sporolactobacillus cellulosolvens
Pediococcus halophilus
Rhizopus orisae

Aspergillus awamori
Acetobacter sp. K-1024

A. niger

Aspergillus orizae

Rhizopus archizus

Maya

Gibberella fujikuroi
Pseudomonas fluorescens

Aspergillus terreus

Cesitli destekler
Na-seliiloz siilfat

Recine

Recgine

Ca-alginate

Cekirge fasulyesi sakiz jeli
Polipropilen

Na-alginate

Gozenekli aliimina kiireler
Polietilen glikol dimetakrilat
Ca-alginate

k-karragenan

Ca-alginate

Alginate

Kil, sise mantari
Na-alginate

Ca-alginat

Na-alginate

Poliiiretan

(Ramakrishna and Prakasham, 1999)

1.4.3 immobilize mikrobiyal hiicreler ile enzim iiretimi

Mikroorganizmalar yararl enzimlerin {iretimi icin en iyi kaynaktirlar. Hiicre
immobilizasyon teknolojisi, ekstraseliiler enzimlerin iiretimi i¢in uygundur. Siirekli

enzim dretiminde hiicre immobilizasyon tekniklerinin kullanilmasina karsi artan bir
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ilgi vardir. Mikrobiyal enzimler arasinda nisasta pargalayan a-amilaz ve glukoamilaz
en ¢ok c¢aligilan enzimlerdir. Ramakrishna ve arkadaslar1 (1993), kalsiyum alginat
icine Bacillus cereus’un immobilizasyonunu ve termo dayanikli a-amilazin akiskan
yatak ve dolgu yatak reaktorlerinde siirekli tiretiminde kullanilmalarini rapor
etmislerdir.

Son yillarda, seliilozik materyallerin enzimatik hidrolizi; bu materyal, yakit
haline doniisebildiginden dolay: biiyiik ilgi ¢ekmektedir. Seliilazin siirekli tiretimi
icin immobilize Tricoderma reesei kullanimi hakkinda cesitli calismalar vardir. Bu
fungusun, poliester kumasa, nonwoven materyallere, ve seliilozik kumaslara
immobilizasyonu c¢alismalari yapilmistir. Rhizopus chinensis, Aspergillus niger,
Candida rugosa ve Sporotrichum thermophile; Apinis, gibi ¢esitli mikrobiyal
hiicrelerin immobilizasyonu ile lipaz {iretimi hakkinda birgok ¢alisma bulunmaktadir.
Penisilin agilaz, 6-amino penisilik asit (6 APA) ve fenil asetik asidin ticari
iretiminde kullanilan en 6nemli enzimdir. 6 APA, ampisilin ve amoksilin gibi yar
sentetik antibiyotiklerin iiretilmesinde kullanilir. E. coli ve Bacillus megaterium bu
enzimin potansiyel iireticisi olarak bilinirler (Ramakrishna and Prakasham, 1999).
Cizelge 1.4’de immobilize mikroorganizmalar tarafindan {iretilen enzimlere rnekler

verilmistir.
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Cizelge 1.4 immobilize mikroorganizmalar tarafindan iiretilen enzimler,

Enzim Mikroorganizma Destek
Peptidaz Maya ENT-2000
B-amilaz Bacillus megaterium Akrilamid
Glukoamilaz Aureobasidium pullulans Ca-alginate
Riboniikleaz Aspergillus clavatus PVA

Proteaz Humicola lutea Wort agar
Alkalin fosfataz Escherichia coli K-karragenan
Glukoz oksidaz A. niger Bugday, ¢advar
Kitinaz Micromonospora chalcae Ca-alginate
Hidantinaz Pseudomonas sp. Poliakrilamid
Pektinaz A. niger Bugday
invertaz Maya Polimer
o-amilaz Escherichia coli k-karragenan
Amiloglukozidaz A. niger Ca-alginate
Seliilaz Trichoderma reesei Seliilozik fiber

Penisilin acgilaz
CGTaz
Kloroperoksidaz

Lipaz

Lignin peroksidaz

Pullulanaz

Ksilanaz

Escherichia coli

Bacillus cereus, B. circulans
Caldariomyces fumago
Sporotrichum thermophile
Phanerachaete chysogenum
Clostridium sp.

Aspergillus sydowii

Poliakrilamid agar yagi
Ca-alginate
k-karragenan

Alginate
Polistren-divinil benzen
Ca-alginate

Ca-alginate

(Ramakrishna and Prakasham, 1999)

1.4.4 immobilize mikrobiyal hiicreler ile alkol iiretimi

Immobilize maya hiicreleri kullanilarak etanol {iretimi en c¢ok calisilan
sistemlerden biridir. Jele tutuklama, gesitli tasiyici yiizeylere adsorpsiyon ve ¢apraz
baglama gibi hemen hemen tiim immobilizasyon metotlar alkol fermantasyonu i¢in
denenmistir. Immobilize Saccharomyces cerevisiae ile etanol iiretimi hakkinda
caligmalar bulunmaktadir (Sree et al., 2000; Fujii et al., 2001). Ayrica Zymomonas

mobilis’in alkol tiretiminde kullanimi ile ilgili ¢alismalar da bulunmaktadir (Amutha



31

and Gunasekaran, 2001). Nojima (1983), immobilize canli maya hiicrelerini
kullanarak biiyiik miktarlarda siirekli alkol fermantasyonunu rapor etmistir. Burada
maya, foto-¢apraz baglanabilen regine ile karistirilmis sonrasinda 1s1k kaynag ile
polimerize edilmistir.

Etanol yaninda; sorbitol, gliserol, propan-di-ol, 2,3-biitan-di-ol, ¢ézgenler
(aseton, biitanol, etanol), mannitol ve ksilitol gibi alkollerin de immobilize
1.5°de immobilize

mikroorganizmalar ile {diretim ¢alismalar1 vardir.

Cizelge

mikroorganizmalar tarafindan iiretilen alkoller ve ¢6zgenler verilmistir.

Cizelge 1.5 immobilize mikroorganizmalar tarafindan iiretilen alkoller ve ¢zgenler.

Alkol Mikroorganizma Destek
Etanol Zymomonas sp. Recine jel
Etanol Maya Polimer
Etanol Maya Ca-alginate
Etanol Zymomonas mobilis Lifli matriks
Etanol Maya Ca-alginate
Etanol Maya Alginate
Etanol Kluyveromyce marxious Alginate
Etanol Maya PVA

Etanol Saccharomyces cerevisiae Mikrotagtyicilar
Etanol Maya Ca-alginate

Aseton, biitanol, etanol
Biitanol

2,3-biitandiol
2,3-biitandiol

Clostridium acetobutylicum
Clostridium acetobutylicum
Klebsiella pneumoniae

Klebsiella oxytoca, Kluyveromyces lactis

Ko6miirlesmis kemik
k-karragenan
Ca-alginate

Kitosan + cam yiinii

Biitanol Clostridium sp. Ca-alginate
Gliserol Saccharomyces cerevisiae Topaklanmig cam
Gliserol Citrobacter fraundii Polimetan

Aseton, Biitanol

Citrobacter acetobutylicum

k-karragenan, kitosan

Metanol Methylosinus trichosporium DEAE seliiloz
Sorbitol Zymomonas mubilis k-karragenan gluteraldehit
Kisilitol Condida pelliculosa, Methanobacterium sp. Fotogapraz bagli regine

ENT 4000

(Ramakrishna and Prakasham, 1999)
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1.4.5 immobilize mikrobiyal hiicreler ile biyotransformasyon

Immobilize hiicreleri kullanan biyotransformasyon alani son yillarda biiyiik
gelisme  kaydetmistir. ~ Farmaskotik  bilesiklerin ~ {iretimi  icin  steroid
biyotransformansyonuna olan ticari ilgi bu alana olan ilgiyi tetiklemistir. Kortizoliin
d-1-dehidrojenasyonu ic¢in immobilize Arthrobacter simplex’in  potansiyeli
incelenmistir (Ramakrishna and Prakasham, 1999). Immobilize Pseudomonas sp.
HZ519 hiicreleri kullanilarak validamisin A’nin valienamine transformansyonu
calisilmistir (Zheng et al., 2005). Karigar ve arkadaslar1 (2006), alginat immobilize
ettikleri Arthrobacter citreus’u fenol degredasyonunda kullanmislardir. Yapilan
baska bir calismada, baryum alginata immobilize edilmis Candida guilliermondii
CCT 7207 hiicreler ile nitrillerin biyodoniisiimiinti gerceklestirmislerdir (Dias et al.,

2001).

1.5 Aspergillus Tiirleri Hakkinda Genel Bilgiler

Aspergillus, Fungi aleminde, Ascomycota filumu, Eurotiomycetes sinifi,
Eurotailes alt smifi (order), Trichocomaceae soyunda yer alan bir tiirdiir
(www.indexfungorum.org).

Aspergillus Nigri sifi [eski adi ile Aspergillus niger (A. niger) grubu]
tiyeleri genis cesitlilikteki ortamlarda biiyilyebilir ve diinya ¢apinda yayilmistir. En
yaygin gesit olan A. niger bir patojen olarak kabul edilmesine ragmen, bu tiiriin
iiyeleri genellikle zararsiz olarak kabul edilir. Bircogu gida islemlerinde kullanilan
ekstraseliiler enzimlerin ve organik asitlerin yaygin kaynagidir. Siyah koloniler
geligtiren tiim Aspergillus izolatlarinin A. niger olarak tanimlanmasi ¢ok yaygindir ve
bazen aymi izolat kiiltiir koleksiyonlarinda farkhh tiir adlari altinda saklanir.
Biyoteknolojik 6nemi nedeni ile bu tiirlerin tanimlanmasi belirgin olmahdir (Abarca
et al., 2004).

Raper ve Fennell (1965), Aspergillus tiirlerini; uniseriate (konidiay1 olusturan

tek sira palisade hiicresi) veya biseriate (¢gift sira palisade hiicresi) olmalarina gore,



33

konidioforlarin yapisina, koloni ve konidial kafanin sekline, konidianin sekline ve
Czapek agarda iireme hizlarma gore, 12 alt tiire ve 2 varyeteye ayirmistir. Sekil
1.4°de uniseriate ve biseriate yapilar1 ile bazi konidial bas ve konidia resimleri
goriilmektedir. Renkleri kahverengiden siyaha degisen sporlara sahip Aspergillus
tiirleri A. niger grubunu olusturur. Bu grup iiyelerinin ¢ok degisken olmalarina
ragmen sadece birkag tiir diger ¢ogunluktan kolaylikla ayrilabilir dolayisi ile onlari
tiirlere ayirmak ¢ok kolaydir (6rn. A. carbonarius, A. japonicus, A. ellipticus, A.
heteromorphus ve A. aculeatus). Diger tilirleri i¢ine alan tiim siyah Aspergillus tiirleri
cok zor ayirt edilir: A. ficuum, A. phoenicis, A. niger ve A. awamori ¢ok onemlidir.
Pratik olarak tiiriin bu grubu A. niger van Tieghem olarak adlandirilir. Al-Musallam
(1980), tiim morfolojik ve kiiltiirel ve parametreleri iceren kiime analizleri kullanarak
bu fungus grubunun taksonomisini elden gecirmistir. 2000 yilinda Samson ve Pitt

Aspergillus niger’in genetik taksonomisini yapmislardir (Samson and Pitt, 2000).
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Sekil 1.4. Aspergillus konidioforlarinin yapilari. a) Uniseriate Aspergillus konidioforu;

a.1) A. japonicus var. aculeatus konidial bas; a.2) A. japonicus var. aculeatus konidiasi;

b) Biseriate Aspergillus konidioforu; b.1) A. carbonarius konidial bas; b.2) A. carbonarius
konidiasi; b.3) A. niger aggregate konidial bas; b.4) A. niger aggregate konidiasi (Abarca et
al., 2004)
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Siyah aspergilli endustriyel amaglar i¢in bol kullanilir ve arastirilir. Asya’da
diger funguslara nazaran fermente gida ve mesrubat iiretiminde genis olarak
kullanilir. A. niger’in birincil kullanimi fermantasyon ile organik asit ve enzim
tiretimidir ve insan saghgina hicbir yan etkisi olmadan uzun bir siiredir
kullanilmaktadir (Abarca et al., 2004).

A. niger ve Aspergillus aculeatus gibi diger siyah Aspergillus tiirleri
tarafindan iiretilen fungal enzimlerin genis ¢esitliligi gida islemede kullanilmakta
olup bugiin bu tiirlerin rekombinant soylarindan elde edilen bir¢ok enzim {iriinii
piyasada mevcuttur. A. niger, pulmonary aspergilosis salgmlari ile iliskili en yaygin
fictincii tiirdiir ve aspergilomaya sebep olan etkenlerdendir. Insan ve hayvanlarda
ikinci zarari ise iirettikleri mikotoksinler nedeniyle ortaya ¢ikan toksisitedir. A. niger
izolatlari, malforminler ve naftopironlar gibi cesitli toksik metabolitleri iiretirler

(Abarca et al., 2004).

1.5.1 Aspergillus niger

A. niger, organik maddeler {izerinde aerobik kosullar altinda gelisen
filamentli bir fungusdur. Dogada, toprak, ¢op ve ¢liriiyen bitki materyalleri izerinde
bulunur. A. niger, genis bir sicaklik araliginda biiytiyebilir (647 °C) ve optimum
sicakhgr goreceli olarak 35-37 °C gibi yiiksek bir degerdir. Biiylimeyi sinirlayan su
aktivitesi diger Aspergillus tiirleri ile karsilastirildiginda yiiksek bir deger olan
0.88’dir. Ayrica A. niger 1,4-9,8 gibi genis bir pH araliginda gelisebilir. Bu
Ozellikler ve hava ile dagilan konidiosporlarin verimli tiretimi bu tiiriin, sicak ve
nemli bolgelerde daha sik olmak iizere, genis bir yayilim g&stermesini saglar
(Schuster et al., 2002).

A. niger, biyoteknolojide kullanilan en 6nemli mikroorganizmalardan biridir.
Onlarca yildir ekstraseliiler enzimler ve sitrik asit iiretiminde kullanilmistir. Bunlara
ek olarak, A. niger biyotransformasyon ve atik aritiminda kullanilmaktadir. Son
yirmi y1l icinde A. niger gida isletmelerinde kullanilan enzimlerin tiretiminde 6nemli

bir transformasyon araci olmustur (Schuster et al., 2002). Pratikteki ilk Snemi 1919
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yilinda, iiretmis oldugu yiiksek orandaki sitrik asidin endiistriyel olarak kullanilmasi
ile gergeklesmistir. Ekonomik 6nemi daha az olmasina ragmen glukonik ve fumarik
asit de A. niger tarafindan retilmektedir. Bunun yaninda, 1960°’lardan beri A. niger
meyve isleme, pisirme, nisasta ve gida endiistrisinde kullanilan genis ¢esitlilikteki
enzimlerin kaynagi olmustur. Gen teknolojisi; A. nigerin yabanci proteinlerin tretimi
icin kullanilmasinda ve iiretim islemlerinin gelistirilmesinde basarili bir sekilde
uygulanmistir (Schuster et al., 2002).

Sitrik asit gida ve mesrubat {iretiminde birincil asitleyicidir. Sitrik asit ayrica,
yumusak ickiler, meyve sular, tathlar, regeller, jelatinler, sekerleme ve sarap gibi
gidalarda da kullanilmaktadir. ilag endiistrisinde, demir sitrat depolanmis kan igin
koruyucu olan demir ve sitrik asit kaynagi olarak, kozmetik endiistrisinde ise pH
ayarlamada bir tampon ve bir antioksidan olarak kullanilmaktadir. Deterjan, deri ve
elektrokaplama gibi endiistriyel uygulamalarda da kullanilmaktadir. Sitrik asit,
verimi ytiksek oldugu ve yan iiriinlerin minimal oldugu, A. niger ve A. wentii’nin
fermantasyonu ile iiretilir. Gida ve ilag Yonetimi (FDA) A. niger’i sitrik asit kaynagi
olarak listelemistir (Schuster et al., 2002).

Sitrik aside ek olarak, A. niger zengin bir enzim kaynagidir. Pektinaz, proteaz
ve amiloglukozidaz ilk iiretilenlerdendir ve orijinal olarak yiizey kiiltiirii ile elde
edilir. Seliilaz ve hemiseliillaz gibi enzimler Aspergillus tiirleri kullanilarak
karistirmali tanklarda tiretilmistir (Schuster et al., 2002).

Glukoamilaz olarak da amlan amiloglukozidaz, a-1,4-D-glukozidik baglari
hidrolizleyerek nisastanin indirgen olmayan ucundan glukoz birimlerinin ayrilmasini
katalizleyen bir ekzoamilazdir. Glukoz ve alkol kullanan endiistri kollarn A. niger
tarafindan iiretilen amiloglukosidazin birincil kullanicilaridir (Schuster et al., 2002).

Pektin, ticari olarak nemli meyve ve sebzelerin birincil bileseni olan bir
heteropolisakkarittir. A. niger tarafindan iiretilen pektin esteraz, endo- ve ekzo-
poligalakturonidaz ve pektin liyazlar1 iceren birgok enzim, pektini parcalar. Bu
enzimler, presleme 6ncesi meyve suyu viskozitesini diigiirmede ve berraklastirmayi
gelistirme asamalarinda sarap ve meyve suyu iiretiminde kullanilirlar (Grassin and

Fauguenbergue, 1999).
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A. niger’den elde edilen glukoz oksidaz ve katalaz, temel olarak tanisal enzim
kitleri ile glukoz belirlemede, glukoz veya oksijenin gida ve mesrubatlardan
uzaklastirilmasinda ve glukozdan glukonik asit {iretiminde kullanilir (Berka et al.,
1992).

Amerika birlesik devletlerinde FDA, pek ¢ok enzimin gidalarda kullanimina
izin vermistir: Buna gore FDA 1960’larin baginda, patojenik ve toksijenik olmayan
tiirler ile iyi tiretim kosullarinin saglanmasi durumunda, A. niger’den elde edilen a-
amilaz, seliilaz, amiloglukozidaz, katalaz, glukoz oksidaz, lipaz ve pektinazin
‘giivenilir olarak kabul edilir’ (GRAS) oldugunu onaylayan bir rapor yaymlamistir
(Schuster et al., 2002).

Giinlimiizde, rekombinant A. niger tiirlerinden elde edilen bir¢ok enzim iiriinii
piyasalardadir. Enzim Teknik Kurumu tarafindan son zamanlarda hazirlanan bir
listeye gore; a-amilaz, arabinofuranozidaz, katalaz, kimozin, glukoamilaz, glukoz
oksidaz, pektin esteraz, fosfolipaz A2 ve ksilanaz enzimleri, rekombinant A. niger
tiirleri tarafindan tiretilmektedir (Pariza and Johnson, 2001).

A. niger genellikle giivenilir organizma olarak kabul edilir. Insanlar, A. niger
sporlarina higbir hastalik ortaya ¢ikmadan giin boyunca maruz kalabilirler. Sadece
birka¢ durumda, A. niger insan viicudunda kolonize olur. Fakat bu hastalarn tiimii
siddetli hastaliklarla dolu bir gegmise sahiptir veya immunobaskilayici bir tedavi
gormektedirler. Nadir durumlarda, kisi yogun spor dumanina maruz kaldiginda, asiri

duyarh reaksiyonlar olusur (Schuster et al., 2002).

1.5.2 Aspergillus niger ATCC 9642

A. niger ATCC 9642, esasen A. niger van Tieghem tiirii olan, American Type
Culture Collection (ATCC) tarafindan izole edilen ve satis1 yapilan ticari bir
markadir (http://www.Igcpromochem-atcc.com).

A. niger ATCC 9642’nin literatiirde, fungus dayaniklilik testlerinde,
plastiklerin yikiminda, sitrik asit dretiminde ve kimi enzimlerin {iretiminde

kullanimlar1 bulunmaktadir (http://www.lgcpromochem-atcc.com).
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A. niger’in iki tiiriiniin (ATCC 6275 ve 9642) sitrik asit iiretimi kabiliyetleri
arastirilmig ve melasin karbohidrat kaynagi olarak kullanildigi ortamlarda sitrik asit
elde edilmistir (Mehyar et al., 2005). Yapilan baska bir ¢alismada ise, A. niger
ATCC 9642’nin yiizey Kkiiltiirii ile farkli sukroz, glukoz, fruktoz, riboflavin,
trikalsiyum fosfat ve metanol derisimlerinde sitrik asit tiretimi kosullar1 cahsilmistir.
Bu ¢alisma sonunda, % 15 (w/v)’lik sukroz ve % 1’lik metanol ortaminda biiyiik
miktarda sitrik asit tiretildigi bulunmustur (106,5 g/L) (EI-Holi and Al-Delaimy,
2003).

Inoue ve arkadaslarinin (1988) yaptigi bir c¢alismada A. niger ATCC
9642°den iki farkh tip metilglioksal reduktaz enzimi saflastirilmis ve kinetik
parametreleri belirlenmistir.

Yine A. niger ATCC 9642 kullamlarak pullulan 4-glukanohidrolaz ve
gliokzalaz 1 enzimlerinin iiretimi gerceklestirilmis ve kinetik parametreleri
saptanmistir (Sakano et al., 1972).

Aoki ve arkadaslar1 (1997), A. niger ATCC 9642’den izopullulanaz genini
izole ederek, Penicillium ve Arthrobacter dekstranazlari arasindaki amino asit
dizilimlerindeki benzerlikleri ortaya koymuslardir. Calismalarinin devaminda ayni
geni Aspergillus oryzae’ye eksprese ederek rekombinant enzimin kinetik
parametrelerini tespit etmislerdir.

A. niger ATCC 9642 antifungal testlerde kullanilmistir. Bengal’in 9 farkhi
adasindan izole edilen 64 Streptomyces spp. tiirlerinden 17’sinde antifungal aktivite
gozlenmis ve bu antifungal aktivite tayininde A. niger ATCC 9642 suslari
kullanilmistir (Peela et al., 2005). Baska bir ¢alismada, Nocardia spp. tiirlerinin
antifungal aktiviteleri yine A. niger ATCC 9642°nin kullanim ile belirlenmistir
(Yamamura et al., 2003). Avrahami ve Shai (2004) A. niger ATCC 9642’1 iceren
fungus tirlerini kullanarak palmitoillenmis pozitif yiiklii peptidlerden olusan
lipoproteinlerin antifungal aktivitelerini test etmislerdir.

A. niger ATCC 9642 ayrica pentan yikiminda (lonata et al., 2005),
immobilize Arthobacter sp. ile karsilastirmali olarak kullamilmistir. Diisiik
yogunluklu polietilenin A. niger ATCC 9642 ve Penicillium pinophilum ATCC
11797 ile biyoyikimi incelenmistir (Sepulveda et al., 2002). Kim ve Rhee (2003)
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makalelerinde, A. niger ATCC 9642’nin sky-green’i (siiksinik asit, adipik asit,
biitandiol ve etilen glikol i¢eren bir poliester) yikima ugrattigina deginmislerdir.

A. niger ATCC 9642 ayrica plastik materyallerin dayaniklilik testlerinde
standart olarak kullanilmaktadir (Gu and Gu, 2005). Ayrica uranyum
biyosorpsiyonunda kullanimi ¢calismalar da yapilmistir (Hu et al., 1996).

1.6 Funguslarin Biyolojik Aritmada Kullanim

Funguslar, c¢ok cesitli ekstraseliiler proteinler, organik asitler ve diger
metabolitlerin tiretimi yaninda farkli ¢evresel kosullara kendilerini {istiin bir sekilde
adapte edebilme kabiliyetine sahiptir (Lilly and Barnet, 1951; Cochrane, 1958).
Uretilen ¢esitli metabolitlerin yaninda funguslarin; metal, inorganik veya organik
icerige sahip atik sularm biyoaritiminda (uzaklastirma veya yikim) kullanimi giderek

artan bir ilgi cekmektedir (Coulibaly et al., 2003).

1.6.1 Evsel atiklarin aritilmasi

Evsel atiklar, fungal biyokiitle tarafindan uzaklastirilabilecek karbon ve besin
kaynaklarma sahiptir (Coulibaly et al., 2003). Thanh ve Simard (1973) fungal
biyokiitlelerin evsel atiklarda fosfat (% 84,1), amonyak (% 73,3), toplam azot (%
68,1) ve kimyasal oksijen istegini (COD) (% 39,3) azaltma kapasitelerini
gostermislerdir. A. niger ile yapilan bir calismada fungal biyokiitlenin COD’yi % 72
azalttig1, toplam proteinin ise % 65’ini uzaklastirdigi bulunmustur (Coulibaly, 2002).
Azot ve karbon kaynaklarimn kiiltiir ortamina eklenmesi ve biyomas kalitesinin
arttirilmasi gibi optimizasyon g¢alismalari ile aritim kapasitesinde artislarin oldugu
gozlenmistir. Fungal uygulamalar atik aritiminda iyi bir kapasite gostermelerine
ragmen, pratikte kullanim icin halen gelistirilme asamasindadir. Bu durum, fungal
tiirlerin bakteriler kadar iyi performans gostermemeleri ile agiklanabilir (Coulibaly et

al., 2003).
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1.6.2 Endiistriyel atiklarin aritilmasi

Zeytinyagi, nisasta, icki imalati (melas), pamuk agartma, kagit hamuru ve
kagit isleme enddstrisi, her y1l birka¢c milyar litre renkli, genellikle toksik ve zararli
atik sular iiretmektedir. Bu atiklar, yiiksek derisimlerde COD (10-120 g.L™"), fenol
ve tiirevlerini (0,5-8 g.L'") ve genellikle proteinler, siyaniirler, klorlanmis lignin
bilesikleri ve boyalan icerir. Biiyilk miktarlardaki lignin tiirevlerinin varligi bu
atiklardaki koyu kahverengi rengin olasi sebebidir (Calvo et al., 1995). Bu tip atik
sularda bulunan fenolik bilesikler bakterisidal etkiye sahiptir (Fang and Chan, 1997).
Bu tip atiklarin aerobik sartlar altinda fungal aritimi ile fenolik bilesiklerde azalma
(% 51-100), iyi bir renksizlestirme (% 31-100) elde edilmis ve biyokimyasal oksijen
isteginde (BOD) % 85,4’lere varan bir azalma ile proteaz, lakkaz, lignin peroksidaz,
mangan peroksidaz ve amilaz gibi enzimlerin tretimi gerceklesmistir (Coulibaly et
al., 2003). Miranda ve arkadaslari (1996), A. niger ile melas atik sularinda % 69’lara
kadar bir renk giderimi elde etmislerdir. Endiistriyel atiklarin funguslar tarafindan
renksizlestirilmesinin mekanizmasi, biyosorpsiyon ve/veya biyobozunumu igerecek
sekilde rapor edilmistir (Soares and Duran, 1998).

Toksik olmayan diger endiistriyel atik sulara iliskin olarak (nisasta, piring ve
midye isleme, sos iiretimi gibi) Uzerilerinde biiyliyen funguslarm, tek hiicre
proteinini, enzimleri, kitosam1 ve amilolitik preparatlari {irettigi ve iyi bir COD

diistisi sagladigi rapor edilmistir (Coulibaly et al., 2003).

1.6.3 Boya atiklarinin aritilmasi

Ilag, boyama, baski, fotograf, tekstil ve kozmetik endiistrisi atiklar1 boya
icerir. Diinya capinda y1llik 7x10 tondan fazla boya iiretilmektedir ve bunun % 10’u
endiistriyel atik olarak kayip olmaktadir (Vaidya and Datye, 1982). Tekstil endiistrisi
atiklari, organo-kloriir bazl pestisitler, agir metaller, pigmentler ve boyalar gibi
birgok kirletici bilesiklerin bir karigmmim igerir (O’Neil et al., 1999). Boya

gideriminde en fazla calisilan beyaz c¢iirlik¢iil fungus P. chrysosporium ve T.
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versicolor’dur. Giinlimiizde, diger fungus tiirleri de endiistriyel atiklardan boya
gideriminde baz1 kapasitelerde kullanilmaktadir. Boyalar, funguslar tarafindan
biyosorpsiyon, biyoyikim veya enzimatik yollar ile uzaklastirilabilir (Coulibaly et al.,

2003).

1.6.4 Metal iceren atiklarin aritilmasi

Metalurji endiistrisi, madencilik, ylizey temizleme, atik firinlarn biiyiik
miktarlarda metallerce kirletilmis atik su iiretirler. Insanlarin en yukarida oldugu
yiyecek zinciri boyunca ¢oziinmiis metallerin yasayan dokulardaki birikiminden
dolayr metaller bircok saglik sorununa sebep olurlar. Agir metallerin ekosisteme
girmeden uzaklastirilmas1 gerekmektedir. Cok seyreltik metal igeren sular igin
gelistirilen  fizikokimyasal aritim (¢Oktiirme, elektrokimyasal, pihtilastirma,
koagiilasyon, iyon degisim) oldukca pahahdir (Coulibaly et al., 2003). Biyokiitle
kullanim 6zellikle de funguslarin kullanimi atik su aritiminda en iyi alternatif olarak
distintilmektedir (Gupta et al., 2000). Fungal biyokiitle duvari, karboksi, amino,
fosfat gruplari, lipit, melanin, siilfat ve hidroksit iceren makromolekiillerden (citin,
citosan, glukan, lipit, fosfolipit) olusmustur. Bu fonksiyonel gruplar metal baglama
bolgeleridir. Funguslar, metalleri baslica adsorpsiyon, kimyasal adsorplama (iyon
degisim), komplekslesme, koordinasyon, selatlama, fiziksel adsorplama ve mikro

coktiirme yollari ile uzaklastirirlar (Coulibaly et al., 2003).
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2. IMMOBILIZE MIKROORGANIZMALARIN KULLANIM-
LARI iLE ILGILi ONCEKI CALISMALAR

Kapoor ve Viraraghavan (1997), A. niger biyokiitlesini polisiilfon matrikse
immobilize edilmistir. Kiiresel sekil verilmis olan bu immobilize matriksi bir kolona
doldurarak, atik sulardan kadmiyum, bakir, kursun ve nikel uzaklastirma yetenekleri
arastirilmig ve kiirelerin her bir birim agirliklart bagina kadmiyum, bakir, kursun ve
nikel adsorpsiyonlar sirasiyla 3,60; 2,89; 10,05 ve 1,08 mg/g olarak bulunmustur.
Adsorplanan metal iyonlar1 0,05 N nitrik asit kullanimi ile kolondan kolaylikla elue
edilebilmistir.

Bir baska calismada, alginata immobilize edilmis alg (Chorella vulgaris)
hiicrelerinin sulu ¢ozeltilerdeki nikel iyonlarini uzaklastirma kabiliyeti arastirilmistir
(Al-Rub et al., 2004). Calismalar sonunda immobilizasyonun nikel adsorpsiyonunu
arttirdigi ve sorbentin tekrar kullanimimnin basarili oldugu bulunmustur. Bunun
yaninda pH’in veya baslangi¢c nikel derisimindeki bir artisin nikel adsorbsiyonunu
arttirdigi da gézlenmistir.

Zeytin karasuyunu detoksifiye etmede ve kirletici organik yiikiinii azaltmada
ekstremofil bir tiir olan Candida tropicalis YMEC14 alginat kiirelere immobilize
edilerek kullanilmistir (Ettayebi et al., 2003). Sonugta zeytin karasuyu icinde 40
°C’de biiyliyen C. tropicalis, 24 saatlik fermantasyon periyodu sonunda kimyasal
oksijen istegi, monofenol ve polifenollerde sirasi ile % 69,7; % 69,2 ve % 55,3’liik
azalmaya neden olmustur.

Burkholderia sp.’nin alginat jel kiirelere immobilize edildigi bir ¢alismada ise
reaktor kullanilarak sulu ¢ozeltilerdeki quinoline yikimi gergeklestirilmistir (Jianlong
et al.,, 2001). Calismada, quinoline yikimi igin immobilize hiicrelerin tekrarli
kullanimi da arastirilmig ve 100 saatten daha fazla stabil oldugu bulunmustur.

Arthrobacter sp. tiirlerinin, 2,4,6-trinitrotoluen (TNT)’yi aerobik kosular
altinda 4-amino-2,6-dinitrotoluen, 2-amino—4,6-dinitrotoluen ve 2,2-diamino—6-
nitrotoluene doniistiirdiigii bulunmustur. TNT 36 saat iginde,

monoaminodinitrotoluenler ve diaminonitrotoluenlerin bir karisimima dontismiistiir.
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Ayni deneysel kosullar altinda, baryum alginat igine immobilize edilmis
Arthrobacter sp. hiicrelerinin TNT transformasyonunda daha etkili oldugu ve 24 saat
icinde tamamlandig1r bulunmustur. Bunun yaninda immobilize hiicrelerin 8 dongii
boyunca kullanilabildigi de gozlenmistir (Tope et al., 1999).

Sepiolit {izerine immobilize edilmis A. niger tarafindan ©6n deristirme
yapilmis jeolojik orneklerden bakir, ¢inko, demir, nikel ve kadmiyumun alev atomik
adsorpsiyon spektrometrisi (FAAS) ile saptanmasim gelistirmislerdir. On deristirme
calismalari i¢in kolon adsorpsiyon metodu kullanilmistir. Sepiolit {izerine immobilize
edilmis A. niger’den Cu, Zn, Fe, Ni ve Cd’nin geri kazanimi siras1 ile % 98,01 +
0,06; %98,8 + 0,5; % 98,0 = 0,4; % 96,4 = 0,8 ve % 94,8 + 0,6 olarak bulunmustur
(Bag et al, 1999).

Tek ve ikili metal cozeltilerinden Ni ve Cu uzaklastirmada alginata
tutuklanmis Chlorella vulgaris’in potansiyeli arastirtlmis ve immobilize C.
vulgaris’in Ni ve Cu gideriminde daha etkili oldugu bulunmustur (Mehta and Gaur,
2001).

Politiretan kopiikler tizerine immobilize adilmis Aspergillus terreus tiirleri
kullanilarak, ¢elik dokiimhanelerinden kaynaklanan metalurjik atiklardan krom, nikel
ve demirin biyosorpsiyonu incelenmistir. Endiistriyel seviyede demir, krom ve nikel
uzaklastirma uygulamalarinda A. ferreus’un iyi bir kaynak oldugu sonucuna
varilmistir (Dias et al., 2002).

Yesil mikroalg olan Chlorella sorokiniana luffa siinger disklere immobilize
edilmis ve bunlar sulu cozeltilerden metal iyonlarim gidermede kullanmlmisgtir.
Mikroalg-luffa siinger diskler 5 dakika icerisinde % 97°lik denge seviyesine ulasarak
cok hizli bir sekilde Ni(Il)’yi gidermistir. Bu disklerin ayn1 zamanda dolgu yatak
kolonlart ile sulu ¢6zeltilerden Ni(ll) giderimi potansiyelleri test edilmistir (Akhtar et
al., 2003).

Polivinil alkol (PVA) igine immobilize edilmis Auricularia polytricha
miselleri kullanilarak bakir biyosorpsiyonu kosullari test edilmistir. Optimum
kosullarda PV A iizerine immobilize edilmis biyokiitle ile hazirlanmis kolonlarda, %

90°lik bir biyosorpsiyon kapasitesi elde edilmistir (Gali et al., 2003).
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Couto ve arkadaslari (2004), lakkaz iiretimi i¢in beyaz ciiriik¢iil fungus
Trametes hirsuta’nin alginat kiirelere, politiretan kopiiklere, naylon siinger ve
paslanmaz celik kopiiklere immobilizasyonunu arastirmis ve paslanmaz c¢elik
kopiiklerin 8 giinliik kiitlivasyon sonunda en yiiksek lakkaz aktivitesi gostererek en
iyi immobilizasyon materyali oldugu bulmuslardir.

Stispanse ve poliiiretan kopiiklere immobilize edilmis Phanerochaete
chrysosporium kullanilarak 4-klorofenol yikimi incelenmis ve immobilize olanlarin
4-klorofenol yikiminda daha etkili oldugu bulunmustur (Zouari et al., 2002).
Phanerochaete chrysosporium’un ayni immobilizasyon materyalinde Red 533 boyasi
ve polimerik bir boya olan poli(R-478)’in biyoyikimi calismalan yapilmis ve
optimum kosullar altinda her iki boya i¢in % 80’lere varan bir renk giderimi elde
edilmistir (Mielgo et al., 2002, Yang and Yu, 1996).

Fungal biyokiitle tarafindan, altin sogurumunda immobilizasyon matriksi
olarak, PVA ve alginat kullammmi karsilastirilmistir. PVA-immobilize edilmis
biyokiitlenin, fistiin mekanik kuvvet ve kimyasal kararliliga sahip oldugu
bulunmugstur. Ek olarak da, genis pH (1-13) araliinda kararl oldugu gézlenmistir.
Immobilize PVA kiirelerin 33,5 saatte % 80°lik altin giderimi gosterirken, ayni
derecede altin adsorpsiyonun alginat kiireler ile basarabilmesi i¢in 265 saat gerektigi
bulunmustur (Khoo ve Ting, 2001).

Tanimlanamamis basidiomiset smifi bir beyaz ciiriik¢iil fungus alginat
kiirelere immobilize edilmis ve 1 giin icinde % 97’lik bir Orange Il boya giderimi
sergilemistir (Zhang et al., 1999).

Serbest ve poliliretan kopiiklere immobilize edilmis A. niger B-77 miselleri
kullanilarak, ¢ozeltilerden bakir uzaklastirma yetenekleri incelenmistir. Sonugta,
immobilize hiicrelerin serbestlere gore 3 kat daha fazla metal tutukladid:
bulunmustur (Tsekova and Ilieva, 2000).

Pseudomonas putida ATCC 174841in iki farkli sistemde fenol biyoyikiminda
kullanimlar1 incelenmistir. Birinci sistemde siispanse hiicreler karistirmali tanklarda
kullanilirken, ikinci sistemde alginat lizerine immobilize edilmis hiicreler akiskan
yatak tanklarda kullanilmistir. Her iki sistemde de % 90°dan fazla fenol yikimi

gozlenmistir (Gonzales et al., 2001).
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Immobilize Pseudomonas Iuteola kullanilarak, azo boya igeren atik
sularindan boya giderimi c¢alisilmistir. P. luteola hiicreleri, kalsiyum alginat, k-
karragenan ve poliakrilamid i¢ine immobilize edilmis; sicaklik, pH ve boya derisimi
gibi operasyonel kosullari, mikrobiyal boya giderimi agisindan incelenmistir.
Alginat, k-karragenan ve poliakrilamide immobilize hiicreler ile sirasiyla % 75, % 85
ve % 80 boya giderimi bulunmustur (Chang et al., 2001).

Alginata immobilize edilmis Phanerochaete chrysosporium hiicrelerinin
melas yikama sularindaki rengi serbest hiicrelere nazaran daha hizhi ve etkili bir
sekilde giderebildigi gozlenmistir (Fahy et al., 1997).

Flavodon flavus™un politiretan kopiiklere immobilizasyonu ile melas yikama
suyundan kahverengi rengin giderimi ¢aligmalari yapilmistir. Immobilize fungus
melas yikama suyundaki rengi 7. giinde % 73 oraninda azaltmistir. immobilize
fungusun en az ii¢ dongiide etkili bir sekilde kullanilabildigi de gosterilmistir
(Raghukumar et al., 2004).

Yapilan bir ¢alismada, Mucor rouxii polisiilfon matrikse immobilize edilerek
bir kolona doldurulmus. Bu biyosorpsiyon kolonunda Pb, Cd, Ni ve Zn gibi metal
iyonlarinin uzaklastirilmasma ¢alisilmistir. Yapilan calismalar sonunda, Pb, Cd, Ni
ve Zn igin kiirelerin gram basina metal uzaklastirma kapasiteleri sirasiyla 4,06; 3,76;
0,36 ve 1,36 mg/g olarak bulunmustur (Yan and Viraraghavan, 2001).

Mayalar {iizerinde yapilan bir c¢alismada; Saccharomyces cerevisiae
biyokiitlesinin agir metal biyosorpsiyonunu arttirmak icin biyokiitleler, 0,75 M
NaOH icinde 70 °C’de 15 dakika 1sitilarak ve alginat icine immobilize edilmis.
Alginat jel, dogal maya, alginat jele immobilize edilmis maya ve alginat jele
immobilize edilmis baz muamele edilmis mayalarin; Cu®*, Cd** ve Zn*'
biyosorpsiyon ozellikleri karsilastirilmis. Sonug olarak immobilize bazla muamele
edilmis mayalarin yiiksek agir metal biyosorpsiyon kapasitesine sahip oldugu ve
genis pH araliginda yiiksek metal uzaklastirma etkisine sahip oldugu bulunmustur
(Lu and Wilkins, 1996).

Alginat, k-karragenan ve poliakrilamid jel gibi farkli materyaller tizerine A.
niger (ANT 90) hiicrelerinin immobilizasyonunun arastirildig: bir ¢alismada, s6z

konusu immobilize hiicreler arasinda wk-karragenan ve poliakrilamid jel igine
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immobilize edilen hiicrelerin enzim aktiviteleri alginata immobilize edilenlere gore
daha az bulunmustur. Lipaz iiretimi {izerine etkilerini test etmek igin farkh
derisimlerde alginat jelleri denenmistir. En yiiksek lipaz tiretimi % 3’liik alginat ve
60 dakikalik olgunlagma zamani (curring time) ile elde edilmistir. Zeytinyagi serbest
ve immobilize hiicrelerin lipaz {iretimini arttirmistir (Ellaiah et al. 2004).

Yaygin olarak kullanilan  beyaz-ciirik¢iil fungus  Phanerrochaete
chrysosporium; farkli sentetik boyalarin biyoyikiminda kullanilmis, metil violet,
kongo kirmizisi, asit turuncu, asit kirmizi 114, vat magenta, metilen mavisi ve asit
yesiline olan boya giderme potansiyeli arastirilmistir. Sonugta, P. chrysosporium’un
farkli smiftaki boyalarin giderimi i¢in uygun oldugu belirlenmistir (Radha et al.
2005).

Bjerkandera BOSS55, Phanerrochaete chrysosporium ve Trametes
versicolor’un amaranth, remazol siyah B, remazol turuncu, remazol brillant, reaktif
mavi ve tropaeolin O iizerine boya giderme yetenekleri arastirilmis ve biiyiik oranda
boya giderdikleri saptanmistir (Swamy and Ramsay, 1999).

Pleurotus ostreatus tizerine yapilan bir ¢alismada, P. ostreatus’un farkl
tipteki (trifenil metan, heterosiklik, azo ve polimerik) boyalar1 peroksidaz aktivitesi
ile dekolorize edebildigi gosterilmistir. En iyi boya giderimi bromfenol mavisi (%
98) ile elde edilirken heterosiklik boyalari, metilen mavisi ve toluidin mavisi O’yu
ancak % 10 oraninda giderebilmistir (Shin and Kim, 1998).

Mikroorganizmalarin  boya gideriminde kullanmmi ile ilgili bir baska
denemede, Sirianuntapiboon ve arkadaslari, 205 maya izolatinin arasindan
Citeromyces sp. WR—43-6"nin en yiiksek boya giderme verimine sahip oldugunu
bulmuglar. Bu mikroorganizma tiirii, alkol fabrika atiklarinda renk yogunlugu,
kimyasal oksijen istegi (COD) ve biyokimyasal oksijen isteginde (BOD) sirasiyla %
75, % 100 ve % 76’lik bir azalma gostermistir (Sirianuntapiboon et al. 2004).

Bu calismada, A. niger ATCC 9642’nin alginat iizerine immobilizasyonu
kosullarinin optimizasyonu ve immobilize fungusun ¢evre drneklerindeki kirliliklerin

giderilmesinde kullaniminimn arastirilmasi amaglanmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Malzemeler

Deneylerde, Heraeus (Funktion Line) etiiv, Shimadzu (AX 200) 0,0001
duyarhilikta terazi, Hanna (HI 190M) magnetik karistirici, Hanna (pH 211) pH metre,
Memmert (WB14) calkalamali su banyosu, Shimadzu UV-1601 spektrofotometre,
Ika (MS2) vorteks, Hettich (Universal 32R) santrifiij, Hirayama (HA 240 MIV)
otoklav, Brand (Transferpette) otomatik pipetler ve Thoma lami kullanildi.

Glukoz, MgS0,4.7H,0, KCl, KH,PO,, (NH4),SO4, NaCl, I, NaNO; ve Fenol
Carlo Erba (Rodano ltalya)’dan; Malt Ekstrakt Agar, Skim Milk ve Bakteriyolojik
Pepton Lab M (Lancashire Ingiltere)’den; Tween 80, FeCl,.4H,0, Siilfiirik asit,
Agar, Coziinilir nisasta, Myo-inositol, CoCl,, ZnCl,, FeSO,.7H,0, Biotin, Tris-HCI
ve Bradford reaktifi Merck (Darmstadt Almanya)’den; CaCl,, Safra tuzu, Alginik
asit sodyum tuzu medium viscosity ve BSA (Sigir serum albumin) Sigma (Steinheim
Almanya)’dan, H,O,, HCI, KI ve NaOH Riedel-de Haén (Seelze Almanya)’den;
Fosfat Tamponu salin (PBS) Oxoid (Hampshire Ingiltere)’den temin edildi.

3.2 immobilizasyon Isleminde Kullamlacak Sporlarin Hazirlanmasi

3.2.1 Mikroorganizmanin se¢imi

Endiistriyel uygulamalarinin ¢ok olmasi, gevre kirliliklerine kullaniminin
fazla olmasi, tiremesinin hizli ve ¢alisilmasinin kolay olmasi, numarah bir sus olarak
standart bir mikroorganizma olmasindan dolayi, deneylerde A. niger ATCC 9642
susu kullamildi. Bu sus Adnan Menderes Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi

Biyoloji bolimiinden temin edilmistir.
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3.2.2 Sporulasyon ortaminin hazirlanmasi

250 mL’lik bir erlene 100 mL % 5°lik Malt Ekstrakt Agar alinarak, 10 dakika
magnetik karistiricida kanistirildi. Mikrodalga firmnda homojen bir goriiniim alana
kadar 1sitildiktan sonra, 115 °C’de 10 dakika otoklavlandi. Otoklavlanan erlen yatik

bir sekilde sabitlenerek agarin katilagsmasi beklendi (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Besi ortami bulunduran erlenin yatik
olarak sabitlenmesi.

Hazirlanan sporulasyon ortamina stok A. niger ATCC 9642 susu ii¢ nokta

halinde ekildi ve 27 °C’lik etiivde 7 giin sporlanmaya birakildi.

3.2.3 Sporlarin eldesi ve spor sayimi

Olusan sporlar, sporulasyon ortamindan steril 10 mL % 0,1°lik Tween 80
cozeltisi ile alindi. Tween 80 ¢ozeltisi 10 dakika siirekli karistirilarak sporlarin
cozeltiye gegisi saglandi.

Elde edilen sporlar sayim i¢in 10 ve 100 kez seyreltildi. Seyreltme iglemi
kapakl tiiplere alinan 9 mL steril distile su {izerine 1 mL spor ¢6zeltisi eklenerek
yapildi. Elde edilen % 10’luk ¢ozeltiden 1 mL almip 9 mL steril disitile su ile
karistirilarak % 1’lik seyreltme elde edildi (Sekil 3.2). Her bir seyreltmede Thoma

lami ile spor sayimi1 yapildi.
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1 mL spor 1 mL 10" seyreliik
cozeltizi cozelii

VA

9 mL 9 mlL
distile—+ +— distile

U P2y

ety S
10" seyrelime lll'isey'mlhng

Sekil 3.2 Spor ¢ozeltilerinin seyreltilmesi.

Thoma lami her bir 16 biiyiik kare iginde 25 kiiciik kare igeren lam sistemidir.
Bu lam iizerinde bulunan 16 biiyiik karedeki spor sayilar1 sayilip, asagida verilen
denklemde yerine konarak toplam spor sayisi bulundu. Thoma laminda 2 adet 16°lik

biiyiik kare oldugu i¢in sayilan sporlarin ortalamasi alindi.
Toplam spor sayisi = A x SF x 10

Burada:
A = 16 karedeki spor sayisi
SF = Seyreltme faktorii

10" = 0,1 mm?*deki sayimi1 1 mL’ye ceviren katsay
3.3 immobilizasyon Islemi

Spor ¢ozeltilerinden 1 mL almarak sterilize edilmis 6 mL uygun derisimdeki
alginat ¢ozeltisi ile kanstirilip, vortekslendi. Elde edilen alginat-spor ¢ozeltisi steril
alginat derisimine esit derisimdeki CaCl, ¢ozeltisine 10 cm mesafeden bir enjektor (8
mm c¢apl) yardimi ile damlatilarak kiirelerin olusumu saglandi (Sekil 3.3). Her
immobilizasyon isleminde 200 adet kiire olusturuldu. Daha sonra steril distile su ile

yikanan immobilize sporlar bilylime ortamina alindi.
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T+ %o 3wfr alginat cizeltisi
+
Spor cizeltisi
&
&
i' XTO 0% 3 wiv CaCly ctzeliisi

Sekil 3.3 Alginat kiirenin olusturulmasinin sematik
olarak gosterimi.

3.4 Mikrobiyal Biiyiimenin Izlenmesi

Biiytime ortami i¢in asagida derisimleri verilmis olan kimyasallar kullanildi

(Hayashida and Teramoto, 1986).

NaNO3 3¢/l
KCl1 0,5 g/L
MgS04.7H,O0 0,5 g/lL
FeCl,.4H,0 0,01 g/L
KH,PO4 1,0 g/L
Pepton 10 g/L
Glukoz 20 g/l



50

250 mL’lik erlenlere alinan 50 mL besi ortamlari, 115 °C’de 10 dakika
otoklavlanarak sterilize edildi. Immobilize sporlar bu ortama aktarildi.

Alginat kiirelere immobilize edilmis olan A. niger ATCC 9642 sporlari
bliylime ortamlarina inokule edildi ve besi ortamlar1 28 °C’de 150 rpm hizda
calkalama hareketi yapan su banyosuna koyuldu. Sifirinci giinden itibaren her giin
erlenlerdeki kiireler siiziilerek alindi ve distile su ile yikandi. Yikanan kiireler darasi
alimmus filtre kagitlarina alinarak 50 °C’de bir giin boyunca kurutuldu. Immobilize A.
niger ATCC 9642°nin net kuru agirligr hesaplanarak 6 giin boyunca mikrobiyal

biiyiime izlendi.

3.5 Mikrobiyal Biiyiimenin Optimizasyonu

3.5.1 Kiirelerin olgunlagsma siirelerinin optimizasyonu

Olusturulan immobilize kiireler CaCl, ¢ozeltisi icinde 4 °C’de 30, 60 ve 120
dakika birakilarak olgunlasmasi saglandi. Belirtilen siireler sonunda kiireler biiyiime
ortamlarina alinarak mikrobiyal biiyiime izlendi. Aynmi deneme, olgunlasmaya
birakilmayan (0 olgunlasma siiresi) kiirelerin direkt biiyiime ortamina alinmasi ile
tekrarlandi. Maksimum bilylimenin goézlendigi olgunlasma siiresi optimum

olgunlasma siiresi olarak kabul edildi.

3.5.2 Alginat derisiminin optimizasyonu

Farklh derisimlerde hazirlanmis alginat ¢ozeltileri (% 2, % 3, % 4) ile yapilan
immobilizasyonlar sonunda elde edilen kiirelerin besi ortami iginde biiytimeleri takip
edilerek optimum alginat derisimi belirlendi. Bunun i¢in % 2, % 3 ve % 4°liikk (w/v)
alginat ¢ozeltileri hazirlanarak A. niger ATCC 9642 sporlari ile immobilize edilerek
sirast ile % 2, % 3 ve % 4’lik (w/v) CaCl, ¢ozeltisine damlatildi. Elde edilen
immobilize funguslar, biiylime ortamina alinarak her bir derisim i¢in mikrobiyal

biiyiimeler izlendi ve maksimum biilylimenin gozlendigi alginat derisimi tespit edildi.
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3.5.3 Besi ortamindaki glukoz derisiminin optimizasyonu

Besi ortamindaki glukozun miktar1 % 1, % 2, % 3 ve % 4 olarak sekilde
degistirildi ve immobilize funguslarin bu ortamlardaki biiylimeleri 6l¢iildii. Elde
edilen verilerden maksimum biiylimenin oldugu glukoz derisimi bundan sonraki

denemelerde kullanildi.

3.5.4 Spor cozeltisi/alginat cozeltisi oraninin optimizasyonu

Optimum spor ¢o6zeltisi/alginat ¢ozeltisi oranmnin tespiti icin 1 mL spor
cozeltisi ile 8, 6 ve 4 mL alginat cozeltileri karistirlarak immobilizasyon islemi
gerceklestirildi (Cogu literatiirde 1/6 oram kullanilirken, diger oranlarda denendi).
Immobilize A. niger ATCC 9642’ler biiyiime ortamlarma ahinarak maksimum

biiytimenin gézlendigi en uygun spot/alginat ¢ozeltisi orani tespit edildi.

3.5.5 Besi ortamm pH’1nin optimizasyonu

Boliim 3.4°de bilesimi verilen besi ortamimin oda sicakligindaki pH’1 6,75
olarak Sl¢tilmiistiir. Bu ortama 0,1 N HCI veya 0,1 N NaOH ilave edilerek sirast ile
pH’1 6,00 ve 7, 50 olan besi ortamlar1 hazirlanmistir.

pH’1 6,00; 6,75 ve 7,50 olarak ayarlanan besi ortamlarina alinan immobilize
funguslarin mikrobiyal biiylimeleri izlenerek maksimum biiylimenin olustugu pH,

optimum pH olarak kabul edildi.

3.6 A. niger ATCC 9642°nin Salgiladig1 Enzimlerin Tespiti

Immobilize mikroorganizmalarin en ©&nemli kullamim alanlarindan birisi
enzim {iiretimi, digeri de iiretilen enzimler aracihigr ile atik arntimidir. Bu nedenle

immobilize hiicrelerin hangi enzimleri iirettiginin tespit edilmesi onemlidir. Pek ¢cok
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enzim tespit edilebilir ancak bu calismanin yapildigi laboratuar kosullarinda test
edilebilecek ve atik sularin organik bilesenlerinin yikilmasinda yararlanilabilecek

dort enzimatik aktivite test edilmistir.

3.6.1 Kalitatif lipaz aktivitesi tayini

A. niger ATCC 9642°de lipolitik aktivite Tween 80 agar yOntemi ile
belirlendi (Haba et al. 2000). Bu islem i¢in % 0,01°lik CaCl, igeren 250 mL % 5’lik
malt ekstrakt agar hazirlandi ve 115 °C’de 10 dakika otoklavlanarak sterilize edildi.
45 °C’ye kadar sogutulan agara son derisimi % 1 olacak sekilde steril Tween 80
eklendi. Agar petri kaplarina dokiildii ve sertlestikten sonra A. niger li¢ nokta ve tek
nokta seklinde ekildi. 5 giin sonunda fungus kolonileri etrafindaki opak zon cetvel ile
olcuildii. Lipolitik aktivite, opak zon caplart fungus koloni ¢apina oranlanarak
belirlendi. Oran 2’den biiyiik ise iyi, 2 ile 1 arasi ise orta, 1°den kii¢iik ise zayif

olarak siniflandirildi (Ionita et al. 1997).

3.6.2 Kalitatif amilolitik aktivite tayini

A. niger ATCC 9642’nin amilotik aktivitesi amilaz besi yerinde belirlendi.
Bunun igin % 2 agar, % 0,5 safra tuzu, % 1 ¢6ziiniir nisasta igeren ortam 121 °C’de
15 dakika otoklavlanarak sterilize edildi. 40-50 °C’ye kadar soguyan ortama son
derisimi % 0,67 olacak sekilde steril yeast nitrojen baz (1 g KH,PO4, 5 g (NH4),SOq,
0,1 g NaCl, 0,1 g CaCl,, 2 mg Myo-inositol, 0,5 g MgS0O4.7H,0, 2 mg CoCl,, 2 mg
ZnCly, 2 mg FeS04.7H,0, 2 mg Biotin 1000 mL’ye saf su ile tamamlanarak
hazirlandi) ilave edildi. Ortam petrilere dokiilerek kurumasi saglandi. A. niger
kiiltiirleri bu petrilere inokule edilerek 27 °C’de 3 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrasinda petrilere iyodiir ¢ozeltisi (% 0,3 I, + % 0,6 KI) piiskiirtiilerek fungus
kolonileri etrafinda olusan agik zon ¢ap1 Sl¢iildii. Amilolitik aktivite, agik zon ¢api

koloni ¢apina oranlanarak belirlendi (Hyun et al. 1985).
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3.6.3 Kalitatif proteolitik aktivite tayini

Proteolitik aktivite % 10 skim milk iceren malt ekstrakt agar yontemi ile
belirlendi (Pereira et al. 2001). Bu islem i¢in, malt ekstrakt ve yagsiz siit tozu (skim
milk) ayr1 olarak 115 °C’de 10 dakika otoklavlandi. Ortamlar 45 °C’ye kadar
sogutulduktan sonra, skim milk ¢ozeltisi son derisimi % 10 olacak sekilde malt
ekstrakt agar ortamina eklendi ve petrilere dokiilerek kurumasi saglandi. A. niger
kltiirleri petrilere ekilerek 27 °C’de 3 giin inkiibe edildi. Koloniler etrafinda olusan
seffaf zon proteolitik aktivite olarak belirlenirken, bu aktivitenin derecesi seffaf zon

cap1 koloni ¢apina oranlanarak belirlendi.

3.6.4 Katalaz aktivitesi tayini

Katalaz aktivitesinin tayininde spektrofotometrik bir yontem kullanildi (Aebi,
1974). Bu yontemde, katalaz enziminin subsrati olan H,O;’in 240 nm’deki
absorsiyonundaki diisiisten yararlanilarak aktivite tayini yapildi. Bunun igin, kor
olarak Tris-HCI (50 mM, pH 7,0) kullanilirken, standart ¢6zelti igin 10,5 mM H,0,
cozeltisi, enzimli 6rnek igin ise 1 mL enzim ¢6zeltisi (besi ortaminin sivi kismindan
alman 1 mL 6rnek) iceren 10,5 mM H,0, ¢6zeltisi kullanildi. Hazirlanan ¢ozeltiler
35 °C’de 10 dakika bekletildi ve 240 nm’de absorbanslar1 kdre karsi 6l¢iildii. Enzim
cozeltisindeki absorbans degisimi standardin absorbansindan enzim ¢6zeltisinin
absorbansinin c¢ikarilmasi ile bulundu. Veriler, AA = €.c.d formiiliinde yerine

konularak aktivite hesaplandi (€ = 39,4 M'cm™).
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3.7 immobilize A. niger ATCC 9642’nin Boya Giderimi ve Zeytin
Karasuyunun Renginin Gideriminde Kullanilabilirliginin

Arastirilmasi

3.7.1 immobilize A. niger ATCC 9642’nin boya giderme kapasite-

sinin incelenmesi

A. niger ATCC 9642’nin boya giderme kapasitesi alinan tekstil boyalar1 ve
tekstil fabrikasi atiklari kullanilarak analizlendi. Tekstil boyalar1 olan Everdirect
Supra (ES) Blue 4BL ve ES Red BWS Adnan Menderes Universitesi Kimya
Boliimii’'nden temin edilirken; tekstil fabrikasi atiklari, Aydin Umurlu sanayii
sitesinde bulunan Mutcal tekstil fabrikasindan 06.05.2006 tarihinde alindi. Deneysel
asamaya ge¢meden Once, tekstil boyalarmin ¢ozeltileri hazirlandi ve bu boyalarin
UV-Goriiniir bolge spektrumlart alinarak maksimum absorbans verdikleri dalga
boylar1 belirlendi. A. niger ATCC 9642°nin tekstil boyalarini giderme kapasitesinin
incelenmesinde, farkli derigsimlerde tekstil boyalar1 (25 mg/L, 50 mg/L ve 75 mg/L)
iceren besi ortamlar1 hazirlanarak bu besi ortamlarina immobilize A. niger ATCC
9642 sporlar ekildi. Tekstil atiklarmin boya gideriminin 6l¢timiinde ise, besi ortam
distile su yerine gergek tekstil fabrikasi atig1 ile hazirlandi ve immobilize A. niger
ATCC 9642 bu ortama inokule edildi. Boya giderimi, tekstil boyalar1 i¢in, belirlenen
dalga boyunda (ES Blue 4BL i¢in 518 nm, ES Red 506 nm) 6l¢iilen absorbans
duistisii ile tespit edilirken; tekstil atiklar1 belirli bir dalga boyunda maksimum
adsorbsiyon gostermedikleri i¢in spektrumlar1 alindi. Giinlere gore alinan
spektrumlardaki absorbans diisiisii izlenerek boya giderimi incelendi. Bunun i¢in 24
saatte bir steril kosullar altinda besi ortamlarindan 1,5 mL sivi 6rnek alindi ve
cozeltide asili kat1 partikiillerin ¢okmesi igin 10000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Siipernatantin absorbansimin 7 giin boyunca Slciilmesi ile A. niger ATCC 9642 nin

boya giderme kapasitesi incelendi.
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3.7.2. Immobilize A. niger ATCC 9642’nin zeytin karasuyununun
rengini giderme kapasitesinin incelenmesi
a) Zeytin karasuyunun spektroskopik ozelliklerinin incelen-

mesi

Zeytin karasuyu Aydin merkeze bagh bir kdy olan Kizilcakdy’de bulunan
Mehmet ince Kontine sistem zeytinyagi fabrikasindan 15.04.2006 tarihinde temin
edildi. Almman zeytin karasuyu &rneklerinde ilk olarak seyreltmeler yapilarak
maksimum absorbans verilen dalga boyu belirlendi. Bunun ig¢in bir tiilbentten
siizlilen zeytin karasuyu ornekleri 6000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Sivi kisim
almarak, saf su ile 20 kat 50 kat ve 100 kat seyreltildi ve spektrumlar1 alinarak
maksimum absorbansin gozlendigi dalga boyu tespit edildi.

b) Zeytin karasuyunda toplam protein tayini

Zeytin karasuyunda toplam protein tayini Bradford (1976) yontemi ile
yapildi. Bu yontemde, 50 uL 6rnek c¢ozeltisi tizerine 2,5 mL Bradford reaktifi eklendi
ve vorteks ile karistirildi. Olusan mavi renkli ¢ozeltinin 595 nm’deki absorbansi
Ol¢lilerek protein tayini yapildi. Kor olarak 50 pL saf su kullanildi. Protein tayininde
standart protein olarak BSA (sigir serum albumin) kullanildi. Bunun icin 10 mg/mL
derisiminde hazirlanan BSA stok ¢ozeltisinden yola ¢ikarak seyreltmeler yapilarak
0,1; 0,2; 0,4; 0,6; 0,8; 1,0; 1,2 ve 1,4 mg/mL’lik standart protein ¢ozeltileri
hazirlandi.

Zeytin karasuyunda protein tayini icin ise ornekler, 2 kat, 5 kat, 10 kat ve 20
kat seyreltilerek protein tayini prosediirii uygulandi.

¢) Zeytin karasuyunda toplam karbohidrat tayini

Zeytin karasuyunda toplam karbohidrat tayini fenol-siilfiirik asit metodu ile
belirlendi (Dubois et al. 1956). Bu prosediire gore, 1 mL % 5’lik fenol ¢ozeltisi ile 1
mL karbohidrat ¢tzeltisi karistirildi ve iizerine 5 mL derisik siilflirik asit ¢ozeltisi
eklendi. Karistirilan drnekler 20 dakika bekletildi ve 470 nm’de kore karsi absorbans
okundu. Kor olarak karbohidrat ¢ozeltisi yerine saf su kullanildi. Standart ¢ozelti
olarak 10’ar birimlik araliklarla 10-100 pg/mL’lik glukoz ¢ozeltileri hazirlandi. Ayni

islemler bu ¢ozeltiler i¢in de tekrarlanarak glukoz standartlar1 olusturuldu. Zeytin
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karasuyunda ise, 20 kat, 50 kat ve 100 kat seyreltmeler yapilarak fenol-siilfiirik asit

metodu ile karbohidrat tayini yapildi.
d) Zeytin karasuyu iizerinde immobilize A. niger ATCC

9642°nin kullanim

Zeytin karasularmin 5 kat, 10 kat ve 25 kat seyreltilerek kullanildig
denemede, her seyrelme orani igin besi ortami i¢eren ve igermeyen ortamlara A.
niger ATCC 9642 ekimi gerceklestirilerek, zeytin karasuyunu renksizlestirme
ozellikleri incelendi. Bunun icin, belirlenen dalga boyunda, 24 saat araliklar ile 7 giin
boyunca, her bir denemeden &rnekler alinarak zeytin karasuyunun maksimum
absorbsiyon yaptig1 dalga boyu olan 278 nm’de verdikleri absorbsiyon olg¢iildii.

Sonuglar 4.3.2°de tartisildi.

3.8 SEM Fotograflarinin Cekimi

Kiireler iizerinde A. niger ATCC 9642 biiyiimesinin gozlenebilmesi i¢in
alman 3 farkli &rnegin SEM (taramali elektron mikroskop) fotograflar gekildi. Tlk
ornek 0. giinde alinan alginat kiireler, ikinci ornek besi ortaminda tizerinde A. niger
ATCC 9642 biiytimesi olan 5. giin sonunda alinan kiireler, {i¢lincli 6rnek ise serbest
A. niger ATCC 9642°dir. 0. giin 8rnegi olan bos kiire steril CaCl, ¢ozeltisi iginde, 5.
giin ornegi ve serbest A. niger ATCC 9642 ise steril distile su i¢inde ependorf tiiplere
almarak agizlar1 sikica kapatildi. Hazirlanan 6rnekler SEM fotograflarinin ¢ekilmesi
i¢in Inonii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Kimya Boliimii'ne gonderildi.

SEM fotograflarmin ¢ekiminde Leo evo 40 marka SEM cihazi kullanildi.
Hizlandirma potansiyeli 20 kV olarak ayarlandi. 500-5000 aras1 biyiitme
gergeklestirildi. Tungsten flament kullanildi. Calisma araligi 19-15 mm olarak
secildi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1 Mikrobiyal Biiyiimenin Optimizasyonu Sonuclari:

Alginat tizerine A. niger ATCC 9642°nin immobilizasyon kosullarmin
optimizasyonu i¢in olgunlasma siiresi, uygun alginat derisimi, uygun glukoz

derisimi, uygun spor ¢6zeltisi/alginat ¢6zeltisi oran1 ve uygun pH tespitleri yapild:.

4.1.1 Olgunlasma siiresi

A. niger ATCC 9642 iceren kiirelerin olgunlasma siiresinin optimizasyonu
icin CaCl, cozeltisi icinde 4 °C’de 0, 30, 60 ve 120 dakika olgunlasmaya birakilan

kiirelerin besi ortamina alindiktan sonra elde edilen biiylime egrileri Sekil 4.1°de

gosterilmistir.
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08
0,7 -
S 061
2 051
3
S 04
2> —&—0 dk.
@ o3
" —&— 30 dk.
0,2 | —— 60 dk.
0,1 4 —e— 120 dk.
0 : : : : : : :
0 1 2 3 4 5 6 7
Zaman (Giin)

Sekil 4.1 Alginat {izerine immobilize olmus A. niger ATCC 9642°nin biyokiitlesinin olgunlagsma
stiresine bagli olarak degisimi.
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Sekil 4.1°den goriildiigii gibi biyokiitledeki maksimum artig 0 dakika
olgunlasma siiresinin uygulanmasi halinde elde edilmistir. Bu nedenle daha sonraki
calismalarda 0 dakika olgunlagma siiresi kullanilmistir. Olgunlasma siiresinin
optimizasyonu ile ilgili yapilan bir calismada 0,5; 1,0; 1,5 ve 2,0 saat CaCl, ¢ozeltisi
icinde bekletilen alginat {izerine immobilize Burkholderia sp. hiicrelerinin
biyoaktivitesi iizerinde olgunlasma siiresinin Onemli bir etkiye sahip olmadid
goriilmiistiir (Jianlog et a., 2001). Alginat {izerine immobilize A. nigerin kullanildigi
iki farkli ¢alismada, immobilize kiireler olgunlasmaya birakilmadan dogrudan besi
ortamima almmistir (Pashova et al., 1999). Ayrica, immobilize kiirelerin CaCl,
cozeltisi iginde 0,5 ve 1,0 saat olgunlasmaya birakildigi ¢calismalar vardir (Quan et
al., 2003). % 2’lik alginata immobilize edilmis olan Pseudomonas luteola’nin boya
gideriminde kullanldig1 bir calismada olusturulan immobilize kiireler 12 saat CaCl,
cozeltisi ig¢inde olgunlagsmaya birakilmistir (Chang et al., 2001). Bu sonuglar
gostermektedir ki olgunlagsma siiresi 0-12 saat arasinda degismekte ve her
immobilizasyon islemi i¢in farkli olabilmektedir.

Mikroorganizmalarin iireme grafiklerinde lag faz, logaritmik faz ve daha
sonra {iriin inhibisyonu nedeniyle duragan faz olusur. A. niger ATCC 9642’nin 6.
giinden sonra duragan faza girdigi goriilmektedir. 120 dakika olgunlagma siiresinin
uygulandig1 deneylerde ise iiretimde diisme gézlenmektedir. Olgunlasma siiresinin
uzunlugu kiirelerin rijiditesini arttirmaktadir. Daha rijit kiireler icindeki hiicrelerin
irettigi toksik maddelerin difiizyonu daha yavas olacagi i¢in biyokiitlede azalma

olabilir.

4.1.2 Alginat derisimi

% 2, % 3 ve % 4 (w/v)lik alginat ¢ozeltileri kullanilarak yapilan
immobilizasyon sonunda elde edilen kiireler iizerindeki A. niger ATCC 9642’nin

biiylime egrileri Sekil 4.2°de verilmistir.
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Sekil 4.2 Alginat derisiminin immobilize A. niger ATCC 9642’ nin bilyiimesine etkisi.

% 2’lik alginat derisimi iceren kiirelerle yapilan iiretimde 3. giinde daha fazla
verim alinmasina ragmen 6. giin sonunda % 3’liik alginat kiirelerdeki verimin daha
fazla olmasi nedeniyle daha sonraki calismalarda % 3’liikk alginat ¢ozeltisi
kullanilmistir. % 2’lik alginat derisiminin kullanildig1 kiirelerde muhtemelen daha
gevsek yapidan dolayir baslangictaki substrat akisi daha hizhh olmakta ve {iretim
artmakta ancak sikigma nedeniyle daha sonra tireme azalmaktadir.

Lipaz {tiretimi yapilan ve A. niger’in alginat iizerine immobilizasyonunun
gerceklestirildigi bir ¢alismada, alginat derisiminin optimizasyonu i¢in % 2, % 3 ve
% 4 (w/v)’liikk alginat ¢ozeltileri kullanilmis ve en iyi iiretim veriminin % 3’liik
alginat ¢ozeltisi ile alindig1 rapor edilmistir (Ellaiah et al. 2004). immobilizasyon
materyali olarak % 2, % 2,5, % 3 ve % 4 (w/v)’liik alginat ¢ozeltilerinin kullanildig:
calismalar vardir (Al-Rub et al., 2004; Fahy et al., 1997; Mehta and Gaur, 2001;
Quan et al., 2003). Alginat derisiminin arttirllmasi daha dayanikli kiirelerin
olusmasina neden olmakla birlikte kullanilan mikroorganizmaya bagl olarak alginat

derisiminin etkisi farkli olmaktadir. Bu durum difiizyonel direnis ile agiklanabilir.
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4.1.3 Besi ortamindaki glukoz derisimi

Besi ortamindaki glukoz derisiminin mikrobiyal biiytimeye olan etkisi Sekil

4.3’de gosterilmistir.

Biyokiitle (g)

glukoz
glukoz

0 1 2 3 4 5 6 7

Zaman (Giin)

$e;{k.il. 4.3 Besi ortamindaki glukoz derisiminin immobilize A. niger ATCC 9642’nin biiylimesine
etkisi.

Bu deneyin amaci optimum substrat derisimini tespit etmektir. Glukoz, besi
ortamina funguslar i¢in birincil karbon kaynagi olmasi nedeniyle eklenmistir. Sekil
4.3°den goruldugu gibi genel olarak en ytiksek biyokiitleye % 3 glukoz derisimi ile
ulagildigindan daha sonraki deneylerde besi ortaminin glukoz derisimi % 3 olacak
sekilde ayarlanmistir.

% 3’liikk glukoz derisimi ile gergeklestirilen deneyde, 6. gilinden sonra
biyokiitledeki meydana gelen azalma, 1. giinden itibaren mikroorganizmalarin ¢ok
hizl1 biiylimesi nedeniyle, mikroorganizmalarin &liim fazina daha erken girmesinden
kaynaklanabilir.

Immobilize A. niger kullanilarak sitrik asit iiretiminin yapildig1 bir ¢alismada,
glukoz derisiminin optimizasyonunda % 5, % 10 ve %15 (w/v) glukoz derisimleri
kullanilmistir.  Yapilan optimizasyon deneyleri sonunda % 5°den % 10’a ¢ikan

glukoz derisimi ile biyokiitlede bir artis olurken, % 15°lik glukoz derisiminde %
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5’likten daha az bir bilylime gozlenmistir (Papagianni and Mattey, 2004).
Polimetilgalakturonaz ve lipazin biyosentezinde immobilize A. nigerin kullanildig:
iki farkli calismada, besi ortami glukoz derisimi % 1,0 (w/v) olarak se¢ilmistir
(Pashova et al., 1999). Glukoz, sukroz ve laktoz iceren ii¢ farkli besi ortaminda
okzalik asit tiretimi i¢in immobilize A. niger’in kullanildig1 bir arastirmada, glukoz
besi ortaminda biiyiime daha fazla, okzalik asit firetimi ise en diisiikk olarak

bulunmustur (Mandal and Banerjee, 2005).

4.1.4 Spor cozeltisi/alginat ¢cozeltisi oram

Bu c¢alismada kullanilan yontemde spor cozeltisi ile alginat c¢o6zeltisi
karistirildiktan sonra hidrojel olusturma islemi gergeklestirilmistir. Kalsiyum
¢Ozeltisi igine damlatilan ve karistirilan bu karisimin viskozitesi onemlidir. Yiiksek
viskozitenin hiicre 6liimiine neden oldugu bilinmektedir (Kong et al., 2003). Bu
nedenle spor ¢ozeltisi/alginat ¢dzeltisi oraninin optimize edilmesi gereklidir.

Spor ¢ozeltisi (6 x 107 spor.mL™) / alginat ¢ozeltisi (% 3 w/v) orant; 1/8, 1/6
ve 1/4 (mL/mL) olacak sekilde degistirilerek hazirlanan kiirelerde gdzlenen biiytime

egrileri Sekil 4.4°de verilmistir.
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Sekil 4.4 Spor ¢ozeltisi/alginat ¢ozeltisi oranlarinin immobilize A. niger ATCC 9642’ nin bilyiimesine
etkisi. a: Spor ¢ozeltisi/alginat ¢ozeltisi = 1/8; b: Spor cozeltisi/alginat ¢ozeltisi = 1/6; c: Spor
¢ozeltisi/alginat ¢ozeltisi = 1/4
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Grafikte gozlenen bu durum, alginat derisiminin optimizasyonundaki gibi
aciklanabilir. 1/4, 1/6 ve 1/8 oranlarinda seyreltilen ¢ozeltilerden 1/8’lik olan en
derisiktir ve immobilize fungusun besi ortamindan yeterli niitrient alamadig1 igin
biyokiitledeki artig sinirlanmaktadir. 1/4°liikk oran ise en seyreltiktir ve fungusun jel
matriksinden besi ortamina olasi kagisindan dolay: alginat jeli tizerinde biiyiime daha
az olabilir.

Sekil 4.4°den yararlanarak en uygun spor ¢ozeltisi/alginat ¢ozeltisi oraninin
1/6 oldugu karar verildi ve daha sonraki calismalarda bu oran kullanildi.

Lipaz enzimi iiretiminde A. niger kullaniminin arastirildigi bir calismada,
spor ¢ozeltisi (5 x 10° spor.mL")/alginat ¢dzeltisi (%3 w/v) orant 1/5 olarak
kullanilmistir  (Ellaiah et al., 2004). Aym oran Angelova ve arkadaslarinin
antioksidan enzim sentezledikleri immobilize A. niger igin de kullanilmistir
(Angelova et al., 2000). Nighojkar ve arkadaslar1 alginata immobilize Rhodococcus
equi No.23 hiicrelerini kullanarak kolesterol iiretimi gergeklestirmis ve bu
calismalarinda spor/alginat ¢ozeltisi oranini 1/6 olarak kullanilmiglardir (Chan and

Chou, 2002).

4.1.5 Besi ortam pH’1

Fermantasyon ortaminin igerigi ve amacina gére besi ortami pH’1 farkliliklar
gostermektedir. Ornegin sitrik asit iiretiminde kullanilan fermantasyon ortaminin
pH’inm 5,0 ve 6,0 olarak ayarlanarak kullanildigi ¢calismalar vardir (Papagianni and
Mattey, 2004; Sankpal et al., 2001). Kesilmis siit suyundan sitrik asit tiretimini i¢in
yapilan bir ¢alismada ise besi ortami1 pH’1 3,0’a ayarlanmistir (El-Holi and Al-
Delaimy, 2003). Beyaz ciiriik¢iil fungus kullanilarak Orange Il boyasi gidermede,
Citeromyces sp. WR-43-6 kullanilarak molas atik suyu gidermede ve Pseudomonas
sp. kullanilarak azo boya 4BS gidermede kullanilan besi ortam1 pH’lari sirasiyla 5,0;
6,0 ve 7,0 olarak ayarlanmistir (Zhang et al., 1999; Sirianuntapiboon et al., 2004;
Fang et al., 2004). Poliiiretan kopiiklere immobilize A. niger kullanilarak okzalik asit

iiretiminde ise besi ortam1 pH’1 6,0°dir (Mandal et al., 2005). Orneklerden goriildiigii
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iizere uygun besi ortami pH’1 elde edilmek istenen iiriinlere ve mikroorganizma
tiirline gore degiskenlik gdstermektedir ve optimum pH’in bulunabilmesi igin
optimizasyon iglemlerinin yapilmasi1 gerekmektedir.

Boliim 3.5.5°de anlatildig1 sekilde hazirlanan farkli (6,00; 6,75; 7,50) pH’daki
besi ortamlar1 kullanilarak elde edilen immobilize A. niger ATCC 9642’nin bilytime
egrileri Sekil 4.5’de verilmistir. Goriildiigii gibi pH’1 6,75 olan besi ortaminda en
yiiksek biiytime elde edilmistir. Bu nedenle pH 6,00°dan asag1 ve pH 7,50°den yukari

olan pH’larin denenmesi gereksiz goriilmiistiir.
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Sekil 4.5 pH’1 farkli besi ortamlarinda immobilize A. niger ATCC 9642’ nin biiyiime egrileri.

Funguslarin, nétral pH’larda maksimum biiytime gosterdikleri bilinmektedir.
Ayrica, alginat kiirelerin en dayanikli formunun nétral pH’da oldugu tespit edilmistir
(Gombotz and Wee, 1998). Notral pH’dan asidik bolgeye kaydik¢a alginatin
molekiiler agirhifinda bir azalma ve hizli bir bozunma gézlenmistir. Bu nedenle
pH6,75°de en uygun {izereme gozlendiginden dolayr c¢alismalarda bu pH

kullantlmistir.
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4.2 A. niger ATCC 9642’nin Salgiladig1 Enzimler

4.2.1 Kalitatif lipaz aktivitesi

Lipolitik aktivite i¢in hazirlanan 4 petriye yapilan ekimler sonunda, olusan
opak zon ¢aplar1 (R) ve koloni ¢aplarn (r) cetvel ile dl¢iildii. [R/r oran1 2°den bilyilk
ise iyi, 2 ile 1 arasi ise orta, 1°den kiigiik ise zayif olarak siniflandirilir (Ionita et al.

1997)]. Sekil 4.6’da olusan koloni ve opak zon gériilmektedir.

Sekil 4.6 Kalitatif lipaz aktivitesi testi uygulanan A. niger ATCC 9642 kolonisi ve
etrafinda 5 giin sonunda olusan opak zonun fotografi.

Her bir petride olgiilen R ve r degerleri ile hesaplanan R/r ve ortalama

degerler Cizelge 4.1’de gosterilmistir.
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Cizelge 4.1 Lipaz aktivitesi testinde elde edilen opak zon (R), koloni ¢aplari (r) ve
R/r degerleri.

Petri No R (mm) r (mm) R/r Sonug¢
1 48 40 1,20 Orta
2 47 38 1,24 Orta
3 52 39 1,33 Orta
4 49 37 1,32 Orta

Ortalama + SD 490+22 385+1,3 1,3+0,06 Orta

Sonuglardan goruldugii gibi, A. niger ATCC 9642’nin orta diizeyde lipolitik
aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir.

4.2.2 Kalitatif amilolitik aktivite

Sekil 4.7°de amilaz ile hazirlanmis besi yerine ekilmis olan A. niger ATCC
9642°nin 3 giin sonunda olusan kolonisi goriilmektedir. Koloni etrafina agik zon
goriilmediginden A. niger ATCC 9642’nin amilotik aktivitesi olmadigl sonucuna
varilmistir.

Kalitatif amilolitik aktivite tayininde ayrica, substrat olarak nisastanin

kullanildigi, nisasta agar (starch agar) yontemi de kullanilmaktadir (Vedder, 1915).
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Sekil 4.7 Kalitatif amilaz aktivitesi testi uygulénan A. niger ATCC 9642’nin
3 giin sonundaki kolonisinin fotografi.

4.2.3 Kalitatif proteolitik aktivite

Skim milk igeren malt ekstrakt agara ekilmis olan A. niger ATCC 9642
kolonileri Sekil 4.8’de goriilmektedir. Koloni etrafinda seffaf zon gézlenmedigi igin
proteolitik aktivitenin olmadig1 sonucuna varilmistir.

Proteolitik aktivitenin kalitatif tayininde bu yontemin yaninda, hizli bir
mikroanaliz teknigi de kullanilmaktadir. 5 dakika i¢inde sonug alinan bu teknikte;
substrat olarak jelatin kullanilmakta ve sonuglar Coomasie Brilliant Blue boyasi ile

gozlenmektedir (Mohan et al., 2005).
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Sekil 4.8 Kalitatif proteaz aktivitesi testi uygulanan A. niger ATCC 9642
kolonisinin fotografi

4.2.4 Katalaz aktivitesi

Katalaz aktivitesi Bolim 3.6.4°de anlatildigi sekilde (Aebi, 1974)
spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Standart 10,5 mM H,0, ¢ozeltisi ile 10 dakika
sonunda elde edilen 240 nm’deki absorbans 0.436 olarak bulunurken, enzim 6rnegi
(A. niger ATCC 9642 biiytime ortamindan alinan 1 mL Ornek) iceren ayni
derisimdeki ¢6zeltisi 240 nm’de 0,437 absorbans vermistir. Bu sonugtan ¢alismalarda
kullanilan A. niger ATCC 9642’nin katalaz aktivitesinin olmadigi anlasiimistir.

A. niger ATCC 9642 plastikleri yikma 6zelligine sahip oldugu ic¢in ucak
ekipmanlari, otomotiv bilesenleri, tipalar, elektrik izolasyon maddeleri, deri, polimer,
vernik, yapistirict ve vakslarin fungus dayaniklilik testlerinde ve agac koruyucu
testlerinde kullanilmaktadir (http://www.lgcpromochem-atcc.com). A. niger ATCC
9642 sitrik asit sentezi i¢in de kullanilmaktadir (El-Holi and Al-Delaimy, 2003). A.
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niger ATCC 9642 ayrica, izopullulanaz (pullulan 4-glukanohidrolaz) ve
laktoilglutatyon (glioksalaz 1) enzimlerini iiretme kabiliyetine de sahiptir
(www.lgcpromochem-atcc.com; Kim and Rhee, 2003; Sakano et al.,1972; Inoue et
al., 1987).

Lipaz, amilaz, proteaz ve katalaz, endiistride ve biyoteknolojide genis
kullanim alani bulunan enzimlerdir. Bu enzimlerin A. niger ATCC 9642’de
bulunmasinin, bu fungusun biyoteknojide ve ¢evre drneklerinde kullanilabilirligini
artirabilecegi diisiiniilmiistiir. Ancak enzim aktivite testleri sonunda A. niger ATCC
9642’nin yapilan testler arasinda sadece orta diizeyde lipaz aktivitesine sahip oldugu

tespit edilmistir.

4.3 Boya Giderme ve Zeytin Karasuyunun Renk Giderilmesinde

Immobilize A. niger ATCC 9642’nin Kullamlabilirligi

Tekstil boyalarinin giderilmesinde bir¢ok mikroorganizma ve boya giderme
teknigi kullanmilmaktadir. Boya gideriminde mikroorganizmalar serbest olarak
kullanilabildigi ~ gibi  islemin  verimliligini  arttiran  immobilize = formda
mikroorganizmalarm kullanimi da yaygindir (Sirianuntapiboon et al., 2004; Mielgo
et al., 2002). Bunlarin yaninda baz muamelesi gibi kimyasal modifikasyonlarin
yapildigi ve 61t mikroorganizmalarin kullanildig1 boya giderme ¢alismalar1 da vardir
(Lu and Wilkins, 1996). Boya gideriminde en yaygin kullanilan mikroorganizmalar,
beyaz ciiriik¢iil funguslar olan Phanerochaete chrysosporium ve Trametes
versicolor’dur (Swamy and Ramsay, 1999). A. niger’in boya gideriminde kullanimi
bu iki curike¢iil fungus kadar yaygin degildir. Boya giderme denemelerinde
kullanilan, ES Red BWS ve ES Blue 4BL boyalarinin patentli boyalar olmasi ve
ticari bir sir olarak saklandigindan dolayi, bu boyalarin kimyasal yapilarina ve

kimyasal formtillerine ulagilamamistir.
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4.3.1 Boya giderme kapasitesi

ES Blue 4BL ve ES Red BWS boyalarinin UV-goriiniir bolge spektrumlari
Sekil 4.9 ve 4.10°da goriilmektedir. ES Blue 4BL ve ES Red BWS’nin maksimum

adsorpsiyon verdikleri dalga boyu sirasiyla 518 ve 506 nm olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.9 ES Blue 4BL boyasinin UV-goriiniir bolge spektrumu.
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Sekil 4.10 ES Red BWS boyasinin UV-gériiniir bolge spektrumu.
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a) ES Blue 4BL boyasi sonuglari

Ug farkh derisimde (25 mg/L, 50 mg/L ve 75 mg/L) ES Blue 4BL iceren besi
ortami, 3 farkli derisimde ES Blue 4BL ve alginat kiireleri i¢eren besi ortami, 3 farkl
derisimde ES Blue 4BL ve immobilize A. niger ATCC 9642 igeren besi ortami ve
serbest mikroorganizma iceren besi ortami 7 giin boyunca takip edilerek 0. giinden
baslamak iizere 24’er saat ara ile alinan Ornekler 10000 rpm’de 5 dakika
santrifiijlendikten sonra 518 nm’deki absorbanslar1 Glgiilerek boya derisimindeki
azalma izlenmistir. Sekil 4.11, 4.12 ve 4,13°de siras1 ile 25 mg/L, 50 mg/L ve 75
mg/l. ES Blue 4BL iceren fermantasyon ortamlarinin absorbans degisimleri
gosterilmistir.

Sekiller 4.11 — 4.13°de goriilecegi iizere serbest ve immobilize A. niger
ATCC 9642’nin ES Blue 4BL boyasini giderme kapasiteleri birbirine ¢cok yakindir.
Incelenen tiim Srneklerin boya yiizdesi
Boya giderme %’si = Mx 100

Bas
Formiilii kullanilarak hesaplanmistir. Bu hesaplar ve sonunda elde edilen degerler

Cizelge 4.2°de verilmistir.

0,2
0,18
0,16
0,14
0,12
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Absorbans (518 nm)

Giin

Sekil 4.11 immobilize ve serbest A. niger ATCC 9642°nin ES Blue 4BL boyasini giderme kapasitesi.
a: Sadece besi ortami; b: Bos alginat kiire; c: Immobilize A. niger ATCC 9642 igeren alginat kiire; d:
Serbest A. niger ATCC 9642. Boya derisimi 25 mg/L.
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Sekil 4.12 immobilize ve serbest A. niger ATCC 9642 nin ES Blue 4BL boyasini giderme kapasitesi.
a: Sadece besi ortami; b: Bos alginat kiire; ¢: immobilize A. niger ATCC 9642 iceren alginat kiire; d:
Serbest A. niger ATCC 9642. Boya derisimi 50 mg/L.
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Sekil 4.13 immobilize ve serbest A. niger ATCC 9642 nin ES Blue 4BL boyasini giderme kapasitesi.
a: Sadece besi ortami; b: Bos alginat kiire; ¢: immobilize A. niger ATCC 9642 igeren alginat kiire; d:
Serbest A. niger ATCC 9642. Boya derisimi 75 mg/L.
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Cizelge 4.2 Besi ortami, bos ve A. niger ATCC 9642 immobilize alginat kiireler ve serbest A. niger
ATCC 9642°nin ES Blue 4BL boyasini giderme kapasiteleri.

ES Blue 4 BL boya derisimi

25 mg/L 50 mg/L 75 mg/L Boya giderme %
Ornek Abas  Ason  Abas  Ason  Abay  Ason  25mg/L 50 mg/L 75 mg/L
Boyali besi ortam1 0,139 0,174 0,250 0,274 0,398 0,386  -25,2 -9,6 0,8
Bos kiire 0,121 0,103 0,258 0,214 0,392 0,375 14,9 17,4 4,3
immobilize Kire 0,112 0,008 0,245 0,026 0,395 0,021 92,9 89,4 94,7
Serbest A. niger 0,133 0,013 0,258 0,035 0,395 0,041 90,2 86,4 89,6

ATCC 9642

Apag: Baslangic 518 nm Absorbansi

Agon: 7 giin sonunda 518 nm Absorbansi

Adi gegen tiim Orneklerin 7. giin sonunda santrifiij sonras1 fotograflar Sekil
4.14°de verilmistir. Ayrica 7 giinliik fermantasyon islemi sonunda boyasiz ve 3 farkl
derisimde boya iceren ortamlardaki bos ve A. niger ATCC 9642 immobilize alginat
kiirelerin fotograflar1 da Sekil 4.15°de goriilmektedir.
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Sekil 4.14 Boya giderimi denemesi yapilan 6rneklerin 7 giin sonundaki besi ortamlari. 1) Boyasiz besi ortami; 2) 25 mg/L ES Blue 4BL iceren
besi ortami; 3) 50 mg/L ES Blue 4BL igeren besi ortami; 4) 75 mg/L. ES Blue 4BL igeren besi ortami; 5) bos alginat kiireler igeren 25 mg/L. ES
Blue 4BI.’1i besi ortami; 6) immobilize A. niger ATCC 9642 iceren 25 mg/I. ES blue 4BI.’1i besi ortami; 7) Serbest A. niger ATCC 9642 iceren
25 mg/L ES blue 4BL’li besi ortam1; 8) bos alginat kiireler igeren 50 mg/L ES Blue 4BL’li besi ortami; 9) immobilize A. niger ATCC 9642
iceren 50 mg/L ES blue 4BL’li besi ortam1; 10) Serbest A. niger ATCC 9642 igeren 25 mg/L ES blue 4BL’li besi ortami; 11) bos alginat kiireler
iceren 75 mg/L ES Blue 4BL’li besi ortami; 12) immobilize A. niger ATCC 9642 igeren 75 mg/L ES blue 4BL’li besi ortami; 13) Serbest A.
niger ATCC 9642 igeren 25 mg/L ES blue 4BL’1i besi ortami.

€L
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Sekil 4.15 Boyali fermantasyon ortamindan alinan kiirelerin fotograflari. Sirasiyla 1) boyasiz besi
ortamindaki; 2) 25 mg/L ES Blue 4BL’li besi ortamindaki bos kiire; 3) 25 mg/L ES Blue 4BL’li besi
ortamindaki A. niger ATCC 9642 immobilize edilmis kiire; 4) 50 mg/LL ES Blue 4BL’li besi
ortamindaki bos kiire; 5) 50 mg/L. ES Blue 4BL’li besi ortamindaki A. niger ATCC 9642 immobilize
edilmis kiire; 6) 75 mg/L. ES Blue 4BL’li besi ortamindaki bos kiire; 7) 75 mg/L. ES Blue 4BL’li besi
ortamindaki A. niger ATCC 9642 immobilize edilmis kiire.

b) ES Red BWS boyasi sonu¢lari

Bolim 4.3. 1-a’da anlatildigi yontemle ES Red BWS giderme kapasitesi
olgiilmiis ve Sekil 4.16, 4.17 ve 4,18’de sirast ile 25 mg/L, 50 mg/L ve 75 mg/L ES
Red BWS iceren fermantasyon ortamlarinin absorbans degisimleri gosterilmistir.
Tiim 6rneklerin 7. sonunda santrifiij (10000 rpm, 5 dakika) sonras1 goriintiileri Sekil
4.19°da verilmistir. Ayrica 7 giinliitk fermantasyon islemi sonunda boyasiz ve 3 farkl
derisimde boya iceren ortamlardaki bos ve A. niger ATCC 9642 immobilize alginat
kiirelerin fotograflan Sekil 4.20°de goriilmektedir.
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Sekil 4.16 immobilize ve serbest A. niger ATCC 9642°nin ES Red BWS boyasini giderme kapasitesi.
a: Sadece besi ortami; b: Bos alginat kiire; c: Immobilize A. niger ATCC 9642 igeren alginat kiire; d:
Serbest A. niger ATCC 9642. Boya derisimi 25 mg/L.
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Sekil 4.17 immobilize ve serbest A. niger ATCC 9642°nin ES Red BWS boyasint giderme kapasitesi.
a: Sadece besi ortami; b: Bos alginat kiire; c: Immobilize A. niger ATCC 9642 iceren alginat kiire; d:
Serbest A. niger ATCC 9642. Boya derisimi 50 mg/L.

Sekil 4.16 — 4.18°de goriilecegi lizere serbest ve immobilize A. niger ATCC
9642°nin ES Red BWS boyasint giderme kapasiteleri de birbirine ¢ok yakindir.

Cizelge 4.3de calisilan 6rneklerin % boya giderme kapasiteleri verilmistir.



76

0,5
0,45 ¢ — e e . -
€ 0,35 +
c 0,3
8 ——2a
B 0,25 ~ = b
@ 0,2 g
_‘é’ 0,15 ~
o 0,1 -
3 0,05 -
< El
0 T T T T T T T 1
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Giin

Sekil 4.18 immobilize ve serbest A. niger ATCC 9642°nin ES Red BWS boyasini giderme kapasitesi.
a: Sadece besi ortami; b: Bos alginat kiire; ¢: Immobilize A. niger ATCC 9642 igeren alginat kiire; d:
Serbest A. niger ATCC 9642. Boya derisimi 75 mg/L.

Cizelge 4.3 Besi ortami, bos ve A. niger ATCC 9642 immobilize alginat kiireler ve serbest A. niger
ATCC 9642’nin ES Red BWS boyasini giderme kapasiteleri.

ES Red BWS boya derisimi

25 mg/L 50 mg/L 75 mg/L Boya giderme %
Ornek Abas  Ason  Apas Ason  Apay Aon  25mg/L 50 mg/L 75 mg/L
Boyali besi ortam1 0,186 0,208 0,354 0,369 0,445 0,453 -11,8 -4,2 -1,8
Bos kiire 0,180 0,132 0,347 0,149 0412 0,372 26,7 57,1 9,7
Immobilize Kiire 0,177 0,016 0,366 0,022 0,435 0,07 91,0 94,0 83,9
Serbest A. niger 0,186 0,015 0,323 0,018 0458 0,027 91,9 94,4 94,1

ATCC 9642

Apag: Baslangic 506 nm Absorbansi

Agon: 7 giin sonunda 506 nm Absorbansi
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Sekil 4.19 Boya giderimi denemesi yapilan 6rneklerin 7 giin sonundaki besi ortamlari. 1) Boyasiz besi ortami; 2) 25 mg/L. ES Red BWS igeren
besi ortami; 3) 50 mg/L. Red BWS iceren besi ortami; 4) 75 mg/L. Red BWS igeren besi ortami; 5) bos alginat kiireler iceren 25 mg/L. Red BWS’li
besi ortami; 6) Immobilize A. niger ATCC 9642 iceren 25 mg/l. Red BWS’li besi ortami; 7) Serbest A. niger ATCC 9642 iceren 25 mg/L Red
BWS’li besi ortami; 8) bos alginat kiireler igeren 50 mg/L Red BWS’li besi ortami; 9) Iimmobilize A. niger ATCC 9642 iceren 50 mg/L Red
BWS’li besi ortami; 10) Serbest A. niger ATCC 9642 iceren 25 mg/L Red BWS’li besi ortami; 11) bos alginat kiireler iceren 75 mg/L. Red BWS’li
besi ortami; 12) immobilize A. niger ATCC 9642 iceren 75 mg/L Red BWS'li besi ortami; 13) Serbest A. niger ATCC 9642 iceren 25 mg/L Red
BWS’li besi ortami.

LL
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Sekil 4.20 Boyali fermantasyon ortamindan alinan kiirelerin fotograflari. Sirasiyla 1) boyasiz besi
ortamindaki; 2) 25 mg/LL ES Red BWS’li besi ortamindaki bos kiire; 3) 25 mg/LL ES Red BWS’li besi
ortamindaki A. niger ATCC 9642 immobilize edilmis kiire; 4) 50 mg/L ES Red BWS’li besi
ortamindaki bos kiire; 5) 50 mg/L ES Red BWS’li besi ortamindaki A. niger ATCC 9642 immobilize
edilmis kiire; 6) 75 mg/L. ES Red BWS’li besi ortamindaki bos kiire; 7) 75 mg/LL ES Red BWS’li besi
ortamindaki A. niger ATCC 9642 immobilize edilmis kiire.

A. niger ATCC 9642°nin boya giderme kapasitesinin saptanmasi icin secilen
iki test boyasi ile ilgili sonuglardan goriilmektedir ki, ES Blue 4BL boyasi 7. giin
sonunda immobilize mikroorganizma ve serbest mikroorganizma tarafindan sirasiyla
% 94,7 ve % 89,6 degrede edilmektedir. Bu degerler ES Red BWS igin % 83,9 ve %
94,1’dir. Bu sonuglar immobilizasyon isleminin funguslarm boya giderme
kapasitesinde pratik olarak bir degisiklik yapmadigini gostermektedir.

¢) Tekstil atik suyunu aritma kapasitesi

Gergek cevre Ornekleri olarak tekstil fabrikasi atik suyundan alinan atik
sularin spektrumlarindan muhtemel kompleks organikler nedeniyle ~450 nm’den
daha kiigiik tiim dalga boylarinda artan absorbans gozlenmistir. Orneklerin
karmasikligi nedeniyle tek bir dalga boyunda 6l¢tim yapilmamis bunun yerine Bsltim
4.3.1°de anlatildig1 sekilde muamele edilen atik sularin 200-600 nm araliginda

spektrumlari takip edilmistir.
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Sekil 4.21. Mavi renkli tekstil atiginin 7 giin boyunca spektrumlarindaki degisim. Siyah ¢izgi
0. giin, mavi ¢izgi 1. giin, siyah-beyaz ¢izgi 2. giin, sar1 ¢izgi 3. giin, yesil ¢izgi 4. giin, pembe
¢izgi 5. glin, tiirkuaz ¢izgi 6. giin ve kirmizi ¢izgi 7. giin alinan spektrumdur.
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Sekil 4.22 Yesil renkli tekstil atiginin 7 giin boyunca spektrumlarindaki degisim. Mor ¢izgi 0.
gilin, mavi ¢izgi 1. glin, kirmiz1 ¢izgi 2. giin, yesil ¢izgi 3. giin, sar1 ¢izgi 4. giin, siyah ¢izgi 5.
giin, siyah-beyaz ¢izgi 6. giin ve yesil ¢izgi 7. giin alinan spektrumdur.
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Sekil 4. 20 ve 4. 21°de goriildiigii gibi tekstil atiklarmin 7 giin boyunca
absorpsiyonlarinda diisiis gézlenmistir. Bu diisiis ES Blue 4BL ve ES Red BWS’de
elde edilen kadar 6nemli diizeylerde olmamasina ragmen yesil renkli tekstil boyasi
atig1 i¢in yaklasik % 17’lik bir boya giderimi, mavi renkli tekstil boyasi i¢in ise
yaklasik % 30’luk bir boya giderimi hesaplanmistir.

Sumathi ve Manju (2001), Aspergillus foetidusun prosion boyalar1 olarak
adlandirilan azo reaktif boyalarina karsi % 90’lik bir boya giderimine sahip oldugunu
bulmuglardir. Ohmomo ve arkadaslar1 (1987), Aspergillus fumigatusun molas
atiklarinda bulunan melanoidini % 75 oraninda renksizlestirdigini rapor etmislerdir.
Dong ve arkadaslar1 (2000) ise, Aspergillus WS-2 tiiriiniin Reactive Red KD-8B ve
Direct Light Turquoise GL boyalarini sirastyla % 98 ve % 96 oranlarinda giderdigini
bulmuglardir. Immobilize ve serbest Aspergillus ficuum hiicrelerinin kullanildig: bir
calismada Reactive Brilliant Blue KN-R boyasini % 96 oraninda giderdigi
bulunmustur (Xinjiao and Wenhai, 2003). Baska bir calismada, A. niger, A. flavus, A.
ochrocous, A. terres ve A. parasiticus hiicrelerinin Direct Brown ve Polar Red
boyalarini aritmalari incelenmis ve A. nigerin Direct Brown boyasmi diger
Aspergillus tiirlerinden daha fazla ve % 95 oraninda giderdigi, Polar Red boyasini ise
A. ochrocous’un en fazla (% 96), A. niger’in ise % 94 oraninda giderdigi
bildirilmistir (Wafaa and Hassan, 2003). Molas atik suyunda boya giderimi i¢in A.
niger kullanilmis ve fungusun % 69 oraninda renk giderme yetenegine sahip oldugu
bulunmustur (Miranda et al., 1996). A, parasiticus’un kullanildig1 bir baska boya
giderme ¢alismasinda ise, bu tiirlin Reactive Blue 4 ve Acid yellow 25 boyalarini
sirastyla % 92,4 ve % 92,9 oranlarinda giderdigi tespit edilmistir (Deng et al., 2005).
Assadi ve Jahangiri (2001), tekstil atiklarinin boya gideriminde A. niger’i kullanmig

ve % 97’lere varan bir renk giderimi bulmuslardir.
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4.3.2 Zeytin karasuyunu aritmada immobilize A. niger ATCC
9642’nin kullanmilabilirligi

Zeytinyag: fiiretim tesislerinden alinan ger¢ek atik su Grneginin A. niger
ATCC 9642 icin besi ortami olarak kullanilabilirligini tespit etmek {izere kimyasal

ozellikleri belirlendi.
a) Zeytin karasuyunun spektroskopik ve kimyasal ozellikleri
Zeytin karasuyunu 50 ve 100 kez seyreltilerek alinan spektrumlarda 278

nm’de maksimum absorbans verdigi bulunmustur (Sekil 4.23).

1.500

1.000 i

wERTMO BT

0,000 !
200.0 400.0

Dalga hoyu (nm) 6000 200.0

Sekil 4.23 Zeytin karasuyunun UV-goriiniir bolge spektrumu.

Zeytin karasuyunda Bradford yOntemine gore protein tayini yapilmistir.
Bunun icin BSA standartlari ile hazirlanan standart cahsma grafigi Sekil 4.24°de

verilmistir.
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Sekil 4.24 Bradford yontemi ile protein tayini igin standart ¢aligma grafigi.

Bradford metodu ile 2 kat seyreltilmis olan zeytin karasuyu 6rneklerinden

elde edilen absorbans standart c¢alisma grafigi araligindadir ve 0,076 absorbans

degeri elde edilmistir. Diger seyreltmeler calisma araligi digindadir. Standart

grafiginden yola cikarak zeytin karasuyunda protein miktar1 0,222 mg/mL olarak

bulunmustur.

Zeytin karasuyunda toplam karbohidrat tayini i¢in kullanilan glukoz standart

calisma grafigi Sekil 4.25°de verilmistir.

Abs. (470 ni
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Sekil 4.25 Glukoz derisimi tayini i¢in standart ¢aligsma grafigi
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Zeytin karasuyunda toplam karbohidrat tayininde 100 kat seyreltilmis olan
ornekler ¢calisma araligina girdi ve hesaplar bu 6rnek iizerinden yapildi. Buna gore,
zeytin karasuyunda karbohidrat miktar1 4,40 mg/mL olarak bulunmustur.

Calismada kullanilan Zeytin karasuyunun pH’1 &l¢lilmiis ve 4,89 olarak

bulunmustur.
b) Zeytin karasuyunu aritmada immobilize A. niger ATCC
9642°nin kullanim

5, 10 ve 25 kat seyreltilen zeytin karasuyu orneklerinin kullanmldig:
denemelerde, besi ortami takviyesi yapilan ve yapilmayan tiim 6rneklerde 7 giin
boyunca 278 nm’deki aborbansda bir degisim gozlenmedigi gibi mikroorganizmanin
buyiitiilmesi de miimkiin olmadi. Sekil 4.26’da {izerinde biiyiime olmayan,

immobilize A. niger ATCC 9642 kiireleri goriilmektedir.

Sekil 4.26 Zeytin karasuyu iceren besi ortaminda 7 giin boyunca biiylimeye birakilan immobilize
A. niger ATCC 9642 hiicreleri igeren kiire.

4.4 SEM Sonuclari

Bos alginat kiire, A. niger ATCC 9642 immobilize edilmis kiire ve serbest A.
niger ATCC 9642’nin SEM fotograflari Sekil 4.27, Sekil 4.28 ve Sekil 4.29°da
goriilmektedir. Kiirelerin daha yakin ve ayrintili fotograflar Sekil 4.30, Sekil 4.31 ve
Sekil 4.32’de verilmistir.
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200pm Mag= 77X Signal A = SE1 Date :7 Apr 2006 '
WD= 19mm EHT = 20.00 kv ]_EO

Sekil 4.27 Bos alginat kiirenin SEM goriintiisi.

200pm Mag= 56X Signal A = SE1 Date :21 Apr 2006

WD = 14 mm EHT = 20.00 kv LEd)

Sekil 4.28 A. niger ATCC 9642 immobilize edilmis alginat kiirenin SEM goriintiisii.
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Mag= 17X Signal A = SE1 Date :21 Apr 2006

1mm
F—— wo- 13mm EHT = 20.00 kV LEd)
Sekil 4.29 Serbest A. niger ATCC 9642’nin SEM goriintiisii.

20um Mag= 300X Signal A = SE1 Date :7 Apr 2006

WD = 19mm EHT = 20.00 kv LEd)

Sekil 4.30 Bos alginat kiirenin yiizey morfolojisini gosteren SEM fotografi.
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20um Mag= 442X Signal A = SE1 Date :21 Apr 2006 '
WD = 14 mm EHT = 20.00 kv LEO

Sekil 4.31 A. niger ATCC 9642 immobilize edilmis alginat kiirenin yiizey morfolojisini gésteren SEM
fotografi.

. e Y N g i
20pm Mag= 501X

WD = 14 mm EHT = 20.00 kv LEd)

Sekil 4. 32 Serbest A. niger ATCC 9642’ nin morfolojisini gdsteren SEM fotografi.

-’
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SEM fotograflar1 incelendiginde, bos alginat kiirenin yiizeyinin olduk¢a
homojen ve diizgiin oldugu buna karsin A. niger ATCC immobilize edilmis kiirenin
ise fungus biiylimesinden kaynaklanan girintili ¢ikintili bir yapiya sahip oldugu ve
ylizey morfolojisinin bos alginat kiireye gore oldukga degistigi saptanmistir.
Immobilize ve serbest A. niger ATCC 9642 karsilastirildiginda ise bu iki 6rnegin

ylizey yapilar1 arasinda farkliliklar tespit edilmistir.
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SONUC ve ONERILER

Mikrobiyolojik {iretim yontemlerinin daha etkin uygulanabilmesi igin
immobilize hiicrelerin bir ara¢ olarak kullanilmasi giderek yayginlasmaktadir. Giris
boliimiinde 6rnekleri verilen pek ¢ok tiretim, immobilize hiicreler kullanilarak basari
ile  gerceklestiriimektedir.  Immobilize  hiicrelerin  fizyolojisinin  serbest
hiicrelerinkinden farklh olmasi nedeniyle elde edilen sonuglarin tekrarlanabilirliginin
kisith ve yoOntemin ampirik olmasi elestirilere neden olsa da; biiyiilk captaki
tiretimlerdeki ekonomik {iistiinliigii immobilize hiicre tekniklerini iizerinde calismaya
deger kilmaktadir.

Bu calismada A. niger ATCC 9642’nin alginat iizerine immobilizasyon
kosullar1 optimize edilmis ve en iyi iiretimin gergeklestigi besi ortami, glukoz
derisimi, pH, alginat %’si, spor ¢ozeltisi/alginat ¢dzeltisi orani tespit edilmistir. Bu
parametrelerin c¢alisilan her mikroorganizma ve her immobilizasyon matriksi igin
ayrica tespit edilmesi O©nemlidir; =zira bu degerler kullamlan ayn1 tiir
mikroorganizmanin farkli suslari i¢in bile degisebilecegi gibi, kullanilan matriks igin
de 6zel olabilmektedir.

A. niger ATCC 9642’nin pek ¢ok immobilizasyon isleminde farkh tiretimler
icin kullanildig1 bilinmektedir. Alginat da bir immobilizasyon matriksi olarak enzim
ve hiicre immobilizasyonunda ¢ok kullanmilmistir. Ancak, alginat {izerine A. niger
ATCC 9642°nin immobilizasyonu ile ilgili calismaya rastlanmamistir. Bu agidan bu
calisma orijinal sonuglar icermektedir.

A. niger’in sanayide kullanilan boyalar degrede etme 6zelligi daha once
yapilan c¢alismalarda rapor edilmistir. Boya {iretimindeki rekabet nedeniyle
formiilleri gizli veya patent altinda tutulan; bu nedenle de kodlarla isimlendirilen ¢cok
degisik boya vardir. Bu boyalarm atik sulara katilmasi gézle goriiliir cevre kirliligine
neden oldugu gibi, suyun seyahat ettigi ¢evrede uzun vadede kimyasal ve biyolojik
zararlar vermesi olasidir. Bu durumu engellemek igin yasal diizenlemelerle aritma
sistemlerinin kurulmasi zorunlu kilmsa da ozellikle suda ¢oziinen boyalarin
filtrasyon, durutma, siizme, adsorpsiyon gibi fiziksel ayirma yontemleri ile veya

kimyasal ¢oktiirme ile aritilmasi genellikle miimkiin olamamakta veya ¢ok fazla
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maliyet gerektirmektedir. Bu boyalarin temizlenmesi igin en etkin yontem biyolojik
aritma olarak goriilmektedir. Biyolojik aritma igin serbest mikroorganizmalarin
kullanilmasi ise daha sonra mikroorganizmalarin ortamdan uzaklastirilmasi igin ek
zorluk ve maliyet gerektirmektedir. Immobilize mikroorganizmalarin bu amagla
kullanilmasi giiniimtizde yukarida anlatilan dezavantajlarin giderilmesi i¢in en uygun
yol gibi goriilmektedir. Ayrica, mikrobiyal boya giderme siireglerinin boyayi
muhtemel teknik bilesenlere kadar degil, karbondioksit, amonyak ve suya kadar
indirgeme 6zelligi nedeniyle topyekiin temizleme sagladigindan tercih edilmelidir.

Bu calismada test boyasi olarak se¢ilen ES Blue 4BL ve ES Red BWS
boyalarinin ~ immobilize A. niger ATCC 9642 tarafindan  serbest
mikroorganizmaninkine ¢ok yakin bir etkinlikte uzaklastirilmasi bu yontemin atik su
aritmada kullanilabilirligini  gOstermektedir. Ancak, tekstil atiklarinin  boya
bilesenlerinin sayisi birden fazla olabileceginden tek tek boyalarin giderilmis olmasi
mikroorganizmanin tekstil atiklarinda ayni basariy1 gosterecegi anlamina gelmez.
Nitekim bir tekstil fabrikasindan alinan atik su Orneklerindeki aritmanin diisiik
diizeylerde kalmasi ger¢ek orneklerin karmasik matrikslerinin mikroorganizmanin
biiylimesini ve biyodegredasyon kapasitesini diisiirdiigiinii gostermektedir. Bu
nedenle endiistriyel iiretimin niteligine bagli olarak degisen atik su profilinin
parametrelerinin ¢ok iyi analizlenmesi ve bu parametrelerin y&nettigi ortamda en
viiksek kapasiteyle aktivite gosterecek mikroorganizma {ireme kosullarinin
belirlenmesi gerekmektedir. Uretimde ve tiiketimde kullanilan boyalarin % 10-
15’inin ¢evreye atildigi ve bu boyalarin ¢ogunun toksik, mutajenik ve karsinojenik
etkilerinin oldugu g6z oniine alindiginda bu alanda yapilacak arastirmalarin 6nemi
daha iyi anlasilabilir.

Immobilize mikroorganizmalarin bir baska kullanim alami da iirettikleri
enzimlerden yararlanmaktir. Endistriyel 6nemi olan enzimlerden laboratuarimizin
olanaklar igerisinde test edilebilenler arasinda sadece orta derecede lipaz aktivitesi
tespit edilmis, calisilan diger enzimler olan amilaz, proteaz ve katalaz aktiviteleri
negatif bulunmustur. Bu sonuglar nedeniyle alginat iizerine immobilize A. niger
ATCC 9642’nin hiicre digma salgiladig1i enzimlerin kullanilabilirligi daha fazla

arastirilmamistir.
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Zeytin karasuyu zeytinyagi iiretiminin koyu renkli atigidir. Bu su zeytin suyu,
makine sogutma suyu, meyve yikama suyu ve meyve atiklarmi igerir. Zeytin
karasuyunun bilesimi hasat tiiriine, meyve ¢esidine ve yag iiretimi igin kullanilan
teknolojiye bagl olarak degisiklik goOsterir. Biiyiik ¢apta zeytinyagi iiretiminin
vapildigi Akdeniz bélgesinde bu suyun bertaraf edilmesi onemli bir problemdir.
Zeytin karasuyunun toksik etkileri yiiksek organik igerigi (~ % 15), inat¢1 ve yiiksek
antimikrobiyal &zellik gosteren polifenol igerigi sonucu edindigi yiiksek COD ve
BOD degerlerinden kaynaklanir. Bu 6zellikleri zeytin karasuyunu muamele
gormeden atilmasi halinde bilylik bir cevre problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir.
Akdeniz iilkelerinin yillik zeytin karasuyu atigiin 3 x 107 m’ oldugu goz Oniine
alinirsa bu ¢evre probleminin biiyiikliigii daha iyi anlasilabilir.

Aydin yoresinde de zeytinyag iireten birimlerin sayisinin ¢oklugu sonucu
zeytin karasuyu onemli bir gevre problemi olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu
noktadan yola ¢ikarak bu ¢alismaya konu olan immobilize A. niger ATCC 9642’nin
zeytin karasuyunu aritma kapasitesi incelenmis ancak mikroorganizmanin
biiyiitiilmesi miimkiin olamamistir. Zeytin karasuyunun yiiksek fenolik madde igerigi
nedeniyle antimikrobiyal aktivitesi oldugu bilinmektedir. Mikroorganizma
biiyimemesinin nedeni muhtemel antimikrobiyal aktivite oldugu tahmin
edilmektedir. Bu nedenle bu c¢alismaya konu olan immobilize A. niger ATCC
9642’nin zeytin karasuyunun giderilmesinde kullanilmasi timit vermemektedir.
Ancak, farkli mikroorganizma kullanilarak zeytin karasuyunun aritilmasi ve/veya
zeytin karasuyundan ekonomik ve endiistriyel 6nemi olan bilesiklerin elde edilmesi
calismalar rapor edilmistir ve iizerinde cahisilmaya deger arastirma konularidir.

Mikroorganizmalar uygun besi ortaminda serbest halde ¢ogaldiklarinda belli
bir morfoloji gosterirler. Dogal veya yapay bir destege immobilize olan
mikroorganizma ise bu destege attifi kanca hareketi ile daha farkli bir biiylime
morfolojisi gosterebilir. A. niger ATCC 9642 i¢in boyle bir farkin olup olmadigini
izleyebilmek icin SEM fotograflar1 ¢ekilmistir. Sekil 4.31°den goriildiigii {izere
immobilize fungusun bilytime morfolojisi yapistig1 alginat polimeri {izerinde
kiimelenme seklindedir. Serbest fungus ise daha ¢ok iplikgik (fibriler) bir morfolojiyi

gostermektedir. Ancak bu morfoloji degisikligi fungusun bilytimesini ve boya
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giderme kapasitesini pratik olarak etkilemektedir. SEM fotograflar1 alginat kiire
tizerinde mikroorganizmanin diismeden biiytidiigiinti de kanitlamaktadir.

Sonug olarak bu g¢alismanmn sonuglar1 A. niger ATCC 9642’nin alginat
fizerine immobilizasyonunun uygun kosullarda miimkiin oldugunu ve immobilize
mikroorganizmanin test edilen boyalar icin serbest mikroorganizma kadar yiiksek
giderme 6zelligi gosterdigini ortaya koymustur. Tekstil veya diger endiistri kollarinin
boyali atik sularinin aritilmasi i¢in de iimit verdigi goriilmektedir. Gergek atik su

ornekleri tizerindeki daha ileri arastirma ¢evre 6rneklerinin aritilmasi igin Onerilir.



92

OZET

Bu ¢alismada alginat kiireleri iizerine A. niger ATCC 9642 fungusunun
immobilizasyon kosullar1 optimize edildi. Fungusun alginat matrikste en iyi
biiylimeyi gosterdigi glukoz derisiminin % 3 (w/v), alginat derisiminin % 3 (w/v),
olgunlasma siiresinin 0 dakika, pH 6,75, spor ¢ozeltisi/alginat ¢dzeltisi oraninin ise
1/6 (v/v) oldugu tespit edildi. Immobilize A. niger ATCC 9642’nin salgiladig1 hiicre
dis1 enzimler arastirildi. Incelenen dort enzimden (lipaz, amilaz, proteaz ve katalaz)
sadece orta derecede lipaz aktivitesi tespit edildi.

Immobilize A. niger ATCC 9642'nin ES Blue 4BL ve ES Red BWS
boyalarin1 giderme kapasiteleri arastirildi. ES Blue 4BL igin serbest ve immobilize
fungusun boya giderme kapasiteleri sirasiyla % 89,6 ve % 94,7 (75 mg/L boya igin)
olarak tespit edildi. ES Red BWS boyasi i¢in ise serbest fungus % 94,1 boya giderme
kapasitesi gOsterirken, immobilize fungus % 83,9 aktivite gosterdi (75 mg/L boya
i¢in). Immobilize fungusun yesil ve mavi renkli tekstil fabrikasi atik sular i¢in boya
giderme kapasiteleri ise sirasi ile % 17 ve % 30 olarak bulundu. Zeytin kara suyunu
aritma kapasitesinin ise olmadigi tespit edildi.

SEM fotograflar serbest ve immobilize fungusun iireme morfolojilerinin
farkli oldugunu gosterdi. Ancak bu farkin boya giderme kapasitesini etkilemedigi

sonucuna varildi.
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SUMMARY

In this work the optimal conditions for the immobilization of A. niger ATCC
9642 on alginate beads were determined. Optimum alginate concentration was found
to be % 3 (w/v). Optimum glucose concentration of growth medium was found % 3
(w/v). 0 minute and 6,75 were optimum curing time and pH, respectively. Optimum
spor/alginate concentration ratio was 1/6 (v/v).

Extracellular enzymes produced by immobilized A. niger ATCC 9642 were
investigated. Out of the four enzymes (lipase, amilase, protease and catalase) tested,
lipase was the only enzyme present with low activity.

Decolorization capacity of free and immobilized A. niger ATCC 9642 against
ES Blue 4BL and ES Red BWS dyes was investigated. Decolorization capacity of
free and immobilized A. niger ATCC 9642 against ES Blue 4BL were % 89,6 and %
94,7, respectively. Furthermore, decolorization capacity of free and immobilized A.
niger ATCC 9642 against ES Red BWS were % 94,1 and % 83,9 (for 75 mg/L dye
solution).

Immobilized fungus decolorized blue and green effluents obtained from a
textile factory by % 17 and % 30, respectively. No decolorization capacity against
olive oil mill waste was measured.

SEM images of free and immobilized fungus were compared and differences
between morphologies were detected. Nevertheless, it is concluded that

differentiation of morphologies do not effect the decolorization capacity.
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