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OZET

_ BEYAZ CURUKCUL FUNGUSLARLA LINYIiT KOMURUNDEN
KUKURT GIDERIMI iCIN OPTIMUM KOSULLARIN BELIRLENMESI

Pmmar AYTAR

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii,
Biyoloji Anabilim Dali

(Yiiksek lisans Tezi / Tez Damismanlari:
Prof. Dr. Bayram YILDIZ — Yrd. Do¢. Dr. Ahmet CABUK)

Balikesir, 2007

Gelecek yillarda diinyadaki bircok iilkede komiiriin kullaniminin artacagi
disiiniilmektedir. ~ Ancak komiirde bulunan kiikiirt, hava kirliliginin 6nemli
sebeplerinden biridir. Bu calismada, laboratuvar Ol¢eginde Trametes versicolor ve
Phanerochaete chrysosporium tiirleri ile linyitteki kiikiirt giderimi degerlendirilmis
ve optimizasyonu yapilmistir. Biyokiitle calismalarinin yam sira 7. versicolor’dan
elde edilen lakkaz enzimi ile de kiikiirt giderimi ¢aligilmistir.

Biyokiitle calismalarinda Trametes versicolor ve Phanerochaete chrysosporium
icin desiilfiirizasyon sonuglarina gére uygun reaksiyon pH’1 6, uygun sicaklik 35 °C,
komiir miktar1 % 5 w/v olarak optimize edilmistir. Trametes versicolor igin 6,
Phanerochaete chrysosporium i¢in de 4 gilinliik inkiibasyon siiresi sonunda kiikiirt
giderimi acisindan yliksek verim almmustir. Serbest lakkaz kullanilarak
gergeklestirilen desiilfiirizasyon deneyleri sonucunda uygun reaksiyon pH’1 3.3,
uygun enzim miktari 1 ml ve uygun sicaklik 25 °C olarak belirlenmistir. Biyokiitle
caligmalarinda  kiikiirt gideriminin % 40’a ulastig1  belirlenirken, enzim
caligmalarinda bu giderimin % 30-35 oldugu tespit edilmistir. Kimyasal analizler
sonucunda fungal uygulamadan sonra komiirdeki kalori degeri degismemis, kiil
miktarinin ise azaldig1 belirlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Beyaz ciirik¢iil mantarlar (funguslar), linyit
komiirti, biyodesiilfiirizasyon
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ABSTRACT

DETERMINATION OF OPTIiMUM CONDITiONS FOR
SULPHUR REMOVAL FROM LIGNITE COAL WIiTH WHITE ROT
FUNGI

Pmar AYTAR
Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(M. Sc. Thesis / Supervisor: Prof. Dr. Bayram YILDIZ
Cosupervisor: Asist. Prof. Dr. Ahmet CABUK)

Balikesir-Turkey, 2007

Use of coal is expected to increase in many countries of the world during next
decades. However sulphur in coal a major problem for air pollution. In this study,
desulphurization of lignite with Trametes versicolor and Phanerochaete
chrysosporium species was investigated and made optimization in laboratory scale.
In addition to these biomass studies, enzymatic studies with laccase produced from
Trametes versicolor also were studied sulphur removal.

At biomass studies, optimum desulphurization results for 7. versicolor and P.
chrysosporium are found pH 6, 35 °C, for pulp density 5% w/v. After incubation 6
days for T. versicolor and 4 days for P. chrysosporium in terms of removal sulphur
was exhibited high performance. By using free laccase performed desulphurization
experiments showed convenient pH of reaction, enzyme amount and temperature 3.3,
1 ml and 25 °C, respectively. While at biomass studies sulphur removal reached
40%, at enzyme studies this rate reached 30-35%. As a result of the chemical
analyses of coal, calorific value of coal was stable and ash content was reduced after
fungal treatment.

KEYWORDS: White rot fungi, lignite coal, biodesulphurization
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1. GIRIS

Komiir, geri doniisiimii olmayan fosil bir yakittir ve yiizyillardir baslica enerji
kaynag1 olarak kullanilmaktadir [1]. Fosil yakitlar sadece enerji hammaddesi
degildir. Boya, plastik, eczacilik, kozmetik, demir-celik, aliiminyum gibi bircok
endiistrinin ana girdilerinin iiretildigi hammaddelerdendir [2]. Fosil yakitlar arasinda
komiir % 75°lik pay ile ilk sirada yer almaktadir. Avrupa Birligi’nin 2020 y1l1 enerji
talep projeksiyonunda; enerji kaynaklari paylarindaki en biiylik artis da komiirde
goriilmektedir [3]. Bugiinkii tiikketim seviyeleri ile diinya petrol rezervlerinin 40 yil,
dogalgaz rezervlerinin 60 y1l ve linyit rezervlerinin ise 156 yilda tiikkenecegi tahmin
edilmektedir. Komiir, rezerv miktarinin fazla olmasinin yaninda yaygin ve giivenilir
olmasi ile de diinyanin en 6nemli enerji kaynaklarindan biri olmaya devam edecektir.
Fosil kaynaklardan petrol ve dogalgaz rezervlerinin iilkemizde az olmasi, gelecekte
komiiriin bugiinkiinden daha fazla 6n planda tutulacagini gostermektedir. Linyit
tiretimimiz 2 milyon tonla Diinya linyit liretiminin %8,4 linli olusturmaktadir. Bu
rakamlar diinya genelinde “bilinen birincil enerji kaynaklari i¢inde en uzun omiirlii
olam1 komirdir” seklindeki saptamanin Tiirkiye i¢in de gecerli oldugunu
gostermektedir [2]. Cikarilan linyitler genel olarak ya 1sinma amacl ya da termik
santrallerde ve ¢imento fabrikalar1 gibi kuruluslarda endiistriyel amagh
kullanilmaktadirlar [4]. 2006 y1l1 istatistik verilerine gore iilkemizde, linyitle ¢alisan
termik santrallerden elde edilen elektrik enerjisi, elde edilen toplam elektrik
enerjisinin % 18.37’sini olusturmaktadir [5]. Bu da linyitin iilkemiz i¢in ne kadar
onemli oldugunu géstermektedir. Ustelik temiz iiretim teknolojileri ile daha kaliteli
linyitler iretilirse yerli kaynagimiz olan bu yakitin kullanim oranimmin daha da
artacag diisiiniilmektedir. Bu kaynagimizin etkin kullaniminin saglanmasina yonelik

bugiine kadar ulusal bir enerji politikas1 ise olugturulamamaistir [2].

Anadolu geng bir kara kiitlesi oldugu i¢in ¢ikarilan komiir de komiirlesme
stirecini tamamlamamig olan linyittir. Bu linyitlerin 6zelligi 1s1 degerinin diistik, kiil,

nem ve kiikiirt oranlarinin yiiksek olmasidir.  Bunun i¢in kOmiirlerimizin



zenginlestirilmesi, degerlendirilemeyen kayip rezervlerimizin iglenmesi ve gevreye
daha az zarar vermesinin saglanmasi gerekmektedir. Ithal komiirlerle rekabet
kosullarinin ~ olusturulmasi  amaciyla temiz  komiir  teknoloji  tesisleri

yayginlastirilmalidir [2].

Global olarak komiirler % 1-3 wt kiikiirt igerirler [6]. Bu yakitlardan gelen
kiikiirt emisyonu (kimyasal reaksiyonlar ve yakma siiregleri esnasinda ortam
havasina karisan tiim gaz ve partikiiller) evrensel bir problemdir. Komiir yandig
zaman biinyesinde bulunan kiikiirt, oksijen ile birleserek SO, ve SO; formuna
dontigiir. Bu bilesikler de havanin nemi ile birleserek H,SO,’e doniisiip asit
yagmurlar seklinde yeryiiziine diiser. Asit yagmurlari, hem canlilar acisindan hem
de cevreye verdigi zarar agisindan 6nem tasir. Asit yagmurlar ilk etkisini bitkiler
tizerinde gostermektedir. Yaprak lekeleri, yaprak kurumalari, yaprak ve meyve
dokiilmeleri, bitkilerin biiylimesinin durmas1 ve bitkilerin 6liimii  dolayistyla
ormanlarin ve tarim tirlinlerinin zarar gérmesi asit yagmurlarinin sonuglarindandir.
Bunun yani sira SO, emisyonunun artmasi ile insanlarda solunum ve cilt

hastaliklarinin artmasi da paralellik gostermektedir [7].

Komiirde kiikiirdiin yiiksek olmasi endiistride 6zellikle isleme ve bakim
esnasindaki maliyeti artirmaktadir. Yiiksek kiikiirt, tiiketicilerin isleme ve bakim
maliyetini de artirmaktadir, ¢elik {iretiminde ve termik santrallerde korozyona ve SO,
emisyonuna neden olmaktadir [8]. Bu nedenle hem ¢evre ve insan saglig1 agisindan
hem de endistriyel acidan maliyeti disiirmek i¢in SO, gibi gazlarin
konsantrasyonlarinin azaltilmas1 gerekmektedir. Bazi iilkeler bu problemi fark
etmigler, SO, nin emisyonunu azaltmayr onemsemisler ve bu konuda yaptirimlar

uygulamaya baslamislardir [1].

Glinlimiizde, dogal kaynaklarin ¢evreyi kirletmeden en etkili bi¢imde
kullanilmas1 énem kazanmustir. Ulkelerin enerji politikasi; verimlilik, giivenilirlik,
stireklilik ilkelerini uygulayarak ve c¢evre iizerindeki olumsuz etkileri en aza
indirgeyerek enerji planlamasina dayali ekonomik ve sosyal kalkinmayr da
destekleyebilecek Olciide olmalidir. Enerji politikas1 kapsaminda, yerli kaynaklarin

bu ilkelere uyularak miimkiin oldugunca hizli bir sekilde devreye girmesi gerekir.



Bunlar iilkenin gelismislik diizeyini belirleyen gostergelerdir.  Bu baglamda
stirdiiriilebilir enerji politikas1 benimsenmelidir. Siirdiiriilebilir enerji kavrami, tiim
birincil enerji kaynaklarindan yapilan enerji {iretiminin yiiksek verimle ve temiz
teknolojilerle gergeklestirilmesini, fosil yakitlarin c¢evre dostu yeni teknolojilerle
degerlendirilmesini, bir ¢evrimde atik bicimde ortaya c¢ikan enerjinin, bir baska
cevrimde girdi olarak kullanilmasini kapsayan ve bunu ekonomik biiylime ile

biitiinlestiren bir kavramdir [9].

Diinyada uluslararasi anlagsmalarla denetim altina alinmaya calisilan cevre
sagligi konusunda, kimyasal siireclere alternatif olarak biyolojik islemlerin
uygulanmasi1 da giderek ivme kazanmaktadir. Temiz enerji liretimiyle temiz bir
cevre elde edilmek istenmesinin yani sira ayni zamanda var olan teknolojilere
yapilan harcamalar1 azaltmak, zaman ve verim agisindan kazang saglamak biyolojik
tekniklerin amaglar1 arasinda siralanabilir. Bu tekniklere verilebilecek orneklerden
biri biyolojik iyilestirmedir (biyoremediasyon). Biyo-iyilestirme, ¢evrede bulunan
kirleticileri yok etmek ya da toksinlerinden arindirmak i¢in organizma ya da
triinlerinin kullanilmasidir.  Atiklarin biyolojik yolla pargalanmasi yiizyillardir
bilinen bir olgudur. Ancak etkili, diisiik maliyetli ¢evresel iyilestirme ve biiyiik
Olcekli teknolojik uygulamalar agisindan bu islemlerin kullanilmasi konusunda son
zamanlarda ciddi girisimlerde bulunulmaktadir [10]. Endiistriyel mikrobiyolojinin
gelismesine kosut olarak biyoteknoloji gelisme gostermistir.  Boylece c¢esitli
alanlarda mikroorganizmalar ya da onlarin enzimleri kullanilarak ekonomik ve etkili
bir yaklasim sunulmaktadir. Bu durumun sagladigi olanaklar1 sosyo-ekonomik

hayatta her gecen giin hem nitel hem de nicel 6rnekleri ile gormekteyiz [11, 12].

Funguslar genis metabolik aktiviteleri ve liretimlerinin kolay olmasi sebebi ile
biyoiyilestirmede yaygin olarak kullamlmaktadir.  Ozellikle beyaz iiriikgiil
funguslar gerek biyolojik pargalanmada gerekse biyolojik giderimde Onemli rol
oynamaktadirlar. Bu funguslar, organik molekiillere etkili 6zgiil olmayan cesitli
enzimleri {iretebilmektedir. Bu yiizden beyaz ciiriik¢iil funguslar, diger
mikroorganizmalardan farkli bir sekilde parcalanmaya karsi direngli kirleticilerin

yikiminda etkin olarak kullanilabilmektedirler [12].



Bu tez calismasinda, Trametes versicolor ve Phanerochaete chrysosporium
biyokiitlelerinin linyit komiiriindeki kiikiirdiin giderilmesinde kullanilabilirligi
arastiritlmistir. S6z konusu biyokiitleler ile linyit komiiriinden kiikiirt uzaklastirilmasi
icin gereken uygun kosullar deneme gruplar1 ile kiyaslamali olarak optimize
edilmeye calisilmistir. Ayrica, 7. versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi ile de
kiikiirt giderimi ¢aligmalar1 yapilmistir. Kiikiirt giderimi konusunda alanda biyolojik
lyilestirme teknolojisinin (ex-sitii) gelistirilmesi ve ¢alismanin uygulamaya

aktarilmasi beklenen yararlar arasindadir.

Avrupa Birligi’ne girme asamasinda alinmasi gereken dnlemlerden biri olan
“Temiz Enerji-Temiz Cevre-Temiz Teknoloji biitiinliiglinii gerceklestirebilmek igin
cok sayida aragtirma yapilan Cevre Biyoteknolojisi; gelismis iilkelerde son yillarda
yatirim sektorii haline gelmistir. Bilimin ancak teknolojiye kazandirildigi dlglide
anlam kazanabilecegi ve bu sayede kendi teknolojimizi kendimiz iiretebildigimiz
zaman bagimsiz bir ekonomiye sahip olabilecegimiz, bdyle bir vizyonun da
tilkemizin bilim politikasinda rol oynamasi gerektigi kabul goren bir gercektir.
Beyaz ciiriik¢iil funguslarla kiikiirt giderimi lizerine yapilan bu arastirmanin 6zellikle
Cevre Biyoteknolojisi konusunda biyoteknoloji bilimine katkida bulunacag:

diistiniilmektedir.

1.1 Komiiriin Yapisi

Komiir giiniimiiz turbaliklarina benzer bataklik kokenli fosil bir yakattir.
Komiir, bataklik sartlarinin degismesi ve buralarda biriken organik maddelerin
degisime ugramasi ile olusan organik bir kayac¢ olarak tanimlanabilir. Komiir ii¢
boyutlu kompleks polimerik bir sistemdir [8]. Komiiriin, petrol ve dogalgaz gibi
diger fosil yakitlarla karsilastirildiginda porlu makromolekiiler bir ag yapisina sahip
oldugu goriilmektedir. Komiirdeki bu porlar, organik maddenin girisi i¢in ylizey
alanmin artmasini saglamaktadir. Komiirde bulunan aromatik ve naftenik halkalar
bir diger halkaya alifatik zincir veya heteroatomlarla baglanirlar. Bu kovalent

kopriilere ilaveten elektrostatik bag ile kdmiire entegre olan hidroksil gibi polar



gruplar da vardir. Oksijen de bu yapinin i¢inde farkli kimyasal formlarda yer alir

[13].

1.2 Komiirde Bulunan Kiikiirt Tipleri

Kikiirt, komiirde hem organik formda (6zellikle dibenzotiyofen ve
benzotiyofen gibi halkali yapilar) hem de inorganik formda (FeS, gibi) bulunur.
Komiirdeki inorganik kiikiirt baskin olarak siilfit ve siilfatlardan olusur. Siilfit
mineralleri pirit (FeS,), sfalerit (ZnS), galen (PbS), arsenopirit (FeAsS) gibi
bilesiklerdir.  Siilfat mineraller ise barit (BaSQO,), jips (CaS04.2H,0), anhidrit
kalsiyum siilfat (CaSO,) ve bir¢cok demir siilfat bilesikleridir [14]. Pirit genel olarak
komiirdeki baskin inorganik kiikiirt bilesigidir. Pirit pargalar1 tiim komiirde kristal
formda rasgele dagilmistir, fakat komiire bagli degildir. Organik kiikiirt kovalent
olarak komiiriin kompleks yapisina baglanmistir.  Pirit ve inorganik kiikiirt
bilesiklerinin aksine organik kiikiirdiin fiziksel ve kimyasal islemlerle
uzaklastirllmasi zordur [15]. Komiirdeki organik kiikiirt, hem alifatik hem de
aromatik veya heterosiklik bilesikler seklindedir ve genel olarak 4 grupta
siiflandirilabilir:

1) Alifatik veya aromatik tiyoller (merkaptanlar, tiyofenoller)

2) Alifatik, aromatik veya karisik siilfidler (tiyoeterler)

3) Alifatik, aromatik veya karisik disiilfidler (ditioeterler)

4) Heterosiklik bilesikler veya tiyofen tip (dibenzotiyofenler) [16].

1.3 Kiikiirt Giderim Teknolojileri

Hava kirliginin 6nemli sebeplerinden olan kiikiirt kaynaklarindan biri, yakit
olarak kullanilan kdmiirlerdir. Atmosfere karigan SO, miktarinin azaltilmasi igin en
1yl yontemin komiiri yakmadan 6nce kiikiirdiin giderilmesi olduguna inanilmaktadir.
Yiiksek kiikiirtlii komiirlerde, kiikiirt giderimi daha yararl olmaktadir [17]. Kiikdirt

giderim teknikleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olabilir.



1.3.1 Kiikiirt Gideriminde Fiziksel Yontemler

Kiikiirdii uzaklastirmak amaciyla uygulanan fiziksel islemlerde komiir
parcalanir, ¢giitiiliir ve yikanir. Komiiriin yikanmasinin kiikiirt emisyon degerlerinin
azaltilmasinda olumlu bir etkiye sahip oldugu bilinmektedir. Geleneksellesmis olan
fiziksel yontemde inorganik kiikiirt giderilmekte ve kiikiirt emisyon degerinin % 20-
30’a kadar azaltildig1 bilinmektedir. Ancak fiziksel yontemin komiirdeki organik

kiikiirt tizerinde etkisi yoktur [18].

1.3.2 Kiikiirt Gideriminde Kimyasal Yontemler

Yukarida da belirtildigi gibi fiziksel yontemler, komiirdeki inorganik kiikiirdii
bile uzaklastirmada yetersiz kalmaktadir.  Bu nedenle kimyasal yoOntemler
gelistirilmeye baslanmistir. Bu yontemler, farkli ortamlarda karbonizasyon, hava
oksidasyonu, nem oksidasyonu, Meyers prosesi, klorlama ve sodyum hidroksit, bakir
klorit ve etanol solusyonlar ile ekstraksiyondur [19]. Bunun yam sira piritik ve
arseno piritik gibi inatgr siilfidik minerallerin, bazlarla 6n uygulamasinin, licing
(stizmek suretiyle ¢oziinebilen bilesikleri ortamdan uzaklastirma siireci) i¢in oldukga
etkili oldugu bulunmustur [6]. Pysh’yev ve arkadaslarinin yaptig1 bir arastirmada,
kiikiirt acisindan zengin komiirlerin oksidatif desiilfiirizasyonu, akiskan yatak

reaktorde hava/ buhar karisimi ile 623-723 °K sicaklik araliginda ¢alisilmustir [20].

Diger bir kimyasal yontem de gama isinlan ile uyarilan klorlamadir. Bu
yontemle Tripathi ve arkadaslar: tarafindan kiikiirdiin hem organik hem de inorganik
formunun uzaklastirilabildigi gosterilmistir.  Klorlama i¢in CCly, CCly/H,O ve
CCl4/CH30H kullanmiglar ve komiirde bulunan toplam kiikiirdi % 37’ye kadar
uzaklagtirabilmislerdir [21].

Fizikokimyasal bir yontem olan su ile kiikiirt giderimi (hidrodesiilfiirizasyon)
kiikiirdii uzaklastirmada kullanilan alternatif yontemlerden biri olarak bilinmektedir.
Hidrodesiilflirizasyon, kiikiirdiin hidrojen siilfide c¢evrildigi yiiksek basingta (10-17
atm) ve yiiksek sicaklikta (200-415 °C) gerceklesen bir islemdir. Kimyasal islemler



veya hidrodesiilfiirizasyon islemi kullanildigi zaman yiiksek reaksiyon oranlari
gerceklesmektedir (% 90 inorganik ve % 10 organik kiikiirt uzaklastirma). Ancak bu
islemlerle maliyet yiikselir, tehlikeli {irtinlerin olugsma riski vardir ve komiiriin
yapisal biitiinliigli etkilenir. Ayrica komiiriin yanabilir kism1 azalmaktadir. Bu tip
yontemler, organik kiikiirt bilesiklerinde, 6zellikle heterosiklik poliaromatik kiikiirt
bilesiklerinde ¢alismazlar [1].

1.3.3 Kiikiirt Gideriminde Biyolojik Yontemler

Fiziksel ve kimyasal yontemlerden dogan handikaplar, arastirmacilar1 daha
avantajli olan biyolojik yontemlere yonlendirmistir. Biyolojik yontemler zararsiz
reaksiyon iirlinlerin olusumunu saglar, ilimli sartlar altinda gergeklesir ve komiiriin
degerini etkilemez. Biyodesiilfiirizasyon, bir diger ifade ile mikrobiyal kiikiirt
giderimi; komiirdeki kikiirdiin stilfat gibi suda kolay ¢oziinen bir bilesige
dontstiiriilmesidir.  Bu da bir oksidasyon olayidir. Biyodesiilfiirizasyon aerobik
mikroorganizmalar tarafindan katalizlenen biyokimyasal bir reaksiyondur. Biyolojik
yontemler, hem organik kiikiirdiin bir kismmi hem de karbonlu matrikste yayilan
piritik kiikiirdii elimine eder. Bu yontem diisiik enerji tiiketimi ile basit uygulamali

kullanim stireglerini igerir [22, 23].

1.3.3.1 Inorganik Kiikiirdii Biyolojik Yolla Uzaklastirma Mekanizmasi

Komiirden inorganik kiikiirdiin mikrobiyal yolla uzaklastirilabilecegi son 30
yilda calisilmis ve bir¢cok laboratuvarda kanitlanmistir [16]. Uygun inorganik tuz
solusyonlarinda iyice ogiitiilmiis piritin sulu siispansiyonlarinda termofilik veya
mezofilik mikroorganizmalarin varligi, minerallerin ayrilma kinetiklerini arttirir.
Mikroorganizmalar ile piritin biyolojik olarak katalizlenmis oksidasyonu igin 2
mekanizma Onerilmistir: dogrudan mekanizma ve dolayli mekanizma. 1967°de
Silverman tarafindan yapilan bir c¢aligmada, dogrudan bakteriyel mekanizmada
bakteri ve kiikiirtlii mineral arasinda fiziksel bir temas oldugu ve metal siilfata

oksitlemenin ¢esitli asamalarla tamamen biyolojik tepkimelerle meydana geldigi



belirtilmistir [24]. Dogrudan mekanizmada, kiikiirtlii mineral olan pirit, herhangi bir
ara Urlin olusmaksizin biyolojik olarak oksitlenmektedir. Burada mikroorganizma ile
pirit partikiilleri arasinda fiziksel bir temas meydana gelir [18]. Bu mekanizma,
bakteri hiicrelerinin siilfid kristal yiizeye saldirmasi ve bakteriyel dis zar ile siilfid
yiizeyi arasinda yerlesmis ince filmde korozyonun meydana gelmesi ile olusan

heterojen bir islem olarak diisiiniilmektedir (Sekil 1.1).

Bakteri

. “Mineral

Sekil 1.1 Dogrudan bakteriyel mekanizmada mineral yiizeyine tutunmus bakterilerin
sematik gorliinlimii [25].

Baz1 kOmiir porlarina girebilmesi agisindan mikroorganizmalarin biiyiik
olmast sebebiyle belli komiirlerde pirit oksidasyonunun dogrudan mekanizmasi
sinirlanabilir.  Bu; komiirdeki pirit oksidasyonunda dolayli mekanizmanin daha
avantajli oldugunu gostermektedir (Sekil 1.2).  Dolayli mekanizma, sadece
mikroorganizmalar tarafindan tiretilen licing reaktiflerinin rol oynadigi islemleri
kapsamaktadir (Sekil 1.2). Dolayl islemde, her zaman kiikiirtlii mineraller ile
birlikte bulunan piritin bakteriyel oksidasyonu ile elde edilen Fe™ iyonlar1 oksitleyici
olarak goérev almaktadir [25]. Bu mekanizmada, mikroorganizmalar, ferro demiri
(Fe') ferrik demire (Fe™) okside eder; bu Fe ™ iyonu da daha sonra piritin kimyasal

oksidasyonu i¢in kullanilir [1].

Jarosit gibi demir g¢okeltilerinin olusumu pirit oksidasyonunda 6nemli bir
problemdir.  Termofilik bakterilerin kullanildig1 yiiksek sicakliklarda kimyasal

reaksiyonlar daha hizlidir. Pirit oksidasyonu da, mezofilik bakterilerin gelistigi



sicakliklarda meydana gelmektedir. Fakat yiiksek sicakliklar, yitkama basamagindan
sonra bile kdmiire yapisan tortu olarak, desiilfiirizasyonu 6nleyen, etkisiz hale getiren
jarosit olusumunu arttirir. Ayni zamanda ¢oziilebilir ferrik iyonun konsantrasyonu
da azalir. Bu sartlar, dolayli mekanizmada rol oynayan kimyasal reaksiyonlar

tizerinde biiyilik bir dneme sahiptir [1].

Fetd d =
71 Bakter
% o

Fe*?

Sekil 1.2 Dolayl bakteriyel mekanizmanin sematik goriiniimii [25].

1.3.3.2 Organik Kiikiirdii Biyolojik Yolla Uzaklastirma Mekanizmasi

Mikrobiyal kiiltiirleri kullanarak inorganik kiikiirt % 80-90 oraninda kolayca
uzaklagtirilabilir. Fakat organik kiikiirdiin  uzaklastirllmas1 daha zordur.
Dibenzotiyofen (DBT), fosil yakitlarda tipik inat¢1 bir organik kiikiirt bilesigidir. Bu
nedenle DBT nin desiilfiirizasyonu, kiikiirt bilesiklerinin 1slahinda model reaksiyon
olmustur. DBT’yi1 yararl: bir bilesik haline getirebilen mikroorganizmalar mevcuttur.
Brevibacterium ve Pseudomonas tiirleri, karbon, kiikiirt ve enerji kaynagi olarak

DBT’yi kullanarak yararl bir form haline getirirler [26].

Organik kiikiirdiin biyodesiilfiirizasyonu hakkindaki ilk c¢alismalar; izole
edilen bakterilerin 06zgiil olarak kiikiirdii uzaklastiramadigi ve kOmiiriin yakit
degerini azalttif1 i¢in basarisizlik olarak degerlendirilmektedir. DBT, yakitlarin
¢ogunda bulunan tiyofenik kiikiirdiin 6nemli bir kismini olusturmaktadir. Bu yiizden
organik kiikiirt giderimi konusundaki ilk calismalar DBT’den gelen kiikiirdiin
biyolojik olarak elimine edilmesine odaklanmistir. Rhodococcus erythropolis ATCC

53968 izolasyonu ve karakterizasyonu, @DBT  biyodesiilfiirizasyonunun



degerlendirilmesinde onemli gelismelere Onciiliik etmistir. Bunun i¢in 4S yolu
olarak da adlandirilan kiikiirt spesifik metabolik yolu tasarlanmistir [27]. Bu yol,
DBT’nin DBT-sulfoksid, DBT-sulfon, DBT-sulfinat, hidroksibifenil (HBP) ve
siilfide sirali metabolizmasini temsil eder. 4S yoluna gore, bakteriler C-C baglarim
ayirmadan kiikiirt atomunu segici olarak okside eder bdylece yakitin kalori degeri
korunur [1]. Bu bakterilerden baska dibenzotiyofen sulfon iizerinde biiyiitiilen bir

Arthrobacter tiiriiniin de kiikiirt giderimi yapabildigi ortaya ¢cikmistir [28].

1.3.3.3 Komiirden Biyolojik Kiikiirt Gideriminde Kullamilan

Mikroorganizmalar

Komiirdeki kiikiirdiin biyolojik gideriminde farkli mikroorganizmalar rol
oynamaktadirlar.  Bu amagla ilk kullanilan mikroorganizmalar; Thiobacillus
ferrooxidans, Thiobacillus thiooxidans [24], Sulfolobus acidocaldarius [29] ve
Acidianus brierleyi’nin [30, 31] kiltiirleridir.  Thiobacillus ferrooxidans; komiir
biyodesiilfiirizasyonunda en yaygin kullanilan mikroorganizmadir. Bu tiir, piritin
indirgenmis demir ve kiikiirt bilesenlerinin oksidasyonundan metabolik enerjisini

karsilayan aerobik kemototrofik bir bakteridir [32].

Aller ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada kdmiir yikanmasinin drenajindan
gelen karisik bakteri kiiltiirlerinin, komiirdeki piritik formu pargalamada oldukca
etkili oldugu bulunmustur. Bilinen bu gergek 1s18inda, simbiyotik ve kommensal
iliskide bulunan tiirler arasindan mikrobiyal ekosistemler araciligiyla olusturulan
biyoli¢cing dogal sistemini kurmak miimkiindiir.  Leptospirillum ferrooxidans,
Thiobacillus organoparus, T. thiooxidans ve T. acidophilus un kikiirt giderimi
konusunda yaptiklar birliktelik bir simbiyozis 6rnegidir. Bunlardan her biri bireysel
olarak bir sey yapamazken L. ferrooxidans diger 3 tiirden herhangi biri ile bir
birliktelik olusturdugu zaman piriti pargalayabilir. Komiiriin kendisinden izole
edilen ve zenginlestirilen karisik kiiltiirler kullanilarak yapilan bu ¢aligmada yiiksek

oranda piritik kiikiirt giderimi olmustur [33].
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Mezoasidofilik bakteriler, komiirden inorganik kiikiirdii uzaklastirmada
onemli mikroorganizmalar olmasina ragmen organik kiikiirdii elimine etmede fazla
etkili degildir. Pseudomonas ve Sulfolobus gibi bakteri tiirleri, organik kiikiirdii yok
etmede kullanim potansiyellerinin ortaya konmasi agisindan biiyiik ilgi gérmiistiir.
Bundan bagka hem organik hem de inorganik kiikiirdii uzaklastirma yetenegi
Rhodococcus tiirlerinde bulunmustur. Bu olayda rol oynayan Rhodococcus tiirleri, R.
erythropolis ATCC 53968 [34], R. erythropolis D—1 [35], R. erythropolis H-2 [36]
ve Rhodococcus sp ECRD-1’dir [37]. Bunlarin arasinda da en ¢ok calisilani, R.
erythropolis ATCC 53968°dir. Mohebali ve arkadaslarinin izole ettigi Gordonia
alkanivorans bakterisi ile de hem bir organik kiikiirt bilesigi olan DBT hem de DBT
iceren hekzadekanlar destilfiirize edilmistir [38]. Komiirden kiikiirdiin biyolojik
yolla uzaklastirilmasinda, Thiobacillus tiirlerinden daha etkili biyokatalistlerin
tanimlanmas1 ilgi c¢ekmistir. Peeples ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada
termoasidofil bir tlir olan Metallosphaera sedula kullanilmistir. Bu bakteri metal
siilfidleri ¢6zebilir dolayisiyla kullanim acisindan gegerli biyokatalitik bir alternatiftir

[39].

Piritik ve arsenopiritik inat¢1 siilfidik minerallerin bazlarla 6n uygulamasi,
licing i¢in oldukca etkilidir. Tripathy ve arkadaslarinin yaptigi calismada, komiir
once kimyasal olarak 6n isleme, daha sonra da bakteriyel isleme tabi tutulmustur.
Komiir amonyum hidroksit ve sodyum karbonat ile muamele edilerek yiizey aktifligi
saglanip sonra da mikrobiyal desiilflirizasyonla yapilan ¢aligmada kimyasal 6n

uygulamaya tabi tutulmayan komiire gore % 11 daha fazla verim alinmistir [6].

Farkli komiirlerin kiikiirt giderim oranlar da farklidir. Kiikiirt giderimine en
yatkin komiir tipi linyittir. Bu, linyitin gen¢ bir komiir olmasindan kaynaklanir.
Ayn1 zamanda linyitteki piritin morfolojisi diger kdmiirlere gore farklidir bu da ona
mikrobiyolojik muamelede avantaj saglar. Linyit, komiire gevsek sekilde bagl pirit
kristallerini i¢inde barindiran bir komiirdiir ve bu mikrobiyal atagi daha kolay hale
getirir.  Pirit-komiir baglantis1 gii¢lii ise destilfiirizasyonun her tipi zayif sonuglar
verecektir. Acharya ve arkadaslarinin yaptigi arastirma sonucu farkli komiirlerle
Thiobacillus ferrooxidans’n izole kiiltiirleri kullanilarak yaptiklar1 deneyde piritteki

giderim agisindan bakildiginda en fazla verim linyit kdmiirtinde alinmistir [40].
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Komiirden organik kiikiirt uzaklagtirilmasi iizerine yapilan ¢alismalarin
cogunlukla bakterilerle yapildigi bununla birlikte funguslarla daha az sayida
calismanin yapildig1 bilinmektedir. Funguslar; sitokrom P—450 olay1 ve hiicre disi
enzimler araciligiyla antropojenik kimyasallar ve hidrokarbonlari metabolize
edebilme oOzelligine sahiptirler [41]. Funguslar tarafindan {iretilen hiicre disi
enzimler, genis substrat Ozgiilligiine sahiptirler. Bu nedenle yiiksek molekiil
agirligina sahip substratlara atak yaparak yararli bir biyokatalist olma potansiyeli
sergilerler. Mikroorganizmalar, tiim molekiiliin yikilmas1 veya C-S baglarinin segici
olarak yikilmas1 gibi Ozellikle organik kiikiirtlii bilesiklerden kiikiirt atomunu
uzaklagtirmada ya da kullanmada cesitli mekanizmalara sahiptirler. Acharya ve
arkadaslarinin  yaptig1 karsilagtirmali deneyler sonucunda, Acidithiobacillus gibi
kiikiirt okside eden asidofilik bakterilerle calisirken kiikiirt giderimini 6nleyen ve
giderim isleminde istenmeyen ferik demir ve siilfatlar olan jarosit gibi ¢okeltiler
olusmustur fakat Aspergillus gibi fungal bir cinsle ¢alisildiginda bdyle problemlerle
karsilagilmadigr bildirilmistir [42].

1.4 Komiiriin Sivilastirilmasi (Solubilizasyonu)

Kiikiirt gideriminden baska, kOmiir {izerine uygulanan mikrobiyolojik
islemlerden biri de sivilagtirmadir. Komiirlerin mikrobiyal solubilizasyonu, sivi
yakitlarin liretimi ve bu yakitin yararl hale getirilmesi i¢in alternatif bir yontemdir
[43]. Mikrobiyal uygulama kdmiir makromolekiiler aginin daha basit, daha diistik
molekiiler agirlikli iiriinlere parcalanmasi ile ilerleyen bir olgudur. Bu uygulamanin
cevresel agidan giivenli, ekonomik acgidan da cazip oldugu diisiiniilmektedir.
Komiiriin ¢ok kompleks ve heterojen organik bilesimi mikroorganizmalar tarafindan
parcalanmaya direnglidir. ~ Fakat bazi mikroorganizmalar tarafindan komiir
parcalanmis ve sivilastinnlmistir [44]. Dislik kaliteli komiirlerin solubilizasyonu
1981°de Fakoussa, daha sonra da Cohen ve Gabrielle tarafindan kanitlanmistir.
Komiiriin funguslar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilabilecegi
tespit edilmistir [45]. Holker ve arkadaslari komiir solubilizasyonu ile iliskili
karmasik fungal fizyolojiyi analiz etmek i¢in Fusarium oxysporum ve Trichoderma

atroviride tirleri ile ¢alismislardir. Bunun igin tiirler farkli biiylime ortamlarinda
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biiyiitiilmiis ve komiiriin sivilagtirilmasi {lizerine etkileri incelenmistir [46]. Ayrica
Hofrichter ve arkadaslar1 filamentli funguslari, azot acisindan smirlandirilmis
ortamda biiyiiterek solubilizasyon etkinliklerine bakmislar ve bu stiregte hem lignini
parcalayan hem de seliilozu parcalayan hiicre dis1 oksidaz ve peroksidazlarin rol
oynadigi kanisina varmiglardir [47]. Willmann ve arkadaslar1 da linyit pargalarini
ortama ekleyerek funguslarin ylizey kiiltiirlerinde gutasyon gozlemlemis, bu olaymn
hiicre dis1 enzimler agisindan rolii arastirmislardir. Sonugcta bu hiicre dis1 enzimlerin
yan1 sira fungusta kometabolik olaylarin da es zamanli c¢alisarak komiir
makromolekiillerini metabolize ettigi sonucuna varmislardir [43]. Beyaz ciiriikgiil
funguslar ve onlarin salgiladig1 oksidazlar, diisiik kaliteli kdmiirden gelen biiyiik
molekiilleri solubilize, polimerize, depolimerize ve dekolorize edebilir. Beyaz
curiikciil funguslarla gen¢ komiirlerden olan linyitin sivilastirilmasi, diger siireclere

gore daha 1limli sartlarda gergeklestigi icin ilgi ¢eken bir konu olmustur [48].

1.5 Komiirde Bulunan Kiikiirt Bilesiklerini Tamimlamada ve Ol¢mede

Kullanilan Yontemler

Kiikiirt giderimine gereksinim duyuldugu zaman komiirdeki kiikiirt
bilesiklerini tanimlama ve miktarini belirleme teknikleri de gerekli goriilmiistiir.
Alisilagelmis kullanilan yontemler, American Society of Testing Materials
(ASTM)’nin standart yontemleridir. Bu yOntemler; komiir, toprak ya da tash
maddenin kiikiirt igeriklerini oksijen akisi altinda yakarak dlcerler. Bdylece herhangi
bir kiikiirt bilesigi (organik, siilfit veya siilfat) SO,’ye doniistiiriilmiis olur. ASTM D
3177, komiirdeki toplam kiikiirdii 6l¢mek i¢in standart ESCHKA yontemini tanimlar
[49]. Eschka yontemi (ASTM D 3177 Yontem A) baryum klorid presipitasyonu
kullanarak yapilan gravimetrik bir yontemdir. Ornek, ortamdaki tiim kiikiirdii siilfata
doniistiirmek i¢in Eschka karisimi ile 1sitilir.  Siilfat daha sonra sicak su ile ¢oziiliir
ve baryum klorid ile ¢oktiiriiliir. Toplam kiikiirt i¢erigi baryum siilfatin agirligindan
hesaplanir. Komiirdeki toplam kiikiirdii belirlemek i¢in yapilan ESCHKA ydntemi
analizleri, LECO S firin1 ile yapilan analizlerle uygunluk gosterir. Fakat komiir
numunesinin karigik mineralojisi teknigi giliglestirir ve hata olusumuna aciktir.

ASTM 4239, toplam kiikiirdii belirlemek i¢in komiirii yiiksek sicaklikta yakma
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yontemlerini kullanir. Yakma siiresince aciga ¢ikan SO, tutulur ve birkag yolla
Olciiliir. ASTM 4239°daki Yontem A; agiga ¢ikan SO, ’nin miktarini belirlemek i¢in
asit-baz titrasyonunu kullanir. Yontem B ise; yanma {iriinlerini toplamak i¢in iyot
igeren bir solusyon kullanir ve agiga ¢ikan SO, miktarini belirlemek i¢in solusyon
titre edilir. ASTM 4239°daki C yontemi ise acgiga ¢ikan SO,’yi belirlemek i¢in

mikrobilgisayar yetisiyle infrared absorbsiyon detektoriint kullanir [50].

Asit-baz titrasyonu ile kiikiirt belirleme yonteminde Ornek, oksijen akisi
altinda 1350 °C’de yakilir. Yanma siiresince ornekte bulunan kiikiirdiin tamami
kiikiirt dioksit ve kiikiirt trioksite doniistiiriiliir, 6rnekte bulunan klor da Cl, olarak
aciga cikar. Bu {iriinler daha sonra, H,O, ile reaksiyona sokulur, H,SO, ve HCI
olusur. Ortaya ¢ikan her iki asidin miktar1 da orijinal komiir 6rneginde bulunan
kiikiirt ve klor miktarina baghidir. Mevcut her asidin miktar1 belirlendiginde

komiiriin igerdigi kiikiirt ylizdesi de hesaplanabilir [49].

Infrared absorbsiyon yontemi ile kiikiirt tayini ydnteminde ise, aym sekilde
oksijen akisi altinda ornek 1350 °C’de yakilir. Nem ve partiikiiller, magnezyum
perklorat ile doldurulmus tuzaklar araciligiyla uzaklagtirilir. SO, nin bulundugu bir
hiicreden gegirilen gaz akis1 infrared (IR) absorbsiyon belirleyicisi ile 6l¢iiliir. SO,
olarak toplam kiikiirt belirlenmis olur. Bu yontem deneysel bir yontemdir o nedenle
cihaz, sertifikali referans maddeleri ile kalibre edilmelidir. Bu yontemin standart
sapmas1 komdiir tipine ve kiikiirt miktarina bagli olarak degisebilir. Bu sapma linyit

icin % 0.08, bitumine komiir i¢inse % 0.05 olarak hesaplanistir [49].

Toplam kiikiirt, ESCHKA ya da ASTM 4239 yontemlerinden birisi ile
belirlendikten sonra siilfatik kiikiirdii belirlemek i¢in komiir 6rnegi kimyasal olarak
analiz edilir; piritik kiikiirt de piritik demirden hesaplanir [42]. Organik kiikiirt ise
toplam kiikiirt iceriginden siilfat ve piritik kiikiirt i¢eriginin ¢ikarilmasi ile bulunur.
Bu tekniklerle zaman harcanmis olur. Analizin her basamaginda hata ile karsi
karsiya kalmak s6z konusudur. Bu yiizden, farkli kiikiirt giderim islemlerinin

etkinligini dogru bir bicimde gostermek zordur [1].
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Son zamanlarda, komiirdeki siilfat, piritk ve organik  kiikiirt
konsantrasyonlarint direkt belirlemek i¢in seri 1s1 ile yumusatma ydntemi rapor
edilmistir [51]. Bu yontem mikrodalga firinda asit kullanarak 3 basamakli
ekstraksiyon seklinde gelistirilmistir. Laban ve arkadaslar1 ¢alismanin ilk
basamaginda, komiirdeki siilfat fazin1 ¢6zmek i¢in SM HCI kullanmislar, daha sonra
piriti 2M HNOs; kullanarak ekstrakte etmislerdir. Son basamakta, organik kiikiirdii
belirlemek i¢in konsantre HNO;, HCI, HF ve 2. basamak sonundaki kalintilarin
(rezidii) yapilarin1 bozmak ig¢in de borik asit kullanmislardir. Bu arastirmacilar her
bir basamaktan gelen ekstrakt solusyonlari, indiiksiyonlu plazma atomik emisyon
spektrometre (ICP-AES) ile analiz etmislerdir [51]. Bu teknik giivenirlik agisindan
tercih edilebilmesine ragmen HF’nin kullanimi, sakinilmasi gereken potansiyel bir

tehlike olusturmaktadir [1].

Yukarida belirtilenlerin disinda kiikiirdiin belirlenmesi i¢in baska yontemler
de vardir. Komiirdeki kiikiirdiin Olc¢lilmesinde kullanilan baslica enstriimental
teknikler; X 1511 fotoelektron spektroskopisi ve X 1s1n1 absorbsiyonu gibi elektron
mikroskobuna dayanan tekniklerdir [52]. Bu yontemler diger kiikiirt olgiim
yontemlerine gore daha giivenilir yontemlerdir. Fakat bu teknikler yetersiz
rezolasyona (¢oziiliim, ayrigsma) sahiptirler ve olduk¢a uzmanlik istemektedirler.
Komiirdeki kiikiirdiin belirlenmesinde daha fazla ¢alisma yapilmasi ve bunlarin

gelistirilmesi gerekmektedir [1].

1.6 Kémiirde Biyodesiilfiirizasyon Potansiyeli ve Onerilen Biyoreaktérler

Bakteri hiicrelerinin polimerik maddelere girmesi zor oldugu igin petrolle
karsilagtirildiginda komiirtin biyodesiilfiirizasyonu daha zordur. Piritin mikrobiyal
oksidasyonunun basarisi, toz haline getirilmis komiiriin partikiil boyutu, besin ortami
kompozisyonu, pH, sicaklik, havalandirma ve reaktor tasarimi gibi birgok
parametreye baglidir. Biiylik o6l¢ekli uygulamalar icin farkli reaktor sistemleri
gelistirilmis ve Onerilmistir. Siiziintii licing ve ¢amurlu licing bu sistemlere 6rnek

olarak verilebilir. Piritin biyolojik olmayan oksidasyonu, yiiksek sicakliklarda daha
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fazla oldugu i¢in bu konuda termofilik bakteriler, mezofilik bakterilerden daha

verimlidir [53].

Biyolojik madencilikte uygun reaktoriin se¢imi ve tasarimi sistemin fiziksel,
kimyasal ve biyolojik oOzelliklerine dayanir. Cok biiyilk hacimli maddelerle
calisildigi icin biyoli¢ing ve biyooksidasyonun en iyi performans: siirekli sistemlerde
gorilmektedir [54]. Uygun reaktdor se¢ciminde onemli olan nokta, mikrobiyal
bliylimenin otokatalitik dogasidir. Laboratuvar sonuglarina dayali olarak, endiistriyel
Olcekte komiir 1slahi i¢in biiyiik Pachuca tank reaktorleri onerilmistir. Bunlar 3 fazl,
konik tabanli silindirik reaktorlerdir. Bu reaktdrlerin baslica gorevi, pirit okside eden
mikroorganizmalar i¢in kiitle transferi, pH degeri, sicaklik kosullar1 gibi uygun
bliylime sartlarimi siirdiirmektir. Komiirden piritinin uzaklastirilmasi oldukga iyi
bilinen bir islemdir.  Fakat geleneksel kiikiirt uzaklastirma yontemleri ile
yarisabilirligi veya teknik ve ekonomik agidan tercih edilebilirligi halen tartismalidir.
Komiir depiritizasyonu konusunda, endiistriyel 6lcekli ticari bir operasyon heniiz

gerceklestirilmemistir [1].

Inorganik kiikiirdii yok etmede fiziksel ve kimyasal yontemler daha hizli ve
maliyeti diisiik oldugu i¢in simdiye kadar endiistriyel biyodepiritizasyon
yapilmamistir.  Giiniimiizde pirit giderimi lizerindeki caligsmalar, li¢ing oraninin
arttirilmas1 ve biyoreaktdr tasarimina yogunlagsmistir. Uygulanan islemin sadece
inorganik kiikiirdii degil ayn1 zamanda organik kiikiirdii de uzaklastirmas1 gerekir.
Aksi takdirde ticari olarak uygulanamaz. Organik kiikiirdiin uzaklastirilmas1 daha
zordur. Organik kiikiirdii uzaklastirabilecegi diisiiniilen bir¢ok bakteri kiiltiirii vardir.
Ancak bu bakteri kiiltiirlerinin yetenekleri sabit degildir ve sonuglarin yeniden

iretilebilirligi diistiktiir [1].

Bozdemir ve arkadaglari tarafindan komiirden hem organik hem de inorganik
kiikiirdii uzaklagtirmak amaciyla uygulanan deneylerden en etkin mikroorganizmanin
Rhodococcus erythropolis ATCC 53968 oldugu belirlenmistir [55]. Bu
aragtirmacilar, Rhodococcus erythropolis ATCC 53968’in biiyiime kinetikleri
tizerinde komiir partikiil boyutu, komiir tipi, ilk substrat konsantrasyonu, substrat

tipi, calkalama hizi, biiyiime sicakligi, baslangi¢c pH degeri ve inokulum yiizdesi gibi
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farkli parametrelerin etkisini incelemislerdir [56, 57]. Ancak bu deneylerden
saglanan biiylime verileri pek giivenilir degildir. Komiir partikiilleri iizerindeki
bakteriyel biliyime 550 nm’de absorbans Ol¢limii ile goriilmistir.  Komiir
orneklerinden bakteri hiicrelerinin nasil ayrildigi hakkinda bilgi saglanamamistir. Bu
deneylerden saglanan kiikiirt uzaklagtirma orani ticari uygulama igin diisliktiir.
Endiistriyel 6l¢ekte bu bakterileri kullanabilmek i¢in kiikiirt uzaklastirma etkinliginin

arttirilmasi gerekir [1].

Biyoteknolojide kullanilan reaktorler; bir defalik ve siirekli reaktorler olmak
tizere ikiye ayrilabilir. Mikrobiyal kiikiirt uzaklastirma i¢in de durum aynidir. Bir
defalik reaktor ve beslemeli operasyonlarla yapilan bir ¢calismada biyolojik kiikiirt
giderimi en fazla giderek artan besleme ile siirekli biyoreaktorlerde olmustur [32].
Cara ve arkadaslar1 yaptiklar1 ¢aligmalar sonucunda piritin stilfata doniisiimiiniin 6
tona kadar bir hacim biiyiitmesi ile yapilan paket kolon desiilfiirizasyon ¢aligmasinda

toplam kiikiirtte %24 azalma, piritik kiikiirtte de %43 giderim saglamislardir [58].

1.7 Beyaz Ciiriikciil Funguslar

Saprofit funguslar, dogal olarak meydana gelmis lignin gibi bitkisel kokenli
bliyiik molekiillerin neredeyse tiimiinii pargalayabilen ¢ok sayida hiicre disi enzim
tiretirler. Bu ozelliklerinden dolay1, biyojeokimyasal dongiilerin gergeklesmesinde

onemli rol oynarlar [59]. Az da olsa bu tip enzimleri olusturan bakteriler de vardir.

Odunun yapisinda bulunan maddeleri pargalama Ozelligine gore funguslar
ikiye ayrilir. Kahverengi c¢ilirtikgiiller, selilloz ve hemiseliilozu parcalarken lignine
dokunmazlar, boylelikle odun daha koyu bir renk alir. Kahverengi c¢iiriik¢tillere
Serpula lacrymans, Laetiporus portentosus ve Fomitopsis lilacino-gilva 6rnek olarak
verilebilir. Beyaz ciiriik¢iiller ise hiicre ¢eperini olusturan seliiloz ve hemiseliiloz
gibi polisakkaritlerin yaninda lignini de pargalarlar. Lignin uzaklastirildig: i¢in odun
daha agik bir renk alir [59]. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslara Chrysosporium lignorum,
Trametes versicolor, Phanerochaete chrysosporium, Stereum hirsutum, Pleurotus

ostreatus, Hebeloma crustuliniform, ve Armillaria luteobubalina, Schizophyllum
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commune ve Daldinia concentrica drnek olarak verilebilir. Ozellikle T. versicolor ve
P. chrysosporium’un kullanimi cesitli biyoteknolojik uygulamalar ig¢in, o6zellikle
cevresel agidan, yaygindir [60]. Beyaz ciiriik¢iil funguslar, organik molekiiller
iizerinde rol oynayan cesitli enzimleri iiretitler. Ozgiil olmayan bu enzimler
parcalanmaya karst direncli olan kirleticilerin  yikiminda etkin  olarak
kullanilabilmektedirler. Lignin, kagit endiistrisinde de istenmeyen bir bilesiktir.
Lignin bu endiistride pahali ve c¢evreye zarar veren kimyasal bir islemle
uzaklagtirilmaktadir [61]. Bu nedenle beyaz cliriik¢iil funguslar kagit endiistrisinde
kullanim alan1 bulmaktadirlar. Beyaz g¢iiriik¢iil funguslar, biyoteknolojide pestisit,
trinitrotoluen (TNT) igeren atik su bosaltimlar1 ve kagit endiistrisi tarafindan tiretilen
klorlanmis lignin atiklar1 gibi ¢esitli kompleks fenol igeren bilesikleri parcalamakta
da kullanilir [60]. Bu funguslarin lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz
gibi sekonder metabolitleri, polisiklik aromatikleri, poliklorlanmis bifenil ve
dioksinleri, DDT’yi ve bir¢ok klorlu fenolik bilesikleri pargalayabilir [62], tekstil

boyalarinin renk gideriminde kullanilabilir [63].

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, fenol oksidazlar ve peroksidazlar disinda baska
enzimler de salgilarlar. Bu funguslarin sahip oldugu enzimleri iice ayirmak
miimkiindiir.  Ilki oduna atak yapan enzimlerdir. Bunlar hem karbonhidrat
bilesenlerinin (seliiloz, hemiseliiloz) lizerinde hem de lignin {izerinde rol oynarlar.
Ikinci grup, siiperoksit dismutaz ve glioksal oksidazi igerir. Bunlar birinci gruptaki
enzimlerle birlikte calisir ancak tek basina odunu etkilemezler. Uciincii grup ise
glukoz 1-oksidaz, aril alkol oksidaz, piranoz 2-oksidaz, sellobioz dehidrogenazi

kapsar. Bu enzimlerin hepsi lignin degradasyonunda rol oynar [64].

1.7.1 Trametes versicolor (L) C.G. Lloyd
1.7.1.1 Sinonimleri
Boletus versicolor L.

Agarico -suber versicolor (L.) J.J. Paulet

Agaricus versicolor (L.) J.B. de Lamarck

18



Bjerkandera versicolor (L.) P.A. Karsten
Coriolus versicolor (L.) L. Quélet
Hansenia versicolor (L.) P.A. Karsten
Microporus versicolor (L.) K.E.O. Kuntze
Polyporus versicolor (L.) E!M. Fries
Polystictus versicolor (L.) E.M. Fries
Poria versicolor (L.) G.A. Scopoli
Sistotrema versicolor (L.) L. Trattinnick

Trametes versicolor (L.) A. Pilat [65].

1.7.1.2 Sistematik Yeri

Sube: Mycophyta

Smif: Basidiyomycetes

Alt sif: Holobasidiomycetidae (Homobasidiomycetidae, Hymenomycetidae)
Takim: Poriales (Aphyllophorales)

Familya: Polyporaceae

Cins: Trametes

Tir: Trametes versicolor [66].

1.7.1.3 Ozellikleri

Fruktifikasyon organmi cogunlukla bantli yapilardan olustugu i¢in hindi
kuyrugu fungusu olarak bilinen bu tiir bir basidiyomiset iiyesidir [67]. Bantlar
genellikle acik-koyu kahverenklidir. Ancak beyazdan sarimsi kahverengiye hatta
mavi, turuncu, kestane rengine kadar degisebilir.  Bu degisiklik genetik
polimorfizmden kaynaklanir. Ancak giines 15181 gibi cevresel faktorlerden de
etkilenebilir. Yelpaze seklinde olan basidiyokarp, 10 cm ¢ap, 0.5 cm kalinliga kadar
ulasabilir ve iist iiste binmis raf seklinde biiyiir. Basidiyokarpin yiizeyi a¢ik ve koyu
konsantrik bantlar geklindedir, yiizeyi diizden kadifemsiye kadar degisir.
Basidiyokarpin ylizeyinde kiiciik, dairesel ya da kdseli bigimde olan, mm’de 3—5 adet
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spor tiibli bulunmaktadir. Olgun basidiyosporlar zars1t ve 2x6 um kadardir. T.
versicolor, trimitik hif sistemine sahiptir. ~ Vegetatif hif aralign 3-10 pm
uzunlugundadir. Tiriin anamorfik evresi oodiyosporlardan ve klamidosporlardan

olusur [65].

1.7.1.4 Ekolojisi

T. versicolor, tropik ve subtropik ormanlarda ¢ok yaygin bir tlirdiir. Sert
odunlu agaglarda lignini parcalayan (delignifikasyon) dnemli bir fungus tiiriidiir. Bu
nedenle beyaz ciirtik¢iil funguslar arasinda smiflandirilir. Bazen canli agaclarda da

odunun ¢iirtimesine neden olabilir [65].

1.7.1.5 Enzimleri ve Etkileri

T. versicolor, odun lignoselillozunun par¢alanmasinda rol oynayan bir¢ok
enzimi sentezlemektedir. Bunlar lignin peroksidazin (LiP) 16 izoformu, mangan
peroksidazin (MnP) 5 izoformu, lakkaz, karboksimetil selliilaz, aviselaz ve
sellobiyoz dehidrogenazdir. 7. versicolor’un lignini parcalayan enzimlerinin
ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalar1 yaygin bir sekilde ¢alisilmistir. LiP ve
MnP’nin izozimlerini kodlayan genler tek bir gen grubu olarak toplanmistir. Hiicre
i¢i ve hiicre dis1 proteazlar, lakkaz ve peroksidaz aktivitesinin diizenlenmesinde rol
oynar. Bakir aligverisi enzimleri tahA ve CtaA, protein katlanmasi sirasinda bu
kofaktoriin hiicre i¢i varligini kontrol ederek lakkazin iiretimini diizenlerler. T.
versicolor potansiyel olarak toksik metalleri selatlamak i¢in oksalik asit salgilar ve
MnP ile Mn(Ill)’ii stabilize eder. T. versicolor’un irettigi lakkaz poliklorinlenmis
bifeniller (PCB), tekstil boyalart ve poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) gibi
biyolojik yikima direngli bircok yeni sentez kimyasali (ksenobiyotikleri)
parcalamada kullanilabilir. Ayrica T. versicolor’un enzimleri kagit endiistrisinde de
kendine yer bulmaktadir. Kagit hamurunu biyolojik olarak beyazlatmak ig¢in

T.versicolor kullanilmaktadir. Bu tiiriin kiltiirleri, antibiyotikleri sentezleyebilir ya
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da parcalayabilir, karoten tiirevli aroma bilesiklerini tliretebilir veya petroliin yliksek

molekiiler agirlikli asfalt bilesenlerini biyolojik olarak pargalayabilir [65].

1.7.2. Phanerochaete chrysoporium Burdsall

1.7.2.1 Sinonimleri

Phanerochaete macrocystidiata Hallenb
Sporotrichum pulverulentum Novobranova

Chrysosporium lignorum Bergman & Nilsson [68].

1.7.2.2 Sistematik Yeri

Sube: Mycophyta

Sinif: Basidiyomycetes

Alt sinif: Holobasidiomycetidae (Homobasidiomycetidae, Hymenomycetidae)
Takim: Poriales (Aphyllophorales)

Familya: Corticiaceace

Cins: Phanerochaete

Tiir: Phanerochaete chrysosporium [66].

1.7.2.3 Ozellikleri

Corticiaceae familyasina ait basidiyomisetler ¢ok diiz fruktifikasyon
organlart olustururlar. P. chrysosporium’da kabuk, beyaz monomitik hifin ince
althiginin iizerine serpistirilmis, kalinlig1 0.25 mm’den daha az beyaz ile somon rengi
araliginda basidiyokarplardan olusur. Bu kabugun 6riimcek agina benzer olusumu
tiriin dogal habitatinda ayirt edilmeyi zor hale getirir. P. chrysosporium hem
homotallik hem de heterotallik bipolar seksualite gosterir. Iki haftalik misel

yigmlarmin mikroskobik degerlendirmesinde, 50-60 pm ¢apinda ince duvarl
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terminal veya interkalar klamidosporlarin varliginda oldugu gibi seyrekten ortaya
kadar olan araliktaki dallanma ile 3-9 pm capinda basit bolmeli hifler goriillmektedir

[65].

1.7.2.4 Ekolojisi

P. chrysosporium, hem sert odun hem de yumusak odun dallarini, kiitiiklerini
parcalayanlar arasinda 6nemli bir yere sahip olup, tiim Kuzey Amerika, Avrupa ve
[ran’da 1liman iklimin goriildiigii ormanlarda bulunur. Odunda lignin bilesenlerini
parcalama yetenekleri acisindan beyaz ciiriik¢lil funguslari en iyi temsil eden
orneklerden  biridir. Bu yetenekleri, kagit hamurunun kimyasal yolla
beyazlatilmasina alternatif, ¢evreye faydali bir islem olarak kagit endiistrisinde
biiyiik ilgi gormiistiir. P. chrysosporium’un peroksidaz bazli ligninolitik sisteminin
substrat spesifikliginin az olmasi, biyolojik yikima direncli bir¢ok organik atigin yan

tirlinlerinin biyolojik iyilestirmede kullanilmasina olanak vermistir [65].

1.7.2.5 Enzimleri ve Etkileri

P. chrysosporium’un hiicre dis1 ligninolitik sistemi, ¢ok sayida enzimden ve
biyokimyasal iirlinlerden olusur. Bunlar, lignin peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz
(MnP), sellobiyohidrolaz, endoglukanaz, B-glukozidaz, glioksal oksidaz, ksilanaz,
ksilosidaz, a-galaktozidaz, piranoz 2-oksidaz, siliperoksit dismutaz ve mannoz-6-
fostatazdir. P. chrysosporium’dan izole edilen LiP ve MnP enzimleri; tekstil
boyalari, polietilen, pestisidler, dinamit, poliaromatik hidrokarbonlar (PAH),
dioksinler ve petrolle kontamine olmus topraklari igeren bir¢ok organik atik yan

tirtinlerin biyolojik yolla 1slahinda kullanilirlar [65].
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1.8 Fungal Enzimler

Enzimler, organizmadaki tiim biyokimyasal reaksiyonlar1 katalizleyen
makromolekiillerdir. Bazi enzimler hiicrenin i¢inde bulunurken bazilar1 da zarlara
baghdir. Bir kismi1 da hiicre digina salgilanir. Hiicre tarafindan disariya salgilanan
hiicre dis1 enzimlerin izolasyon ve saflastirilmasi digerlerine kiyasla nispeten daha
kolaydir. Hiicre disina salgilanan enzimlerde, enzimin biiyiik kismu filtratta bulunur
ve biyokiitle atilir. Hiicre i¢i enzimlerde ise biyokiitle alinip kiiltiir filtrat1 atilir.
Ozellikle teknolojide kullanilan enzimlerin {iretiminde pratik agidan yalniz bakteri ve
funguslar kullanilir. Enzim {iretimi i¢in seg¢ilecek mikroorganizmanin s6z konusu
enzimi bol miktarda {Uretiyor olmasi aranan oOzelliktir.  Ayrica kullanilan

mikroorganizma tiir se¢cimini bagka parametreler de etkiler [69].

Funguslardan elde edilen enzimler intraselliiler (hiicre i¢i) ya da ekstraselliiler
(hiicre dis1) enzimlerdir (Cizelge 1.1). Fungal enzimlerden, fungal kaynakli amilaz,
B-1,3-glukonaz, laktaz, selliilaz, g¢esitli proteazlar, niikleaz, lipaz, fitaz, invertaz,
pektinaz, penisilin acilazin en 6nemli kullanim alanlar1 gida sektorii ve medikal
alanlaridir [60]. Fungal enzimler ayn1 zamanda endiistriyel ve ¢evresel siireclerde de

onemli bir yer tutmaktadirlar (Cizelge 1.2).
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Cizelge 1.1. Endiistriyel ve ¢evresel siire¢lerde enzim uygulamalari [65].

Endiistriyel/¢evresel
siireg
Kagit tiretimi

Atik 1slah1 ve
dekontaminasyon

Komiir sivilastirilmasi

Ekotoksikoloji
degerlendirmesi

Endiistriyel ve evsel
deterjanlar

Etil alkol

Gida siiregleri ve
uygulamalari

Tekstil

Enzimler

Lignin peroksidaz,
mangan peroksidaz,
lakkaz, selliilaz, pektinaz,
ksilanaz, mannaz,
esteraz, lipaz

Lignin peroksidaz,
mangan peroksidaz,
lakkaz, sitokrom P—450,
monoksijenaz, esteraz,
lipaz

Peroksidaz, lakkaz,
esteraz

Lignin peroksidaz,
mangan peroksidaz,
sitokrom P—450
monoksijenaz, glutatyon
transferaz

Proteaz, lipaz, amilaz,
selliilaz

Selliilaz, amilaz,
pektinaz, glukoamilaz,
ksilanaz, proteaz

Proteaz, invertaz, alfa-
amilaz, pektinaz,
glukoamilaz, selliilaz,
ksilanaz, laktaz, glukoz
izomeraz

Selliilaz, proteaz, amilaz,
katalaz
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Uygulamalar/substratlar

Lignin, hemiseliiloz,
seliiloz, zift

Kloroanilin, lindan, kloro-
dibenzo-p-dioksin,
klorobifenil, klorofenol,
DDT, poliaromatik
hidrokarbonlar (antrasen,
floroantren, benzopiren),
azo ve heterosiklik boya,
tropalin, azur B,
nitrotoluen, kreozot, dizel
yag, plastik

Komiir

Biyosensorler,
biyomarkirlar, memeli
ksenobiyotik metabolizma
modeli

Cok genis yelpazedeki
sicaklikta camasir ve
bulasik temizligi

Ham bitkisel maddelere
dayali seker veya nisasta

Meyve suyunun
berraklastirilmasi ve
ekstraksiyonu, aroma
arttirici, laktoz
modifikasyonu, et
ekstraksiyonu, aroma
tiretimi, seker, surup, alkol
tiretimi, hamur islerinin
sertlik derecelerinde

Boya giderimi, hidrojen
peroksidin pargalanmast,
renk parlakligini arttirmak



Endiistriyel/¢evresel
siireg
Firincilik sektorii

Bira yapimi

Sarap yapimi

Hayvan yemi

Farmasotik ve
kimyasallar

Dericilik sektori

Kisisel bakim

Cizelge 1.1°in devami [65].

Enzimler

Alfa-amilaz, glukoz
oksidaz, lipaz, lipoksijenaz,
ksilanaz, proteaz

Alfa-asetolaktat
dekarboksilaz, beta-
glukanaz, selliilaz,
ksilanaz, proteaz

Pektinaz, glukosidaz,
selliilaz

Fitaz, ksilanaz, beta-
glukanaz, alfa-amilaz,
proteaz, endo-ksilanaz

Sitokrom P—450 oksijenaz,
glutatyon transferaz,
laktaz, alfa-galaktozidaz

Proteaz ve lipaz

Proteaz, glukoamilaz,
glukoz oksidaz, katalaz
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Uygulamalar/substratlar

Fermantasyonu arttirmak,
stilfidril gruplarini okside
etmek, hamur
beyazlastirilmasi ve sertlik
ayarinda

Bira olgunlagma zamanini
azaltmak, tiriin miktarini ve
filtre edilebilirligini
arttirmak, arzu edilen azot
seviyesini saglamak icin
protein ekstraksiyonu
Renk ve aroma bilesiklerini
aciga cikarmak,
berraklastirma, sarap
stabilizasyonu ve
filtrasyonunun arttirilmast
Sindirebilirligi arttirmak;
fitat, glukan, nisasta,
ksilan, raffinoz, stakioz,
pektin benzeri
polisakkaritleri igeren
substratlar

Antibiyotik, antitimoraller,
steroidlerin
biyotransformasyonu,
tedavide enzimlerin
kullanimi

Posttan ve deriden killar
ve yaglart gidermek

Dis macunu, kontakt lensin
temizleme solusyonlarinda.



Cizelge.1.2. Funguslardan elde edilen endiistriyel enzim 6rnekleri [60].

Enzimler Uygulama Uretim tiirleri
Alfa-amilaz Ekmek yapimi1 Aspergillus niger, A.oryzae,
A. awamori
Glukoamilaz Malt yapimi A.niger, A.foetidus, Rhizopus
foetidus
Laktaz Gida katki maddesi, A.oryzae, A.niger,
sindirim kolaylastirici, | Kluyveromyces lactis,
peyniraltt suyu siireci | K.fragilis, Torula cremoris
Invertaz Stikroz doniisiimii A.oryzae, A.niger,
(sekerleme ya da regel | Sacchoromyces cerevisiae
endiistrisi)
Pektinaz Meyve suyu endiistrisi | 4.niger, A.wentii, Rhizopus
Sp.
Lipaz Pankreatik lipaz i¢in Penicillium roqueforti,

destekleyici

Rhizopus delmar,

Penisilin agilaz

Semisentetik penisilin

Penicillium .chryosogenum,
Aspergillus ochraceus,
Trichophyton
mentagrophytes ve digerleri

Asit proteaz

Ekmek yapimi1

Aspergillus saitoi, A. niger,
A.oryzae, Trametes
sanguineara, Mucor pusillus

Mikrobiyal renin Peynir yapimi Endothia parasitica, Mucor
meihei, M.pusillus

Selliilaz Aragtirma Trichoderma viride, A.niger

Pullunaz Dallanmayan nisasta | Aureobasidium pullulans
yapimi

B-glukanaz Bira mayalama ve gida | Penicillium emersonii
stireci

Antosiyanaz Uziim rengini giderme | Aspergillus niger
islemi

Hemiselliilaz Firincilik sektort, Aspergillus niger

meyveler, zamklar

Funguslar baska organizmalarin yasayamadig1 ¢ok zor ¢evre sartlarinda bile
gelisebilir ve degisken yasam sartlarini kullanabilirler. Ciinkii kimyasal ag¢idan zor
reaksiyonlar1 gerceklestirebilme yetenegine sahip ender enzimleri sentezlerler.

Fungal enzimlerin ¢ogu, direngli kirleticilerin yok edilmesi i¢in onlar1 potansiyel

olarak faydali hale getirme ve bircok kompleks bilesigi parcalama yetenegine

sahiptir (biyolojik iyilestirme ve biyolojik parcalama) [65].
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odun, plastik, boya, jet yakiti ve diger maddeleri besinlere doniistiirebilirler. Bu
enzimlerin bazilarindan uzun zamandir kagit ve kagit endiistrisinde (biyopulping ve
biyolojik beyazlatma) ve kimyasallarin sentezinde (biyokataliz) yararlanilmaktadir.
Enzimatik islem, par¢alanmaya direngli kirleticilerin uzaklastirilmasinda, kullanilan
geleneksel siireclerin yetersiz kaldigi durumlarda daha ucuz, daha hizli, daha spesifik
bir uygulama olurken ayni zamanda daha az toksik yan iirlin olusumuna olanak verir.
Daha 1liml sartlarda gerceklesebilen, oldukca giivenilir ve basit uygulamali, ¢cok
genis pH, sicaklik ve tuzluluk araliginda ¢alisabilen bir alternatif siire¢ olarak ortaya
¢ikan enzim uygulamalar1 endiistriyel islemler icin de uygundur. Son yillarda

biyoteknolojide yasanan gelismelere bagli olarak giderek 6nem kazanmaktadir [12].

1.8.1 Fenol Oksidazlar ve Peroksidazlar

Fenoloksidazlar ve peroksidazlar, birgok canli (mikroorganizma, bitki ve
hayvan) tarafindan {iretilen 2 grup oksidorediiktazlardir. Ancak her iki grubun da
ana tureticileri beyaz ¢iiriik¢iil funguslardir. Bu enzimler bazen oksijenazlarin i¢inde
diistiniiliirse de kendine has 6zelliklerinden dolay1 genellikle ayr1 siiflandirilirlar

[70].

Tirozinaz ve lakkazlar iceren fenol oksidazlar aktivite icin molekiiler
oksijene gereksinim duyarlar.  Bazilarinda (6rnegin mangan peroksidazda)
reaksiyon, divalent mangan ve belli tipteki tamponlar gibi diger bilesenlerin varligina
baghdir. Her iki grup enzim de oksidatif reaksiyon gibi farkli mekanizmalarla
polimerik iriinlerin olusumuyla sonuclanan fenolik ve fenolik olmayan aromatik
bilesiklerin oksidasyonunu katalizler. Polifenoloksidazlar, tirozinazlar ve lakkazlar
olarak 2 alt smifa ayrilirlar. Tirozinazlar; polifenoloksidazlar, fenolazlar veya
katekolazlar olarak isimlendirilen bakir iceren monoksijenazlardir. Tirozinazlar 2
reaksiyon tipini katalizlerler. 1. reaksiyon, katekol iiretmek i¢in molekiiler oksijenle
fenollerin o-hidroksilasyonudur (kresolaz aktivitesi), 2. reaksiyon ise o-quinonlari

olusturmak icin oksijenle katekollerin oksidasyonudur [70].
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Lakkazlar funguslar tarafindan {iretilen ¢ok bakirli proteinlerdir. Bu enzimler
bakteri ve bitkiler tarafindan da sentezlenirler. Bitki lakkazlar1 lignin polimer
olusumunun radikal bazli mekanizmalarinda rol oynarken, fungal lakkazlar
morfogenez, fungal patojen/konake1 bitki etkilesimleri, stres mekanizmasi ve lignin
parcalanmas1 gibi olaylarda rol oynamaktadirlar [71]. Lakkaz enzimi, fenol
oksidazlarmn icinde en dikkat ¢eken enzimlerden birisidir. Ilk olarak Schoenbein
tarafindan 1856 yilinda Boletus luciferus tiiriiniin ekstraktinda mavi bir pigment
tespit edilmistir. 1886 yilinda Yoshida agaclardan elde edilen bir latekste (lak)
lakkazin varligin1 gostermistir. Ayni enzim 1896 yilinda Bertrand tarafindan da bazi
fungus tiirlerinde tanimlanmistir. Ayni yillarda Bourqualet ve Bertrand, Russula
fortens ve R. nigricans’tan elde edilen ekstraktlarin renginin oksidasyon siirecinden
once kirmiziya daha sonra koyu kahverengi ve siyaha doniistigilini
gozlemlemislerdir.  Bu arastiricilar, daha sonra yaptiklar1 aragtirmalarda R.
nigricans’tan elde ettikleri ekstrelerde, oksidasyon sisteminin varliginda melanin
benzeri {irtinler olusturan bir maddeyi kristalize etmislerdir. Bu madde tirozin
aminoasidi olarak tanimlanmistir. Bertrand daha sonra tirozinaz olarak adlandirilan
ve p-hidroksifenil amin, p-hidroksifenil metil amin, p-kresol ve fenolii de igeren
cesitli monohidroksifenolik bilesiklerin aerobik oksidasyonlarini katalizleyen yeni
bir oksidaz sistemi kesfettigini bildirmistir [12]. 1938’de Kubowitz, Klein ve Mann
yaptiklar1 calismalarda hem lakkazin hem de tirozinazin bakir icerdigini
gostermislerdir.  Her iki enzim grubu da aktiviteleri icin molekiiler oksijene
gereksinim duyarlar. Buna karsilik, stearik etkiden dolayi tirozinaz p-fenollere karsi
aktifken, lakkaz, o-fenollere kars1 daha aktiftir. Lakkaz enzimi fenolik bilesikleri
polimerize ederek toksisitelerini azaltabilme 0Ozelligine sahiptir. Bundan bagka

fenolik bilesikleri oldukca reaktif olan serbest anyonik radikallerine oksitler [12].

Oksidorediiktaz smifindan bir diger enzim grubu olan peroksidazlarin
katalizledigi reaksiyonlar lakkazin gerceklestirdigi reaksiyonlara ¢ok benzemektedir.
Her iki enzim de radikaller iireten bir elektron oksidasyonu ile fenolik bilesikleri ve

aromatik aminleri okside eder [72].

Oksidasyon reaksiyonlart bir¢ok endiistri dalinda kullanilan 6nemli

reaksiyonlardir.  Geleneksel oksidasyon teknolojileri, spesifik olmayan ve arzu
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edilmeyen yan reaksiyonlara neden olabilirler. Ayrica kullanilan kimyasallarin
cevreye zarar vermesi gibi dezavantajlar1 vardir. Bu da aragtirmacilar1 enzimatik
oksidasyon gibi biyolojik sistemlere dayali yeni oksidasyon teknolojilerine
yoneltmistir. Bu sistemlerin kimyasal oksidasyonlara gore avantajlari ise enzimlerin
spesifik ve biyolojik olarak pargalanabilen katalizorler olmasidir. Bunun disinda
enzim reaksiyonlart ilimli sartlar altinda gergeklestirilebilir. Bu yontem cesitli

endiistriyel alanlarda potansiyele sahiptir [73].

1.8.1.1 Lakkaz (EC 1.10.3.2 para-difenol: oksijen oksidorediiktaz)

Lakkaz molekiilii, ti¢ redoks yerinde dagitilmis olan her bir monomer basina
4 bakir atomu iceren dimerik veya tetramerik glikoproteindir (Sekil 1.3, Sekil 1.4).
Daha cok funguslar tarafindan sentezlenen lakkaz, bakteri ve bitkiler tarafindan da
uretilir. Bakteriyel lakkazlar genellikle intraselliiler veya periplazmik proteinler iken
fungal lakkazlar daha c¢ok ekstraselliilerdir. ~ Lakkaz orto ve parafenoller,
aminofenoller, polifenoller, poliaminler, lignin ve aril diaminlerin oksidasyonunu
katalizlerler. Genel olarak p-difenol ile benzer Ozellikler gosteren substratlar
lakkazlar tarafindan oksitlenirler [73]. Lakkazlarin fenol oksidasyonuna ilaveten
selatlayicilarin varliginda Mn 2 nin oksidasyonunu da katalizledigi kanitlanmistir
[71]. Lakkaz molekiil agirligi 60-90 kDa kadardir. Lakkaz enziminin molekiiler
yapist bir glikoprotein seklindedir. Enzimin karbonhidrat kismi, enzimin agirlik¢a %
15-30’unu olusturur. Enzimin i¢erdigi karbonhidratlar, heksozamin, glikoz, mannoz,
galaktoz, fruktoz ve arabinozdur. Lakkaz genellikle asidik izoelektrik noktasina

sahiptir [74].

Cesitli basidiyomiset, askomiset ve deuteromiset grubu funguslar oldukga
yiiksek miktarda lakkaz enzimi iiretme yetenegine sahiptirler. Fungal lakkazlarin
arasinda; indiiksiyon mekanizmasinda, polimorfizm derecesinde, fizikokimyasal
(molekiiler agirlik, izoelektrik noktasi, karbonhidrat icerigi) ve kinetik 6zelliklerinde

biiyiik farkliliklar gézlenir [75].
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Sekil 1.3 T. versicolor lakkazinin X 111 kristallografisi [76].

Sekil 1.4 T versicolor’dan elde edilen lakkazin kristal yapis1 (Mavi kiireler
katalitik reaksiyonda rol oynayan 4 bakir iyonunu gostermektedir. 3 domain de farkli
renklerle gosterilmistir) [77].
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Lakkaz, endiistriyel ve biyoteknolojik uygulamalar agisindan ¢ok kullanilan
bir enzimdir. Bu enzim tekstil, kagit endiistrisi gibi bir¢cok alanda kullanilmaktadir.
Lakkaz biyoremediasyonda, mesrubat ve i¢ki (sarap, meyve suyu, bira) slireglerinde,
askorbik asit belirlenmesinde, seker pancarinda pektinin ayrilmasinda,
nanobiyoteknolojide biyosensor olarak kullanilabilir. Lakkaz, gida iiriinlerinin
kalitesini ve iiretimini arttirabilir [78]. Biyoelektrokimyadaki gelismeler, klinik ve
cevresel analizlerde detektor olarak is gdren biyosensorlerde oldugu gibi analitik
uygulamalarla biitiinlestirilmistir. Lakkazlar, kofaktor eklemeksizin elektron transfer
reaksiyonlarin katalizleyebildigi i¢in ¢esitli fenolik bilesikleri, oksijen veya azidleri
belirlemede biyosensor olarak biiyiik bir potansiyele sahiptir [79]. Bununla birlikte
katekolamin [80] ve bitki flavonoidlerinin [81] belirlenmesi i¢in de lakkazdan

biyosensorler gelistirilmistir.

Mikroorganizmal kaynakli lakkazlarin uygulama alanlarina verilebilecek
ornekler:

e Biyopulp iiretimi [82].

e Analitik biyosensor olarak kullanimi [83, 84].

e Komiir sivilastirilmasi (solubilizasyonu) [43].

e Fenolik bilesiklerin toksinlerinden arindirilmasi (detoksifikasyonu) [85].

e Benzopirenlerin parcalanmasi (degradasyonu) [86].

e Toksik klorofenolik bilesiklerin degradasyonu [87].

e Polisiklik aromatik hidrokarbon bilesiklerinin degradasyonu [88].

e l-naftol’iin polimerizasyonu [89].

e Klorlu hidroksibifenillerin dehalojenasyonu [90].

e Yag fabrikasi atik suyundan fenol giderimi [91].

e Sentetik tekstil atik sularinin rengini giderme (dekolorizasyonu) [92].

31



2. MATERYAL VE YONTEMLER

2.1 Calismalarda Kullanilan Funguslar

Deneylerde beyaz ciiriik¢iil funguslardan 7. versicolor ve P. chrysosporium
suslar1 kullanmilmistir. 7. versicolor ATCC 200801 ve P. chrysosporium ME 446
(ATCC 34541) suslar1 Hacettepe Universitesi Biyoteknoloji Anabilim Dali Ogretim
Uyesi Prof. Dr. Nazif Kolankaya’dan temin edilmistir. Mikroorganizmalarin stok
kiiltiirlerinin stirekliligini saglamak amaciyla; fungus iiretimi i¢in uygun olan Malt-
Ekstrakt Agar (Fluka) kat1 besi ortami1 kullanilmistir. Stok fungus kiiltiirleri haftada
bir yatik malt-ekstrakt agarlara transfer edilmis, 30 °C’de 10 giinliik inkiibasyona
birakilmistir. Elde edilen fungus kiiltiirleri ¢alismalarda kullanilmak tizere +4 °C’de

buzdolabinda muhafaza edilmistir.

2.2 Komiir Orneklerinin Temini ve Numune Hazirlanmasi

Desiilfiirizasyon ¢alismalarinda kullanilan ve % 2-2.5 wt arasinda degisebilen
oranda kiikiirt iceren linyit komiirii Kiitahya-Tungbilek (Garp Linyit Isletmesi)’ten
temin edilmistir. Elde edilen komiir American Society for Testing and Materials
(ASTM) 2013 numune hazirlama yontemine gore Ogiitiilerek 200 pm boyutuna
getirilmistir.  Komiir 6glitme islemi Retsch SK100 vurucu capraz degirmen ile
yapilarak (Sekil 2.1) ogiitilen bu komiirler homojenize edilerek, birbirinden

bagimsiz deneysel ¢alismalarda farklilik olusmasi i¢in standardize edilmistir.
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Sekil 2.1 Numune hazirlama esnasinda kullanilan komiir 6giitme cihazi

2.3 Komiirden Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Biyokiitleleri ile Kiikiirt

Gideriminin Optimizasyonu

Kiikiirt giderimi optimizasyon kosullarinin belirlenmesi amaciyla ortam pH’1,
ortam sicakligi, inkiibasyon stiresi, komiir miktar1 250 ml’lik erlenlerde denenmistir.
Bunun i¢in 6nce fungus miselleri elde edilmistir. Misel {iretimi i¢in malt broth
besiyerleri kullanilmistir. Tiim deneysel ¢alismalarda besiyeri miktar1 100 ml olarak
sabit tutulmustur. Yatik-agar stok kiiltlirlerinde bulunan miseller 1 ml distile su ile
siispanse edilerek steril kosullarda 100 ml besiyeri igceren 250 ml’lik erlenlere
transfer edilmistir. Inkiibasyon icin Edmund Biihler-Labortechnik-Materialtechnik
Johanna Otto GmbH marka c¢alkalamali inkiibatér kullanmilmistir (Sekil 2.2).
Biyokiitle calismalar1 calkalamali inkiibatorde 125 r.p.m’de gergeklestirilmistir.

Tiim parametrelerin standardizasyonunda ¢alisma bu sekilde yapilmistir.
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Sekil 2.2 Inkubasyon i¢in kullanilan ¢alkalamali inkiibator

2.3.1 Ortam pH’sinin Desiilfiirizasyona Etkisi

pH degerinin desiilfiirizasyon {izerine etkisini belirlemek amaci ile pH-metre
(WTW pH-ion meter) ile 4 farkli pH degerinde (3, 4, 5, 6) hazirlanan malt broth
besiyerine yukarida agiklandigi sekilde her iki fungus i¢in ayr1 ayri inokulasyonlar
gerceklestirilmistir. Asidik ortam elde etmek i¢in HCI, bazik ortam elde etmek icin
NaOH kullanilmistir. 100 ml besiyeri igeren erlenlere (250 ml’lik) 200 pm
boyutunda 6giitiilmiis 4 g komiir ilave edilerek 6 giin siire ile 30+1°C ¢alkalamali
(125 rpm) inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresi sonunda kaba filtrasyon

islemi ile kdmiirler alinarak distile su ile yikanip 45 °C’de kurumaya birakilmistir.
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2.3.2 Ortam Sicakhi@inin Desiilfiirizasyona Etkisi

Ortam sicakliginin desiilfiirizasyona etkisinin belirlenmesi i¢in yapilan
calismalarda inkiibasyon sicakligi 25, 30, 35, 40+1°C olmak lizere dort farkli degerde
ayarlanarak deneyler gerceklestirilmistir. Bu deneyler sirasinda da erlendeki besiyeri
hacmi 100 ml, komiir miktar1 4 g, komiir partikiil boyutu 200 um, desiilfiirizasyon
siiresi 6 giin, ortam pH’1 6.0 olarak sabit tutulmustur. Bundan sonra erlenler
calkalamali inkiibatore konulmustur. Inkiibasyon sonunda kémiirler kurutma kagidi
ile siiziilmiis ve biyokiitle ortamdan alinmistir. Komiirler distile su ile yikanarak

45°C’de kurutulmustur.

2.3.3 Komiir Miktarimin Desiilfiirizasyona Etkisi

Pulp yogunlugunun desiilflirizasyon {izerindeki etkisini belirlemek amaci ile
besiyerine eklenen komiir miktarlar1 2-3-4-5-6 g olacak sekilde degistirilmistir. Bu
calisma esnasinda erlendeki besiyeri hacmi 100 ml, ortam sicakligi 35+1°C, ortam
pH’s1 6.0, komiir partikiil boyutu 200 pm, desiilfiirizasyon siiresi 6 giin olacak
sekilde sabit tutulmustur. Mikroorganizmalar1 inkiibasyona birakmak amaciyla
erlenler calkalamali inkiibatore konulmustur. Inkiibasyon sonunda komiirler

ortamdan alinmug, distile su ile yikanip 45 °C’de kurutulmustur.

2.3.4 Inkiibasyon Siiresinin Desiilfiirizasyona Etkisi

Inkiibasyon siiresinin desiilfiirizasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla
komiiriin biyokiitlelerle etkilesim siiresi 2, 4, 6, 8, 10 giin seklinde degistirilmistir.
Siirenin etkisinin belirlenmesi sirasinda erlendeki besiyeri hacmi 100 ml, komiir
miktar1 5 g, komiir partikiil boyutu 200 um, ortam sicakligi 35+1°C, ortam pH’s1 6.0
olarak sabit tutulmustur. Erlenler, ¢alkalamali inkiibatdrde 125 rpm’de inkiibasyona
birakilmistir.  Inkiibasyondan sonra kémiirler ortamdan kurutma kagidi ile filtre

edilerek ayrilarak distile su ile yikanip 45 °C’de kurutulmustur.
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2.3.5 Komiir Partikiil Boyutunun Desiilfiilfiirizasyona Etkisi

Komiir partikiil boyutunun kiikiirt giderimi iizerine etkisini degerlendirmek
amaciyla farkl biiyiikliikte porlara sahip elekler kullanilarak <5 mm (2.8-5.0), <2.0
mm (2.0-2.8), <1.68 mm (1.68-2.0), <1.19mm (1.19-1.68) boyutlarinda kdmdirler
elde edilmistir.  Partikiil boyutunun kiikiirt giderimi iizerine bir etkisi olup
olmadigin1 degerlendirmek ve bu agidan endiistriyel uygulamada kullanilabilirligini
gostermek amaciyla farkli boyutlarda komiir saglandiktan sonra ortama eklenmistir.
Bu sirada erlendeki besiyeri hacmi 100 ml, kdmiir miktar1 5 g, ortam sicaklig
35+1°C, ortam pH’s1 6.0 olacak sekilde sabit tutulmustur. Inkiibasyon calkalamali
kosullarda (125 rpm) gerceklestirilmistir. 7. versicolor’la isleme tabi tutulan komiir
6 giinliik, P. chrysosporium’la da 4 giinliik inkiibasyona birakilmistir. Inkubasyon
sonunda komiirler ortamdan kurutma kagidi ile filtre edilerek alinmis, distile su ile

yikanarak 45 °C’de kurutulmustur.

2.3.6 Sterilizasyonun Kiikiirt Giderimi Uzerindeki Rolii

Kiikiirt gideriminden sadece ¢alisilan mikroorganizmalarin sorumlu oldugunu
gostermek amaci ile besiyeri hazirlik agamasinda komiir, besiyerine eklenmis ve bu
sekilde besiyeri ile birlikte sterilize edilmistir. Erlendeki besiyeri hacmi 100 ml,
komiir miktar1 5 g, ortam sicaklhigi 35+1°C, ortam pH’s1 6.0, partikiil boyutu 200 um
olarak sabit tutulmustur. Mikroorganizmalar1 inkiibe etmek amaci ile erlenler,
calkalamal1 inkiibatore konulmustur. 7. versicolor’la isleme tabi tutulan komiir 6
giinliik, P. chrysosporium’la da 4 giinliikk inkiibasyonun sonunda ortamdan izole

edilmis ve distile su ile yikanarak 45 °C’de kurutulmustur.

2.3.7 Kimyasal On islemin Desiilfiirizasyona Etkisi

Piritik ve arsenopiritik siilfidik minerallerin alkali maddelerle 6n isleme tabi
tutulmasinin desiilfiirizasyon {izerine olumlu etki yaptigi bilinmektedir. Bu 6n

islemde NH4OH, onemli bir kiikiirt giderimine neden olmamakla birlikte ylizey
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aktifligi saglamaktadir. Daha sonra da oksidasyona ugramis olan kiikiirdii hidroliz
etmek icin sodyum karbonat soliisyonu ile parcalanmistir [6]. Bu calisma baz
almarak; 200 pm boyutunda 50 g komiir, 100 ml %25°lik NH4OH ile 10 dakika
manyetik karistiricida  karistirilmig, filtre edilmis, 3 kez su ile yikanarak
kurutulmustur.  Kurutulmus olan komiiriin 25 grami 2. kimyasal isleme tabi
tutulmustur. Buna gére komiire 50 ml 1 N Na,CO; ¢ozeltisi eklenerek 85 °C’de 5
dakika 1sitilmistir. Filtrasyonu takiben su ile yikanarak kurutulmustur. NH4OH ve
NH4OH + Na,COj; ile muamele edilen 25 g’lik komiir ile ¢aligilmistir. Kimyasal 6n
uygulamadan gecirilen komiir, mikrobiyolojik isleme tabi tutulmustur. Bunun i¢in
daha once optimize edilen kosullar olan; erlendeki besiyeri hacmi 100 ml, komiir
miktar1 5 g, ortam sicakhigi 35+1°C, ortam pH’si 6.0 olarak sabit tutulmustur.
Mikroorganizmalart inkiibe etmek amaci ile erlenler, ¢alkalamali inkiibatore
konulmustur. Komiirler, 7. versicolor’la 6 giin, P. chrysosporium’la 4 giin inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonunda kémiirler ortamdan alinarak distile su ile yikanip 45

°C’de kurutulmustur.

24 lislem Goren Komiirde Kiikiirt Gideriminde Lakkazin
Kullamilabilirligi

2.4.1 Lakkaz Uretim Ortaminin Hazirlanmasi

Calismada kullanilan enzimin iiretimi i¢in, lakkaz acisindan yiiksek aktivite
gosteren 7. versicolor kullanilmistir. Enzim aktivitesi a¢isindan enzimin tiretildigi
fungus tiirii kadar fungusun fretildigi besiyeri de Onemlidir. Bu amacla T.
versicolor, modifiye Vogel ortaminda {iretilmistir. Karbon ve vitamin kaynaklari
degistirilerek elde edilen modifiye-Vogel sivi besiyeri ise su sekilde hazirlanmistir:
Besiyerinde kullanilan iz element stok ¢6zeltisi (g/100 ml): Sitrikasit.H,O: 2.5 g,
ZnS04.7H,O: 2.5 g, Fe(NHy)2(S04),.6H,O: 0.5 g, CuSO4.5H,0: 0.125 g,
MnSO4.H,O: 0.025 g, H3BOs: 0.025 g, H3P(Mo03040)s.H,O: 0.0025 g) olacak
seklinde hazirlanmistir. Vogel ana stok ¢ozeltisi ise (g/100 ml olarak; sodyum sitrat:
15 g, KH,PO4: 25 g, MgS04.7H,0: 1 g, CaCl,.2H,0: 0.2 g, NH4NOs: 0.8 g) olacak
sekilde hazirlanmigtir. Modifiye Vogel besiyerini hazirlamak i¢in Vogel Ana Stok
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¢ozeltisine %1 oraninda stok iz-element ¢dzeltisi ve % 2 oraninda glukoz (Merck)
eklenmis ve 1N HCI ile pH’s1 4.7’ye ayarlanmistir. Bu sekilde hazirlanan glukoz-
mineral tuz ¢ozeltisi 1000 ml’lik erlenlere 500 ml hacminde dagitilip daha sonra
otoklavda (1.5 atmosfer basing altinda 110°C° de 25 dakika siireyle) sterilize
edilmistir.  Otoklavda sterilizasyon sonrasi bu c¢ozeltiye milipor filtrasyonuyla
sterilize edilen thiamin-HCI ¢6zeltisinden % 0.1 oraninda (v/v) eklenmistir. Sonugta
elde edilen modifiye Vogel sivi besiyerleri mikroorganizma kiiltiirasyonu ve enzim

caligmalarinda kullanilmistir.

2.4.2 Besiyerlerine Ekim ve Uretim

Yatik-agar stok kiiltiirlerinde bulunan miseller 1 ml steril distile su icinde
stispanse edilmistir. Hazirlanan misel slispansiyonu steril kosullarda 100 ml besiyeri
iceren 250 ml’lik erlenlere ekilmistir. 30 °C’de, 150 r.p.m’de 10 giinliik inkiibasyona
birakilmistir.  Bu siirenin sonunda kiiltiirler siiziilerek biyokiitle sivi fazdan
ayrilmistir.  Elde edilen siiziinti Whatman no: 1 kagidindan tekrar siiziilmiistiir.
Filtrat aktivite Olclimlerinde ve ¢alisma siliresince ham enzim kaynagi olarak

kullanilmistir.

2.4.3 Lakkaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Lakkaz aktivitesi ol¢limii i¢in tepkime tiiplerinde toplam hacim 5 ml olacak
sekilde substrat olarak 1 mM Guaikol iceren 50 mM Sodyum-Asetat tamponundan
(pH 4.5) 4.9 ml alinmistir. Enzim kaynagi olarak 0.1 ml kiiltiir siipernatanti
kullanilarak 37 °C’de 15 dakika su banyosunda (Memmert) inkiibe edilmistir. Kor
olarak denatiire enzim kullanilmistir. 465 nm dalga boyunda spektrofotometrede
(Jasco V=530 UV/VIS spectrophotometer) absorbans Ol¢iilmiistiir. Calismada; 37
°C, 1 dakika, 465 nm dalga boyunda absorbansi 0.1 birim arttiran enzim aktivitesi 1

Unit aktivite olarak tanimlanmustir.
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2.44 Lakkaz Enzimi ile Optimum Desiilfiirizasyon Kosullarinin

Belirlenmesi

Lakkaz enzimi ile optimum desiilflirizasyon kosullarinin belirlenmesi igin,

enzim miktar1 ve ortam pH degeri, inkiibasyon sicaklig1 parametreleri incelenmistir.

2.4.4.1 Sicakhgin Etkisi

12.67 U/ml enzim aktivitesine sahip lakkaz enzimi ile farkli sicakliklarda
calistlmistir. Erlenlere 100 ml sodyum asetat tamponu konulmustur. Tamponun
pH’1 5’e ayarlanarak 0.1, 0.2, 0.5, 1 ml enzim eklenmistir. Partikiil ¢ap1 200 pm olan
komiirden de 5 g ilave edilmistir. Erlenler calkalamali su banyosunda (Memmert) 25

°C’de ve 35 °C’de 30 dakika bekletilmistir.

2.4.4.2 Enzim Miktarmin Etkisi

T. versicolor’dan elde edilen lakkazdan (13.98 U/ml) 0.1, 0.2, 0.5 ve 1 ml
alimarak enzim miktarinin kiikiirt giderimine etkisi arastirnllmigtir. Bu esnada
erlendeki tampon miktart 100 ml, kdmiir miktar1 5 g, ortam pH’s1 6.0, kdmdir partikiil
boyutu 200 pm olarak sabit tutulmustur. 25 °C’de 30 dakika siiresince ¢alkalamali

su banyosunda (Memmert) bekletilmistir.

2.4.4.3 Ortam pH’siin Etkisi

13.98 U/ml enzim aktivitesine sahip lakkaz enzimi ile farkli pH’larda
calisilmigtir. Asetik asitle pH 3.3, 5 ve 6’ya ayarlanan sodyum asetat tamponundan
100 ml konulmustur. Enzimden de 1 ml alarak erlenlere eklenmistir. 200 pm
boyutunda 5 g kémiir de ayni ortama eklenmistir. Inkiibasyon igin 25 °C’de 30

dakika stiresince ¢alkalamali su banyosunda (Memmert) bekletilmistir.
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2.4.4.4 Komiiriin Yikanmasi

Yapilan tiim enzim denemelerinde inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak
uygulanmis ve 30 dakika sonunda erlenler su banyosundan ¢ikarilmistir. Erlenin
icerigi kurutma kagidi ile siiziilmiis, buradan elde edilen kdmiir de % 10’luk HCI ile
yikanmigtir.  Bu islem, piritin oksidasyon siiresince olusabilecek ve kiikdirt
Olctimiinde yanlis sonuglara neden olabilecek jarositleri ortamdan elemine etmek
amaciyla yapilmistir.  Asitle yikama ile komiirdeki jarosit benzeri bilesikleri
uzaklastirmanin yani sira Vogel besi ortaminda bulunan kiikiirt bilesiklerinin de
elimine edilmesi saglanmistir. HCl’yi ortamdan uzaklagtirmak i¢in komiir bol
miktarda distile su ile yikanmigtir. Sonra da koémiir 45 °C’de kurutularak kiikiirt

Olctimleri yapilmistir.

Biyokiitle calismalarinda kullanilan besiyeri bilesiminde kiikiirt ya da
kiikiirtlii  bilesik bulunmadigi icin komiirleri distile su ile yikamak yeterli

gorilmiistiir.

2.5 Kiikiirt Analizleri

Biyokiitle ve enzimle yapilan deneylerden sonra komiirlerin toplam kiikiirt
oranlari, LECO SC-144DR marka kiikiirt analizorii ile olciilmiistiir. Infrared
yontemin mekanizmasi Sekil 2.3’de ve bu cihazin genel goriiniimii de Sekil 2.4’te
verilmistir. ASTM 4239 standard1 dikkate alinarak infrared absorbsiyon belirleme
prosediirleri ile yliksek sicaklikta yakma yontemine gore toplam kiikiirt oranlari
belirlenmistir. Bu sonuglar, ¢alisilan fungus biyokiitleleri ve enzimi ile muamele
edilmemis olan kdmiiriin kiikiirt oran1 baz alinarak karsilagtirilmis ve kiikiirt giderimi
saptanmigtir. Kiikiirt 6l¢iimii yapilmadan once cihaz sertifikali referans maddelerle
kalibre edilmistir. Bu yontemde kOmiir oksijen altinda 1350 °C’de yakilmis ve
komiirdeki kiikiirt SO,’ye doniistiiriilmiistiir. Nem ve partikiiller, magnezyum
perklorat ile doldurulmus tuzaklar araciligiyla uzaklastirilmistir. SO, nin bulundugu
bir hiicreden gecirilen gaz akigi IR absorbsiyon belirleyicisi ile ol¢iilmiistir.

Belirlenen SO;’den de toplam kiikiirt tespit edilmistir [49].
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2.6 Komiiriin Kimyasal Analizleri

Bu amagcla komiiriin kiil ve kalori degeri Olgiilmiistiir.

Kiil oram1 LECO

TGA701 (ASTM D 5142) marka termogravimetrik analizorii (Sekil 2.5) ile kalori

degeri LECO AC-350 (ASTM D 5865) marka (Sekil 2.6) ile 6l¢iilmiistiir.
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Sekil 2.3 Infrared yontemin mekanizmasi [49].
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Sekil 2.4 Komiir kiikiirt 6l¢iim cihazi
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Sekil 2.5 Komiiriin ugucu madde ve kiil/nem miktar1 6l¢iim cihazi

Sekil 2.6 Komiir kalori 6l¢iim cihazi
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3. BULGULAR

3.1 Biyokiitle Calismalarinda Elde Edilen Sonuclar

Bu calismada yiiksek oranda kiikiirt igeren linyit kOmiirlerinin
desiilfiirizasyonunda beyaz cliriik¢iil funguslar olan 7. versicolor ve P.
chrysosporium’un biyokiitlelerinin rolleri degerlendirilmistir. Funguslar {izerinde

farkli parametreler denenerek kiikiirt miktarinin degisimi incelenmistir.

3.1.1 Ortam pH’min Kiikiirt Giderimi Uzerine EtKisi

Farkli pH degerlerinde hazirlanan sivi besiyeri ortaminda inkiibe edilen 7.
versicolor ve P. chrysosporium tiirlerinin her ikisi i¢in de uygun pH degeri 6 olarak
belirlenmistir (Sekil 3.1). pH 6’da T. versicolor i¢in kiikiirt giderimi % 23.93 iken P.

chrysosporium i¢in % 20.4 bulunmustur.

50+

40-

% e SV

giderimi

AN

OT. versicolor

20+

B P. chrysosporium

101

04
pH 3 pH 4 pH 5 pH 6

pH

Sekil 3.1. Farkli pH degerlerinde 7. versicolor ve P. chrysosporium ile kiikiirt
giderimi (Deneyler, Laboratuvar Calismalar1 ve Yontemler boliimiinde anlatildigt
sekilde yapilmistir).
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3.1.2 Ortam Sicakhiginin Kiikiirt Giderimi Uzerine Etkisi

pH 6°da farkli sicakliklarda inkiibasyona birakilan 7. versicolor ve P.
chrysosporium’un kiikiirt miktar1 lizerine etkisi incelenmistir (Sekil 3.2). Sekilde de
goriildiigi gibi 35 °C ile 40 °C arasinda verim agisindan ¢ok biiyiik fark
goriilmemistir. Ancak ¢aligma sicakligi olarak 40 °C yiiksek bir sicakliktir. 35 hem
calisma sicakligr icin uygun hem de iki tiirde esit verim alinmasi ve deneylerin
paralel yiiriitiilmesi agisindan uygun sicaklik olarak tercih edilmistir. Buna gore 35
°C’de T.versicolor biyokiitlesi ile gergeklestirilen kiikiirt giderimi % 37 iken ayni

sicaklikta P.chrysosporium’daki kiikiirt giderimi ise % 34 olarak saptanmustir.
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Sekil 3.2 Farkli sicaklik degerlerinde 7. versicolor ve P. chrysosporium ile kiikiirt
giderimi (Deneyler, Laboratuvar Calismalar1 ve Y 6ntemler boliimiinde anlatildigi
sekilde yapilmaistir).

3.1.3 Komiir Miktarmin Kiikiirt Giderimi Uzerine Etkisi

Funguslarla isleme girecek komiir miktarlarmi degistirerek kiikiirt giderimi
gozlenmistir (Sekil 3.3). Deneyde 100 ml besiyerine konulacak optimum komiir
miktar1 % 5 w/v olarak belirlenmistir. Buna gore % 5 w/v (5 g) kdmiirle ¢aligilan
ortamlarda 7. versicolor’un biyokiitlesi ile gergeklestirilen kiikiirt giderimi % 40.1

iken P. chrysosporium igin ise bu deger % 38.2 olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.3 Farkli komiir miktarlari ile islem gormiis 7. versicolor ve P.
chrysosporium’un desiilfiirizasyon potansiyeli (Deneyler, Laboratuvar Caligmalar1 ve
Yontemler boliimiinde anlatildig: sekilde yapilmistir).

3.1.4 Inkiibasyon Siiresinin Kiikiirt Giderimi Uzerine EtKisi

Inkiibasyon siiresinin kiikiirt giderimindeki etkisini belirlemek amaciyla
kdmiiriin 7. versicolor ve P. chrysosporium biyokiitleleleri ile islem stiresi 2—10 giin
arasinda degistirilmis ve inkiibasyon siireleri sonunda komiirlerin kiikiirt miktarlar
Olctlmistiir (Sekil 3.4). Kiikiirt giderimi acisindan, P. chrysosporium igin uygun
inkiibasyon siiresi 4 giin olarak belirlenmistir. Dordiincii giindeki kiikiirt giderimi %
32.9 olarak saptanmistir. 7. versicolor’un da inkiibasyonunun altinci giiniinde %

33.7 kiikiirt giderimi gozlenmistir.
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Sekil 3.4 T versicolor ve P. chrysosporium ile kiikiirt gideriminde inkiibasyon
stiresinin etkisi (Deneyler, Laboratuvar Calismalar1 ve Yontemler boliimiinde
anlatildig: sekilde yapilmistir).

3.1.5 Komiir Partikiil Boyutunun Kiikiirt Giderimi Uzerine Etkisi

Komiir partikiil boyutunun kiikiirt giderimi {izerine etkisini degerlendirmek
ve islemin endiistriyel agidan uygulanabilirligini incelemek amaciyla farkli elekler
kullanilarak <5, <2.0, <1.68 ve <1.19 mm boyutlarinda elek alt1 komiirler elde
edilmistir. Bu komiirlerle biyokiitle ¢aligmalar1 yapilarak kiikiirt giderim oranlarina
bakilmistir. Yapilan kiikiirt analizleri sonucu, ¢alismanin basindan beri deneylerde
kullanilan 0.2 mm boyutundaki komiirle yapilan mikrobiyal islemden sonraki kiikiirt
Olctimleri ile karsilastirilmistir (Sekil 3.5). Buna gore biiyiik partikiil boyutuna sahip
olan koOmiirlerde gozlenen kiikiirt giderim orani, 0.2 mm boyutuna sahip
komiirlerdeki giderim oranina gore diisiik oldugu gozlenmistir. Komiirii destilfiirize
etmede partikiil boyutunun 6nemli bir faktdr oldugu sonucuna varilmistir. Partikiil
boyutunun, mikroorganizmanin pirite girebilirligi acisindan dolayisiyla kiikiirt

uzaklastirma ve piritin oksidasyon orani iizerinde rol oynadigi gosterilmistir.
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Sekil 3.5 Partikiil boyutunun destilfiirizasyon tizerine etkisi (Deneyler, Laboratuvar
Calismalar1 ve Yontemler boliimiinde anlatildig: sekilde yapilmistir).

3.1.6 Sterilizasyonun Kiikiirt Giderimi Uzerindeki Rolii

Sterilize edilmis ve mikroorganizmalarla iglem gormiis komiirdeki kiikiirt
giderimi ile sterilize edilmemis ve mikroorganizmalarla isleme tabi tutulmus
komiiriin kiikiirt giderimleri arasinda ciddi bir farklilik gozlenmemistir (Sekil 3.6).
Boylelikle biiylik olasilikla kiikiirt gideriminden sadece deneylerde kullanilan

mikroorganizmalarin sorumlu oldugu gosterilmistir.

Sekil 3.6 Sterilizasyonun kiikiirt giderimi tizerindeki rolii (Deneyler, Laboratuvar
Calismalar1 ve Yontemler boliimiinde anlatildig: sekilde yapilmistir).
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3.1.7 Kimyasal On Uygulamanin Desiilfiirizasyona Etkisi

Fungal islemden once 25 gr’lik komiirler kimyasal 6n isleme tabi tutulmak
amaciyla NH4OH ve NH4OH + Na,COs ile muamele edilmistir. Her iki kimyasal 6n
uygulamadan elde edilen komiirler ile fungus biyokiitle calismalar
gerceklestirilmistir.  Kimyasal iglem sonrasinda beyaz ¢iirlik¢lil funguslarla
yaptigimiz calismada olumlu yonde bir artis gézlemlenmemistir (Sekil 3.7). Yapilan
bu calismada yalniz NH4OH ile muamele edilen komiirde kiikiirt giderimi 7.
versicolor i¢in % 22.8 iken P. chrysosporium igin % 23.6 olarak tespit edilmistir.
NH4OH ve Na,COj ile muamele edilen komiirdeki kiikiirt giderimi ise 7. versicolor
i¢in % 9.64 iken P. chrysosporium i¢in % 10.5 olarak tespit edilmistir. Sonug olarak
beyaz ciiriik¢iil funguslarla yapilan kiikiirt gideriminde kimyasal 6n uygulamanin

desiilfiirizasyonu indiiklemedigi sonucuna varilmstir.
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Sekil 3.7 Kimyasal 6n uygulamanin desiilfiirizasyona etkisi (Deneyler, Laboratuvar
Calismalart ve Yontemler boliimiinde anlatildig sekilde yapilmustir).

3.2 Enzim Calismalari

3.2.1 Serbest Lakkaz Enziminin Kiikiirt Giderimi Uzerine Etkisi

Once aktivitesi dl¢iilen lakkaz enzimi ile kiikiirt giderimi, sicaklik, enzim

miktar1 ve ortam pH’s1 agisindan degerlendirilmistir.
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3.2.1.1 Sicakhigin lakkaz enzimi ile desiilfiirizasyon iizerine etkisi

12.67 U/ml aktiviteye sahip lakkaz enziminin 25 ve 35 °C’de inkiibasyonu
neticesinde kiikiirt giderim oraninin 25 °C’de daha yiiksek oldugu saptanmustir (Sekil
3.8).

50

Sekil 3.8 Farkli sicakliklarda inkiibasyona birakilan lakkazin desiilfiirizasyondaki
rolii (Deneyler, Laboratuvar Calismalar1 ve Yontemler boliimiinde anlatildig: sekilde
yapilmigstir).

3.2.1.2 Enzim Miktarmin Desiilfiirizasyona Etkisi
T. versicolor’dan elde edilen lakkazin, ortama farkli miktarlarda eklenmesi ile

kiikiirt giderimi agisindan nasil bir etki gosterdigi degerlendirilmistir. Bu sonuglara

gore enzim miktari arttik¢a kiikiirt giderim orani da artig gostermistir (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Enzim miktarinin lakkaz enzimi ile desiilfiirizasyon iizerine etkisi
(Deneyler, Laboratuvar Calismalar1 ve Yontemler boliimiinde anlatildig: sekilde
yapilmigstir).

3.2.1.3 Ortam pH’sinin lakkaz enzimi ile desiilfiirizasyon iizerine etkisi

13.90 U/ml olarak olgiilmiis aktiviteye sahip lakkaz enzimi ile farkli pH
ortamlarinda ¢alisilmistir. 25 °C’de 30 dakikalik bir inkiibasyon neticesinde kiikiirt
giderimi degerlendirilmistir. pH 3.3’de meydana gelen desiilfiirizasyon orani, pH 5
ve 6’ya gore daha yiiksek gozlenmistir. Bu nedenle pH 3.3 de calismanin daha
uygun olacagi saptanmistir (Sekil 3.10).

\\.

Sekil 3.10 Farkli pH ortamlarinda lakkazin desiilfiirizasyondaki rolii (Deneyler,
Laboratuvar Calismalar1 ve Yontemler boliimiinde anlatildig: sekilde yapilmistir).
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3.3 Komiiriin Kimyasal Analizleri

Kiikiirt giderim uygulamalarinin linyitin 6zelliklerini etkileyip etkilemedigini
belirlemek amaci ile kalori ve kiil analizleri de yapilmistir. Komiirlere uygulanan
mikrobiyal islemin kiikiirt giderimini sagladigi, kalori degerinde bir azalmaya sebep
olmadigi, aksine az da olsa artirdig1 saptanmistir. Burada saptanan kalori degeri,
kuru komiirdeki st 1s1 degeridir. Yapilan calismada kiil oranina da bakilmis ve
azaldig belirlenmistir (Cizelge 3.1). Bu da elimine edilen kiil yiizdesi ve komiiriin

desiilfiirizasyonu arasinda paralel bir iliskinin varligini ortaya koymaktadir.

Cizelge 3.1 KOmiiriin kalori ve kiil analizleri (Analizler, Laboratuvar Calismalar1 ve
Yontemler boliimiinde anlatildig sekilde yapilmistir).

Islem Trametes Phanerochaete Lakkaz enzimi
gérmemis versicolor’la  chrysosporium’la ile muamele
komiir islem gormiis islem gormiis edilmis komiir
komiir kdmiir
Kiil (%) 20.47 15.09 15.65 16.97
Kalori(cal/g) 5182 5330 5270 5811

3.4 Kiikiirt Emisyon Degerleri

Kiikiirt emisyon degeri (EV); kiikiirt i¢eriinin megajoule cinsinden kalori
degerine boliinmesi ile elde edilir. EV’nin yiiksek degeri, ¢evresel etkinin fazla
oldugunu gosterir [33]. EV tespiti i¢in % 2.96 wt kiikiirt degerine sahip Tungbilek-
Yorgiic panosundan saglanan komiirtin kiikiirt ve kalori degerleri baz alimmustir.
Beyaz ciiriik¢iil funguslarla yaptigimiz deneylerin bu komiirlerin kiikiirt emisyon

degerini disiirdiigli gosterilmistir (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 Islem gérmemis ve mikrobiyal islem gdérmiis komiiriin kiikiirt emisyon
degerlerinin karsilastirilmasi (Analizler, Laboratuvar Calismalar1 ve Y ontemler
boliimiinde anlatildig1 sekilde yapilmistir).

Fungal

isleme tabi

Trametes

versicolor’la

Phanerochaete

chrysosporium’la

Lakkaz

enzimi ile

tutulmams | islem gormiis | islem gormiis islem gormiis
ham komiir | komiir komiir komiir
Toplam % 2.96 % 1.89 % 1,92 % 2.09
kiikiirt (%)
Kalori degeri | 21.69 22.31 22.06 24.32
(Megajoule)
Kiikiirt 0.136 0.084 0.087 0.085
emisyon
degeri (EV)
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4. TARTISMA ve SONUC

Yiiksek kiikiirt iceren komiirlerin desiilfiirizasyon islemine tabi tutulmasi
gereklidir.  Simdiye dek oOnerilen fiziksel islemlerde sadece inorganik kiikiirt
giderilebilmis, organik kiikiirt ise uzaklastirilamamistir [1]. Kiikiirt giderimi igin
Onerilen kimyasal yontemlerde reaksiyonlarin gergeklesebilmesi i¢in ekstrem sartlar
gerekmektedir. Pysh’yev ve arkadaglar1 yaptiklar1 kimyasal bir ¢calismada oksidatif
desiilfiirizasyonu  gergeklestirebilmek i¢in 623-723 °K araligindaki sicakliga
gereksinim oldugunu bildirmislerdir [20]. Bu arastirmada komiirdeki toplam
kiikiirtte % 76 oraninda azalma olmus ve giderimin tiimiiniin piritik kiikiirtte oldugu
tespit edilmistir. Organik kiikiirtte ise hicbir giderimin olmadigi, aksine kimyasal
desiilfiirizasyondan sonra % 53 oraninda bir artis oldugu saptanmustir [20]. Ustelik
boyle yliksek sicakliklarda calismak, islem igin gereken enerji tiiketimini de
artirmaktadir. Bu nedenle biyodesiilfiirizasyonun endiistri tarafindan benimsenmekte
ve halen kullanilmakta olan yontemlerden daha etkili oldugu diisiiniilmektedir [42].
Yakmadan 6nce komiirden kiikiirdiin uzaklastirilmasinda kullanilan biyolojik yontem
teknik olarak uygulanabilir bir islemdir. Biyodesiilfiirizasyon konusunda calisan
arastirmacilar tarafindan birgok farkli mikroorganizma 6nerilmis ve bunlarin her biri
farkli sonuglar vermistir [1]. Mikrobiyolojik kiikiirt gideriminde Sulfolobus gibi
termoasidofilik bakteriler [29] hari¢ Thiobacillus sp, Leptospirillum sp [22, 58, 40],
Rhodococcus sp [35, 36, 56, 57] gibi mezofilik bakteriler kullanildiginda islem i¢in
30 °C sicaklik gerekmektedir. Bu sonuglar biyolojik islemlerin fiziksel ve kimyasal
islemlere gore daha 1limli sartlarda gerceklesebildigini gostermektedir. Bizim
yaptigimiz calismada ise sicaklik optimizasyonu ile beyaz ciiriik¢iil funguslarin

kiikiirt giderimi igin 35 °C sicakligin uygun oldugu tespit edilmistir.

Yaptigimiz arastirmada, once 7. versicolor ve P. chrysosporium biyokiitleleri
ile kiikiirt gideriminin pH, sicaklik, inkiibasyon siiresi ve komiir miktari
parametreleri agisindan optimizasyonu ¢alisilmistir. Daha sonra da 7. versicolor’dan

elde edilen lakkaz enziminin desiilfiirizasyonda kullanilabilirligi arastirilmistir.
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Literatiire gore mikrobiyal kiikiirt giderim ¢aligmalarinda genellikle asidofilik
bakteriler kullanilmakta ve bunun bir sonucu olarak pH 1.5’ta en yiiksek verim elde
edildigi bildirilmektedir [40]. Ancak, endiistriyel capta yapilacak bir uygulama icin
kurulacak biyoreaktdrde boyle kuvvetli bir asidik ortami elde etmek hem maliyet
acisindan hem de uygulama acisindan zor olacaktir. Funguslarin bir¢ogu optimum
olarak pH 4-6 gibi nétre yakin araliklarda gelisebilirler [59]. Ornegin Acharya ve
arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada komiirden izole edilen bir Aspergillus tiri
ile desiilfiirizasyon pH 6.5’ta gerceklestirilmistir [42]. Yaptigimiz arastirmada ise
biyokiitle ¢aligmalar1 asamasinda uygun pH degerleri 3 ve 6 olarak saptanmustir.
Ancak, biiylik olcekli bir desiilfiirizasyon siireci goz Oniine alindiginda pH 3’ilin
nispeten kuvvetli asidik bir ortam olacagr ve olasi ¢alisma giigliikleri meydana
getirebilecegi distiniilerek, pH 6’da ¢alismak uygun gorilmiistir. pH 6’da elde
edilen desiilfiirizasyon degerleri 7. versicolor i¢in % 23.93 iken, P. chrysosporium

i¢in % 20.4 olarak elde edilmistir.

Bakterilerle yapilan desiilfiirizasyon c¢aligmalarini sicaklik acisindan 2 sinifa
ayirmak miimkiindiir. Mezofilik bakteriler 20 ile 40 °C arasinda optimum gelisme
gosterirken arkebakterilerden olan termoasidofilik bakteriler 40 °C’nin iizerindeki
sicakliklarda yasamaktadirlar [59]. Thiobacillus gibi mezofilik bakteri tiirleri ile
yapilan desiilfiirizasyon arastirmalar1 genelde 30 °C’de olurken [22] Sulfolobus gibi
termofilik bakteri tiirleri ile genelde 70 °C’de olmaktadir [29]. Aspergillus cinsi
fungusla yapilan bir desiilfiirizasyon c¢alismasi 33.5 °C’de gergeklestirilmistir [42].
Bizim ¢alismamizda 35 ile 40 °C arasinda kiikiirt giderimi agisindan ¢ok fark
olmadig1 gozlenmistir.  Ancak genel olarak hem 7. versicolor hem de P.
chrysosporium’un hiicre disi enzimlerinin 37 °C’de yiiksek aktivite gosterip
uygulanan iglem agisindan da yiiksek verim alindigi ve 40 °C’nin de bu bakimdan
yiiksek oldugu bilinmektedir [93, 94]. Bu nedenle deneylerin bu agsamasinda 35 °C
hem ¢alisma sicakligl agisindan hem de deneylerin paralel yiiriitiilmesi acisindan

uygun sicaklik olarak tercih edilmistir.
Komiir miktar1 agisindan kiikiirt giderim siireci ekonomisini degerlendirmek

amaci ile calisilan komiir miktar1 6nemli bir parametredir. Ortama konulan az

miktarda komiiriin desiilfiirizasyon orani da yiiksek olmaktadir. % 20 w/v degerinde
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komiir miktarinin mikroorganizma biiyiimesini inhibe ettigi bildirilmistir [40].
Maden ocagindan izole edilen mikroorganizmalarla yapilan bir desiilfiirizasyon
calismasinda kullanilan komiiriin miktar1 % 5 wt olarak belirlenmistir [33]. Yapilan
bu ¢alismada komiir miktar1 % 2-6 arasinda degistirilerek fungal isleme tabi tutulmusg
ve kiikiirt giderim oranina bakilmistir. % 2 wt, % 3 wt, % 4 wt miktarlara sahip
komiirlerle c¢alisildiginda kiikiirt giderim orami acisindan ¢ok biiyiik farkliliklar
gozilkmemekle birlikte en fazla miktarda komiirle ¢alismanin daha ekonomik ve
avantajl olacag: diisiiniilmiistiir. Bu nedenle % 5 wt oraninda komiirle ¢alisilmistir.
% 6 wt oraninda komiirle calisgildiginda kiikiirt gideriminin diismeye bagladigi

gOrilmiistiir.

Calismamizin inkiibasyon siiresinin optimizasyonunda P. chrysosporium igin
4 giinliik, 7. versicolor igin ise 6 giinliik siire sonunda kiikiirt gideriminin yiiksek
oldugu tespit edilmistir. Endiistriyel 6l¢ekte cok biiyiik miktarda komiirle ¢calismak
istenildiginde 4 ve 6 giinliik siirecler zaman kaybina neden olabilir.  Kiikiirt
bilesiklerini kémiirden ayirmak i¢in desiilfiirizasyon agisindan daha aktif fungal
kiiltiirler gelistirilmesine gereksinim duyulmaktadir. Genetik miihendisligindeki
gelismeler, daha hizli ve daha fazla kiikiirt uzaklastirma aktivitesi agisindan

mikrobiyal kiiltlirlerin daha donanimli olmasini saglayacaktir [1].

Bu arastirmada biyokiitle calismalarinin bir basamaginda kullanilan <5, <2.0,
<1.68 ve <1.19 mm olan farkli partikiil boyutlarina sahip komiirlerde diisiik oranda
desiilfiirizasyon gozlenmistir. Calisilan her iki fungus tiirii agisindan denenen farkl
partikiil boyutundaki kdmiirlerde <1.68 mm boyutundaki komiirdeki kiikiirt giderimi
daha yiiksek olmustur. Tiim deneylerimizde kullanilan 200 pm boyutundaki
komiirlerin mikrobiyal isleminden sonra dl¢iilen kiikiirt giderim oranlar1 daha yiiksek
bulunmustur.  Bu da partikiil boyutunun desiilfiirizasyon iizerindeki etkisini
gostermek amaci ile daha Once yapilan ¢aligmalarla paralellik gostermektedir [40].
Komiiriin toz haline getirilmeden de farkli partikiil boyutlarinda, verim diisiik olsa
bile kiikiirdiin giderilebildigi, endiistriyel uygulamalar i¢in gelistirilmeye ¢alisilan bir
sistemin kullanilabilirligi gosterilmistir. Acharya ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir
calismada da 74 um boyutundan daha kiiclik komiirle ¢aligtiklarinda elde ettikleri
biyodesiilfiirizasyon oran1 % 75 iken 74 ile 105 pum arasi partikiil boyutuna sahip
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komiirle calistiklarinda ise bu oran % 48 olmustur [42]. Bu sonuca gore partikiil
boyutu kiiciildiik¢e kiikiirt giderimi artmaktadir. Fakat ¢alismamizin bu asamasinda
vurgulanmak istenen endiistriyel boyutta kiikiirt gideriminin partikiil boyutu
acisindan degerlendirilmesidir. Endiistriyel a¢idan daha biiylik boyuttaki komiirlerin
kiikiirt giderim verimliliginin arttirilmas1 yoniinde yapilacak caligmalar maliyeti de

diistirecektir.

Calismamizda komiir oOrneklerinde bulunabilecek herhangi bir dogal
mikroorganizmanin  kiikiirt giderim isleminde rol oynaylp oynamadigini
degerlendirmek amaci ile komiir sterilize edilmistir. Bu amacla komiirler, T.
versicolor ve P. chrysosporium tiirleri ile muamele edilmeden Once sterilize edilmis
sonra da fungal isleme tabi tutulmustur. Buradan elde edilen kiikiirt giderim oranlar
sterilize edilmemis ve fungal isleme tabi tutulmus komiirlerle kiikiirt giderim orani
agisindan  karsilastirilmistir.  Karsilastirma  esnasinda  ciddi  bir  farklilik
gozlenmemistir. Buna gore kiikiirt gideriminden biiyiik olasilikla sadece deneylerde
kullanilan mikroorganizmalarin sorumlu oldugu gosterilmistir.  Sterilize edilmis
komiirlerdeki fungal islemden sonra kiikiirt giderim oraninin sterilize edilmeyen
komiirlerin kiikiirt giderim oranina gore az da olsa diisiik gozlenmesi sterilizasyon ile
mikroorganizmalar agisindan sinerjik bir etkinin ortadan kaldirilmasi seklinde
yorumlanabilir.  Bu sonuglar komdiiriin sterilizasyon asamasmin ¢ok gerekli
olmadigimi gostermektedir. Komiiriin sterilizasyonu maliyet acisindan da kiilfetli

olacaktir.

Tripathy ve arkadaglar1 yaptiklar1 arastirmada komiir bakteriyel uygulama
oncesi NH4OH ve CaCOs ile kimyasal 6n isleme tabi tutulmuslardir. Daha sonra da
Thiobacillus kiiltlirii ile muameleye sokulmus komiirde kiikiirt giderimi, kimyasal
isleme sokulmayan komiirdeki kiikiirt gideriminden % 11 daha fazla olmustur [6].
Fakat bizim yaptigimiz ¢alismada kimyasal 6n islemin sonucu degistirmedigi aksine

kiikiirt giderim oraninda bir azalmaya neden oldugu belirlenmistir.
Baek ve arkadaglari tarafindan yapilan bir arastirmada kiikiirt gideriminde

mikrobiyolojik islemden 6nce komiir biyolojik yolla sivilagtirilmig ve daha sonra da

R. rhodochrous tirli ile muamele edilmistir. Bdylelikle toplam kiikiirtte % 75
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oraninda bir azalma tespit edilmistir [95]. Bizim yaptigimiz islemde 200 pm
boyutundaki kuru komiir 6rnegi ile calisilmistir ve % 40 oraninda bir giderim
saglanmistir. Sivilagtirilan komiirde kiikiirt giderimi daha yiiksek ise de sivilastirma
on islemi hem siireyi wuzattifi hem de maliyeti artirdigt icin verimli
gorinmemektedir. Yaptigimiz aragtirmada kullandigimiz komiir gibi 6n isleme tabi

tutulmayan komiirdeki kiikiirt giderimi daha anlamli olmaktadir.

Kiikiirdii siilfata indirgeyebilen bakterilerin ¢ogu asidik ortamlar1 sevdikleri
icin besi ortamlar1 da bu sekilde hazirlanmaktadir ve olduk¢a komplekstir. Mezofilik
bakteriler i¢in kullanilan 9K adi ile bilinen besi ortami ile termoasidofilik bakteriler
i¢in kullanilan mineral tuz ortami bir¢ok bilesenden olugmaktadirlar [22, 29, 58].
Ancak desiilflirizasyon i¢in endiistriyel 6l¢ek diisiiniildiiglinde maliyeti diisiik olan
bir besiyerini kullanmak daha dogru olacaktir. Biyokiitle ¢alismalarinda
kullandigimiz Malt broth besiyeri, funguslar i¢in kullanilan genel bir besiyeri olup
bilesimi oldukca basittir ve maliyeti de diisiiktiir. Bu da kiikiirt giderim isleminde
hacim biiyiitmesine gidildiginde mikroorganizmalarin yetisebilecegi bir besi

ortaminin kolay ve ucuz elde edilebilir oldugunu gostermektedir.

Willmann ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢aligmada funguslarin hiicre disi
enzimlerinin linyit degradasyonundaki rolii arastirllmistir ve bu arastirmada ortam
pH’1 3, sicaklik 22 °C olacak sekilde deneyler siirdiiriilmiistiir [43]. Schreiner ve
arkadaglar tarafindan yapilan deneylerde P. chrysosporium enzimi olan ligninazla
desiilfiirizasyon caligsmasi ise pH 3.5’ta gergeklestirilmistir [96]. Lakkaz enzimi ile
yaptigimiz ¢alismalarda uygun sicaklik 25 °C, uygun enzim miktar1 1 ml ve ¢alisilan
asitlik dereceleri arasinda en uygun pH 3.3 olarak belirlenmistir. Enzim iiretimi i¢in,
aktivitenin yiiksek c¢iktigi Vogel besi ortami kullanilmistir.  Van Hamme ve
arkadaglarinin yaptig1 bir ¢calismada beyaz clirlik¢iil fungus enzimleri ile petrolde
organik kiikiirt giderimi ¢alisilmigtir. Bu amagla glukoz malt-maya ekstrakt ortami
kullanilmistir. Bu besiyerinde tiretilen fungustan elde edilen lakkazin aktivitesi 0.15
U/ml olarak belirlenmistir. Arastirma 28 °C’de yapilmistir [41]. Bizim yaptigimiz
calismada ise lakkaz aktivitesi 12—13 U/ml arasinda degisim gosterdigi belirlenmis

ve bu enzim desiilfiirizasyon isleminde kullanilmistir.
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Komiiriin ¢cok kompleks ve heterojen olan yapisi lignine benzeyen alifatik ve
aromatik yapilar ile humik asitten olusur. Lignini pargalayabilen funguslarin
desiilfiirizasyon siirecinde de kullanilabilecegi, arastirmamizin ¢ikis noktasidir.
Peroksidaz ve lakkaz gibi lignin parcalayan enzimler, diisiik substrat spesifitesine
sahip oldugu i¢in, linyit yapilarin1 da parcalayabilmektedir [97]. Ciinkii komiir,

mikroorganizmalar tarafindan karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilmaktadir [43].

Deneysel calismamizda kiikiirt 6l¢limiiniin yani sira kdmiiriin kiil miktar1 ve
kalori degeri de incelenmistir.  Kikiirt gideriminin kOmiiriin kalori degerini
degistirmedigi hatta az da olsa arttig1 gézlenmesine karsin kiil oraninda bir azalma
oldugu saptanmistir. Elde ettigimiz sonuclar, daha 6nce yapilan arastirmalarin
sonuglart ile uyumludur [33]. Kiil miktarindaki azalma kiikiirt giderimi ile kiil
miktarinin degisimi arasinda paralel bir iliski oldugunu gostermektedir. Uygulama
stiresince kiil seviyesinin diigmesi komiirde var olan minerallerin ¢oziildiigiini
gosterir. Kalori miktarinin degismemesi ve kiil miktarindaki azalma linyitin kalitesi
acisindan da olumlu bir sonugtur. Bunun disinda kalori ve kiikiirt degerleri baz
alinarak hesaplanan kiikiirt emisyon degerinin (EV) de mikrobiyal islem sonunda
azaldig: tespit edilmistir. EV degeri hava kirliliginin gostergelerinden biri olup bu
degerin azalmasi komiiriin neden oldugu olumsuz g¢evresel etkinin de azaldigini

gostermektedir [33].

Geng komiirlerden olan linyitin sivilagtirilmasi, beyaz ¢iiriik¢iil funguslarla
diger siireclere gore daha ilimh sartlarda gerceklestigi icin ilgi ¢eken bir konu
olmustur. Beyaz cliriik¢iil funguslarin  ve hiicre dis1 enzimlerinin  komiir
solubilizasyon ¢alismalarinda kullanilmis olmasina ragmen karsilastirmali hiicre-
enzim desiilfiirizasyon c¢alismalar1 ve optimizasyonuna literatlirde rastlanmamustir.
Van Hamme ve arkadaglar1 tarafindan yapilan bir ¢alismada, petrolde bir organik
kiikiirt bilesigi olan dibenzil siilfidin beyaz ¢iiriik¢iil funguslarla parcalanmasi, hangi
bilesiklere doniistiigli ve bu olayin mekanizmasi arastirilmistir [41]. Schreiner ve
arkadaglarinin yaptiklar1 aragtirma sonucu beyaz ¢iiriikk¢iil funguslardan olan P.
chrysosporium 1ile model olarak secilen tiantren adli bir kiikiirt bilesiginin
oksidasyonu c¢alisilmistir.  P. chrysosporium’un bu bilesigi okside edebildigi

sonucuna varilmigtir.  Fakat komiirde toplam kiikiirt orani c¢alistlmamistir ve
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optimizasyon yapilmamistir. Biyolojik kiikiirt gideriminde P. chrysosporium’un
ilerde kullanilabilecegi ve bu yolda potansiyel bir mikroorganizma oldugu
Onerilmistir [96]. Ichinose ve arkadaslar1 tarafindan kiikiirt igeren heterosiklik
bilesiklerin 7. versicolor’la gergeklestirilen doniisim mekanizmalar1 ve yollari
arastirllmistir. Bu amagla rekalsitrant kiikiirt bilesikleri T.versicolor’la muamele
edilmistir.  Bu fungusun biiylimesi icin bu maddeler kiikiirt kaynagi olarak
kullanilmis ve fungus da bunlar1 metabolize etmistir. Bu metabolik olaylarin
disardan eklenen ksenobiyotiklere kars1 kimyasal bir stres olarak meydana geldigi
diisiiniilmistiir [98]. Bizim ¢alismamizda ise beyaz cliriik¢iil fungus biyokiitleleri ve

bunlardan elde edilen lakkaz ile komiirdeki toplam kiikiirt giderimi saglanmistir.

Beyaz ciirtik¢iil funguslarin enzimleri, enzim represyonundan ziyade besin
azalisina cevap olarak {iretilirler; sonug olarak, beyaz ¢iirlik¢iil funguslar, kimyasal
kirleticileri parcalamadan 6nce adaptasyon siirecine gereksinim duymazlar [60]. Bu
funguslarin lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz gibi sekonder
metabolitleri bircok maddeyi pargalayabilirler [62]. Calismamizda kiikiirt
gideriminin maksimum oldugu giinlerin doérdiincii ve altinct gilinlerde meydana
gelmesi, kiikiirt gideriminde beyaz ciiriik¢iil funguslarin hiicre dis1 enzimlerinin yani
sira bagka faktorlerin de rol oynadigimi diisiindiirmektedir. Biyokiitle ¢caligmalarinda
kullanilan malt broth besiyeri enzim aktivitesini indiikleyebilecek amactan ziyade
endiistriyel 6l¢ekte kullanilabilecek maliyeti diisiik olan genel bir besiyeridir. Fakat
funguslarin iireyebilecegi kiiltiir ortami, lakkaz aktivitesini arttiracak sekilde
hazirlandiginda en yiiksek aktivite onuncu gilinde tespit edilmekle birlikte bu
besiyerinin maliyeti yiliksek oldugu icin biyokiitle calismalarinda kullanilan malt

broth besiyeri ekonomik agidan daha avantajli olmaktadir.

Lakkaz enziminin petrolde dibenzil siilfidin, dibenzil siilfokside
oksidasyonunu katalizledigi Van Hamme ve arkadaslari tarafindan kanitlanmistir.
Bu bilgiler 1s1ginda; ilk oksidasyon basamaginin hiicre dist enzimler ile
katalizlendigini, son metabolizmanin da P- 450 sistemi araciligiyla meydana geldigi
Onerilmistir.  Funguslar; sitokrom P- 450 ve hiicre dist enzimler araciligiyla
antropojenik kimyasallar ve hidrokarbonlari metabolize edebilirler [41]. Fungal

sitokrom P- 450’nin hem biyosentetik hem de katabolik reaksiyonlarda dénemli rol
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oynadigt bilinmektedir. Beyaz ciiriikk¢iil funguslardaki sitokrom P- 450
monooksijenazlar1 ksenobiyotik transformasyonunda O6nemli rol oynamaktadirlar
[99]. Muhtemelen bizim ¢alismamizda da kiikiirt gideriminde hiicre dis1 enzimlerin

yani sira sitokrom P—450 enzimlerinin de rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Uygun bir desiilfiirizasyon yontemi belirmek icin komiirdeki kiikiirdii
O0lcmede dogru ve analitik yontemler gerekir [1]. Calismamizda da komdiiriin
heterojen yapisindan kaynaklanan islem Oncesi veya sonrast yapilan bazi kiikiirt
Olciimlerinin degisken olmasi goz ardi edilmistir. Kullanilan kiikiirt 6l¢iim cihazinin

da standart sapmasi 0.08 olarak hesaplanmustir.

Calismamiz calkalamali inkiibatorde gerceklestirilmistir.  Statik ortamda
iireyen beyaz ciriik¢iil funguslarin bu iireme esnasinda komiirle muamelesi
sonucunda meydana gelen desiilfiirizasyon ¢ok fazla tatmin edici olmamustir.
Laboratuvar ortaminda istenilen verim alindig1 takdirde kiikiirt giderimini pilot ¢apta,
daha sonra da endiistriyel boyuta biiylitmek miimkiindiir. Ancak siire¢ ticari ve
cevresel acidan uygulanabilir olmalidir [17]. Biiyiik 6l¢ekli olarak diisiiniildiigiinde
de karigtirmali reaktorler, daha etkili olmasina ragmen enerji tiiketimini artirdigt igin
endistriyel uygulama ag¢isindan zorluklar ¢ikartabilir. Endiistriyel uygulama igin
diisiiniilen biyolojik islemler paket yatak sistemde isletilebilir, bu endiistri i¢cin daha
kolay bir uygulama olmasina ragmen karistirmali reaktore kiyasla daha uzun kalig
siiresi ve daha diisiik verim s6z konusudur [47]. Bu anlamda tasarlanacak
biyoreaktdriin saglayacagi randimaninin yani sira maliyetinin de goz Onilinde

bulundurulmasi gerekir.

Cara ve arkadaslan tarafindan desiilflirizasyon c¢alismalarinda mikrobiyal
isleme tabi tutulmus komiirde yanmadan sonra kiikiirdiin tamamen mi kiikiirt
diokside doniistiigli yoksa bir kisminin reaksiyona girmeden mineral maddede mi
kaldigim1  belirlemek icin termogravimetrik ve kiitle spektrometre analizi
kullanilmistir [58]. Bunun yani sira komiirdeki kiikiirdiin biiytik bir bolimiinii
demire bagl olan kiikiirt olusturdugu icin islenmis komiirdeki bu demir bilesiklerin
kimyasal yapisindaki degisiklikleri gostermek amaciyla s;Fe  Mossbauer

spektroskopisi yapilmistir. 7y 1s1n1 radyasyonunun rezonant absorbsiyon kaydina
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dayanan Mossbauer spektroskopisi, kompleks sistemlerde cesitli demir bilesiklerini
tanimlamada ve miktarlarin1 belirlemede giiclii bir deneysel tekniktir [20]. Acharya
ve arkadaglar1 tarafindan komiirdeki metal igeriklerini belirlemek amaciyla komiir
ornekleri standart prosediire goére hazirlanip uygun seyreltmeler kullanarak
soliisyondaki metaller AAS ile belirlenmistir [40]. Biyodesiilflirizasyon konusunda
calisan baska arastirmacilar tarafindan mikrobiyal islemden sonra komiir matriksinin
etkilenip etkilenmedigi hakkinda bilgi vermesi agisindan [21] ve linyitin kimyasal
kompozisyonunda daha giic algilanan degisiklikleri belirlemek i¢in uygun
kalibrasyon prosediirlerinden sonra FTIR spektroskopisi yapilmistir [61]. Bizim

yaptigimiz arastirma i¢in de ileride bu tiir ¢alismalara yer verilecektir.

Komiir biyodesiilfiirizasyonu lizerine yapilan ¢aligmalar; kiikiirt uzaklastirma
mekanizmalar1 ve giderim oraninin artirilmasi konusunda yogunlagsmistir. Bu
caligmalar substrat konsantrasyonu, reaktor tipi, komiir tipi, pH, biiylime sicakligi,
inkiibasyon siiresi gibi parametrelerin degerlendirilmesi yoniinde olmalidir. Bununla
birlikte yapilabilecek ¢alismalar olan; reaktor tasarimi, ayrilma islemleri, yan iiriin
durumu ve {irlin kalitesi gibi parametreler de isin miithendislik boyutudur. Bu yiizden

stirecin gelistirilmesi, bilim adamlar1 ve miihendislerin birlikte ¢aligmasin1 gerektirir

[1].

Bu tez caligmasi ile beyaz clirlik¢lil funguslardan 7. versicolor ve P.
chrysosporium ile linyitteki toplam kiikiirt gideriminde optimum kosullarin
belirlenmesi ilk kez yapilmis ve % 40 oraninda bir desiilfiirizasyon elde edilmistir.
Genel olarak optimizasyon c¢alismalart sonucunda 7. versicolor’un linyit
komiirtinden kiikiirt gideriminde P. chrysosporium’a gore daha etkin oldugu
sonucuna varilmistir.  Calismamizda kullanilan fungus biyokiitlesi ile kiikiirt
gideriminde her iki tiir agisindan ortam pH’1 6, ortam sicakligi 35 °C, komiir miktari
% 5 wt, inkiibasyon siiresi ise P. chrysosporium igin 4 giin, T. versicolor i¢in 6 giin
olarak belirlenmistir.  Gergeklestirilen kiikiirt gideriminden de sadece calisilan
fungus tiirlerinin sorumlu oldugu belirlenmistir. Bunun yani sira 7. versicolor’dan
elde edilen lakkaz enzimi ile de kiikiirdiin giderilebildigi gosterilmistir. Yapilan
enzim ¢alismalarinda ortam sicakhigi 25 °C, enzim miktar1 1 ml, ortam pH’1 3.3,

olarak belirlenmistir. Calismamizda kullanilan beyaz ciiriik¢iil fungus tiirlerinin ve
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lakkazin kiikiirt giderimi konusunda bir potansiyel sergiledigi gosterilmistir. Elde
edilen biyodesiilfiirizasyon oraninin gelistirilmesi konusunda yapilacak caligsmalara
katk1 saglayabilecegi diistiniilmektedir. Biyodesiilflirizasyon konusunda gelecekte
yapilabilecek alanda biyolojik iyilestirme teknolojisinin gelistirilmesi ve ¢alismanin

endiistriyel uygulamaya aktarilmasi bu ¢aligmadan beklenen yararlar arasindadir.
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