T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES KUFUNUN
BiYOTRANSFORMASYON VE BiYOSORPSIYON
OZELLIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Mehmet Can TOPCU

Kimya Anabilim Dah

Biyokimya Bilim Dah

TEMMUZ 2025






T.C.
SAKARYA UNIVERSITESI
FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES KUFUNUN
BiYOTRANSFORMASYON VE BiYOSORPSIYON
OZELLIKLERININ INCELENMESI

YUKSEK LiSANS TEZi

Mehmet Can TOPCU

Kimya Anabilim Dah

Biyokimya Bilim Dah

Tez Danmismani: Do¢. Dr. Semra YILMAZER KESKIN

TEMMUZ 2025






Mehmet Can TOPCU tarafindan hazirlanan “CLADOSPORIUM
CLADOSPORIOIDES KUFUNUN BIYOTRANSFORMASYON VE
BIYOSORPSIYON OZELLIKLERININ INCELENMESI” adli tez calismasi
18.07.2025 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan oy birligi ile Sakarya Universitesi Fen
Bilimleri Enstitlisii Kimya Anabilim Dali1 Biyokimya Bilim Dali’nda Yiiksek Lisans
tezi olarak kabul edilmistir.

Tez Jiirisi

Jiiri Bagkan :

Jiiri Uyesi :

Jiiri Uyesi :

iii






ETIiK iLKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI

Sakarya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Lisansiistii Egitim-Ogretim
Yonetmeligine ve Yiiksekogretim Kurumlart Bilimsel Arastirma ve Yaymn Etigi
Yonergesine  uygun  olarak  hazirlamis  oldugum  “CLADOSPORIUM
CLADOSPORIOIDES ~ KUFUNUN  BiYOTRANSFORMASYON  VE
BiYOSORPSIYON OZELLIKLERININ INCELENMESI” baslikl: tezin bana ait,
0zgliin bir ¢alisma oldugunu; ¢alismamin tiim asamalarinda yukarida belirtilen
yonetmelik ve yonergeye uygun davrandigimu, tezin icerdigi yenilik ve sonuglari bagka
bir yerden almadigimi, tezde kullandigim eserleri usuliine gore kaynak olarak
gosterdigimi, bu tezi baska bir bilim kuruluna akademik ama¢ ve unvan almak
amaciyla vermedigimi ve 20.04.2016 tarihli Resmi Gazete’de yayimlanan Lisansiistii
Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin 9/2 ve 22/2 maddeleri geregince Sakarya
Universitesi’nin abonesi oldugu intihal yazilim programi kullamlarak Enstitii
tarafindan belirlenmis Sl¢iitlere uygun rapor alindigini, ¢alismamla ilgili yaptigim bu
beyana aykir1 bir durumun ortaya ¢ikmasi halinde dogabilecek her tiirlii hukuki

sorumlulugu kabul ettigimi beyan ederim.

(18/07/2025)

Mehmet Can TOPCU






Sevgili Aileme...

vii






TESEKKUR

Bu calismanin ortaya c¢ikmasinda emegi gecen herkese en icten tesekkiirlerimi
sunarim. Ozellikle, ¢alismamu biiyiik bir 6zveriyle yoneten, engin bilgi birikimi ve
deneyimleriyle bana yol gosteren degerli hocam Sayin Dog. Dr. Semra YILMAZER
KESKIN’e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarim boyunca gosterdigi ilgi, yogun destegi ve degerli fikirleriyle bana
yardime1 olan Saym Dog. Dr. Can Serkan KESKIN’e de tesekkiirii bir bor¢ bilirim.
Bilgi ve birikimlerinden faydalandigim degerli hocam Saymn Prof. Dr. Kudret
YILDIRIM’a en igten tesekkiirlerimi sunarim.

Calisma siliresince NMR ol¢iimlerinin alinmasinda yardimini esirgemeyen Sayin
Ars.Gor.Dr. Yavuz DERIN’e minnettarlarimi sunarim. Degerli katkilar1 ve deneysel
calismalardaki yardimlar1 icin degerli laboratuvar arkadasim Nursena DEMIR’e
tesekkiir ederim.

Ayrica bu ¢aligmanin maddi acidan desteklenmesine olanak saglayan Sakarya
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Komisyon Baskanligma (Proje
No0:2024-26-62-18) tesekkiir ederim.

Son olarak, akademik hayatimin basindan beri bana maddi ve manevi desteklerini
sunan, kiymetli aileme ve arkadaslarima en derin sevgilerimle tesekkiir ederim.

Mehmet Can TOPCU

ix






ICINDEKILER

Sayfa

ETIK ILKE VE KURALLARA UYGUNLUK BEYANNAMESI .....c.ccoscurinncnne. v
TESEKKUR ...uecverereeenerereneneesesesesesssesesessssssssesessssssssssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssess ix
ICINDEKILER ....uueeeeeeeeeeeeeernnnsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssses xi
KISALTMALAR «. Xiii
SIMGELER ...uouiuininninsiscnssisssssssssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss XV
TABLO LISTESI - XVil
SEKIL LISTEST ...ucuciiteieeerieeeneeenesesesssesesssssssssessssssssssesessssssssssessssssssssesssssssesses Xix
(0777 K xxi
SUMMARY ...uuiiiiinnecisnnicissnesssseccsssnccssssssssssesssssessssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssss Xxiii
1. GIRIS euvverreererrrcecnenens 1
1.1, TEZIN AIMACI ..uvviieeiieeeiiieeeiee ettt e ettt e et e e ete e e e teeesaaaeeaseeesaaeesseesssseessseeenssaeensnes 5

2. GENEL BILGILER 7
2.1. Biyotransformasyon .......c...coeeueeiinienienienieieee ettt 7
2.1.1. Gegmisten giiniimiize biyotransformasyon..........c.cceeeveeveveecrienciienieenneennen. 7
2.1.2. Mikrobiyal Biyotransformasyon ...........cceceereeriiieniieeiiienie e 8
2.1.3. Mikrobiyal biyotransformasyonlarda kullanilan mikroorganizmalar ...... 10
2.1.4. Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyon ¢esitleri ........cc.ccoevverieenennee. 10
2.1.5. Mikrobiyal biyotransformasyonlarda kullanilan sekonder metabolitler.. 11
2.1.5.1. FIaVONOIdIET ...cccouviieiiiieiie ettt 11
2.1.5.2. SAIKONIAT ...t 12

2.1.6. Biyotransformasyonlarin avantajlart............cccoeceevieniiieninnieenienieeeeee 13

2.2, AdSOTPSIYON ..ttt ettt ettt ettt ettt e sbe e st eneeesaneas 14
2.3, BlyOSOTPSIYOMN. . ..ieuiiieiiieiie ettt ettt ettt et ettt at e et e saee et e e sbeeenbeeneeeeaneas 16
2.3.1. Biyosorpsiyonu etkileyen etmenler...........ccceccveeevieeniieeniieeniie e 19

2.3 L L PH e 19
2.3.1.2. ZAMAN. ...ttt et 20
2.3.1.3. S1CAKIIK ..o 20
2.3.1.4. Biyokiitle mMiKtart .........ccccveeriiieiiieeiiee et 20
2.3.1.5. KONSANTIaASYON .....eeuiiiriiieiieeiieeieenieeiee ettt 21
2.3.1.6. Biyosorbent tanecik bOYULU..........ccevvieeiiieeiiieeieecee e 21
2.3.1.7. Karistirma h1zZl........cccoieiiiieiiieeciie e e 21

2.4. Literatlirde Tekstil Boyar Maddelerin Biyosorpsiyonlart .........ccccceceeverienneee 22
3. MATERYAL VE YONTEM 25
3.1. Kullanilan Arag Geregler ve Sarf Malzemeler.............ccoveeeiiieniiiiicieeceieeens 25
3.2. Taze Yatik Agar Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi ..o, 25
3.3. C. cladosporioides Kiif Kiiltiirlerinin Tazelenmesi ...........cccoeceeeviierieeniiennnne 26
3.4, Kiiflere Ait Besiyerlerinin Hazirlanmasi............cccceeevveeeciienciieeniecciie e 26
3.5. Biyotransformasyonu Gerceklestirilecek Substratin Ilavesi ..............ccco........ 26
3.6. Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Saflastirtlmast ..........ccceevvvveeniieenieeeniieceieeens 26
3.7. Biyotransformasyon Caligsmalarinin Kontrolii ............cooceeiieniiiiiiiniiiiiens 27

Xi



3.8. Biyosorpsiyon Caligmasinda Cozeltilerin Hazirlanmasi ve Metot Gelistirilmesi

................................................................................................................................ 27
3.9. C. cladosporioides’in Biyosorbent Olarak Hazirlanmast...............ccccveneenee. 28
3.10. On Deneme CalISMALArT ............ccoveveveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 29
3.11. Deneysel Parametrelerin InCelenmesi ............ccoovvevvieeeeeeeveneeeeeeeseenn, 29
3.11.1. pH’1n biyosorpsiyon Gzerine etkisi ........ccccveeeveeeeciieeniiieeeiie e 29
3.11.2. Zaman’1n biyosorpsiyon Uzerine etkisi...........cceevvereiienieeiieeniennieeniieans 30
3.11.3. Karistirma hizi’nin biyosorpsiyon tizerine etkisi .........cccocveeveveeerreeenne. 30
3.11.4. Sicakligin biyosorpsiyon Gzerine etkisi...........cceervereveeneeeiieenveeiieenineans 30
3.11.5. Konsantrasyon’un biyosorpsiyon tizerine etkisi ...........cccccveerevveerreeennne. 30
3.11.6. Biyokiitle miktarinin biyosorpsiyon lizerine etkisi .........c.ccoveeruerienncnne 31
3.11.7. Inaktif C. cladosporioides kiifiiniin tekrar kullanilabilirligi .................. 31
3.11.8. C. cladosporioides kiifiiniin biyosorpsiyon Oncesi ve sonrasi
GOTUNTILCNIMEST 1.eeevvieciiee et e e te e e e e sabe e e sebeeesnseeennas 31
3.11.9. C. cladosporioides kiifiinlin partikiil dagilimi ............cccceeevieniiiiiennnn. 31
3.11.10. Kinetik ¢aliSmMalart .........cc..cooeeiuiiiiieiiiie e 32
3.11.11. Tzoterm GalISMAlart..........coeveveueueeeeeeeeeeeeeeeee e 32
3.11.12. FTIR ¢aliSMAlari..........ccooouviiiiiiiiieeeiiiee et 33

4. ARASTIRMA BULGULARI 35
4.1. C.cladosporioides Kiifii ile Biyotransformasyonlar............cccccecveviniinennenee. 35
4.1.1. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on Salkonunun Cladosporium
cladosporioides MRC 72584 ile biyotransformasyonu ...........ccecceeveeecieeneennen. 35
4.1.2. (E)-1-fenil-3-(p-tolil)  prop-2-en-1-on  Salkonunun Cladosporium
cladosporioides MRC 72584 ile biyotransformasyonu ............cccceeeeeeeeneenen. 37
4.1.3. (E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on Salkonunun Cladosporium
cladosporioides MRC 72584 ile biyotransformasyonu ........c..cccceeeveeeencriiennnene 39
4.2. C. cladosporioides Kiifii ile Biyosorpsiyon Calismalari.............ccccccveeevvennnnn. 41
4.2.1. Metot gelistirilmesi ve analitik parametreler .............cooceevienienicennennnen. 41
4.2.2. pH’1n biyosorpsiyon tlizerine etkisinin incelenmesi ...........ccccoeceeverreennnee 44
4.2.3. Zamanin biyosorpsiyon Uzerine etkisi.........ccoecueerueeriieenieniiienieeieeseeeenn 46
4.2.4. Karistirma hizinin biyosorpsiyon izerine etkiSi..........cccveervuveercureenveeennne. 47
4.2.5. Sicakligin biyosorpsiyon Gzerine etkisi ........cccceeveereeereeniieenieeieenieenenn 48
4.2.6. Konsantrasyonun biyosorpsiyon tizerine etkisi.........cceccveeevuveerciieenneennnne. 49
4.2.7. Biyokiitle miktarinin biyosorpsiyon {izerine etkisi .........c.cceceveereriuennnene 50
4.2.8. Inaktif C. cladosporioides kiifiiniin tekrar kullanilabilirli§inin incelenmesi
............................................................................................................................ 51
4.2.9. C. cladosporioides kiifiiniin biyosorpsiyon dncesi ve sonrasi goriintiilerinin
TNCELIEIIMEST . ...ttt ettt sttt et st e bt eas 53
4.2.10. C. cladosporioides kiifiiniin partikiil dagiliminin incelenmesi .............. 53
4.2.11. Kinetik ¢alismalart ...........cccoveiieiiiiiiiieeeeee e 54
A.2.12. TZOLEIIN ..o 55
A.2.13. FTIR ettt ettt ettt et seeens 55
5. SONUCLAR VE TARTISMALAR 59
KAYNAKLAR......coverereecercrennnnes 63
OZGECMIS.....coirrrncirnncnnn. 71

Xii



KISALTMALAR

%R
%RSD
3C NMR
'H NMR
AV90
BOI
DHEA
FTIR
H:S

HCI
HPLC
ITK
KNOs
KOIi
LOD
LOQ
NAD(P)H
NaOH
PDA
rpm
RY145
UV-Vis

: Yiizde Geri Kazanim

: Yiizde Bagil Standart Sapma

: Karbon-13 Niikleer Manyetik Rezonans

: Proton Niikleer Manyetik Rezonans

: Acid Violet 90

: Biyokimyasal Oksijen Ihtiyaci

: Dehidroizoandrosteron

: Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi
: Hidrojen stilfiir

: Hidroklorik asit

: Yiiksek Performansli Sivi Kromatografisi

: Ince Tabaka Kromatografisi

: Potasyum nitrat

: Kimyasal Oksijen Thtiyaci

: Tespit Limiti (Limit of Detection)

: Tayin veya Olgiim Limiti (Limit of Quantification)
: Nikotinamid Adenin Diniikleotit (Fosfat)
: Sodyum hidroksit

: Potato Dekstroz Agar

: Dakikadaki devir sayisi

: Reactive Yellow 145

: Ultraviyole-Gortiniir Bolge

xiii






SIMGELER

°C
pL
D-/L-
dk

g

L

M
mg
MHz
mL
nm
pH

: Santigrat derece
: Mikrolitre

: Enantiyomerleri belirtmek i¢in kullanilan 6n ekler
: dakika

: gram

: Litre

: Molarite

: Miligram

: Megahertz

: Mililitre

: hanometre

: Tayin edilebilen H3O" konsantrasyonunun eksi logaritmasi

XV






TABLO LISTESI

Sayfa

Tablo 2.1. Acid Violet 90 boyasinin kimyasal 6zellikleri (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi

METKEZi, 2024). ..o et erae s 18
Tablo 2.2. Reactive Yellow 145 boyasimin kimyasal 6zellikleri (Ulusal Biyoteknoloji

Bilgi Merkezi, 2024). ...ccouvieiieieeieecieete ettt 18
Tablo 4.1. Yontemin istatistiksel parametreleri. .........ccovveeeeveeeiieencieeeie e 43
Tablo 4.2 Sentetik karisim konsantrasyonlari, hesaplanan %R ve %RSD degerleri. 44
Tablo 4.3. Tekrar kullanilan biyokiitle miktarlart. ...........cooccooviiiiinniiniiiis 52
Tablo 4.4. Kinetik parametreler..........oooviviieiiiiiiiiniiiiiesiecieese e 54
Tablo 4.5. Hesaplanan izoterm Sabitleri..........cccuvieiiiieiiieeiieeieece e 55

xvii






SEKIL LISTESI

Sayfa

Sekil 2.1. Progesteronun mikrobiyal biyotransformasyonu............cccceccveeecvveencneeennenn. 8
Sekil 2.2. Acid Violet 90 boyasinin agik YapiSl.......cccueerueeriierienieeniienieeieeseeeveenens 18
Sekil 2.3. Reactive Yellow 145 boyasinin agik yapisi.......ccceeeeveeecieeeciieescieeesveeennee. 18
Sekil 4.1. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 ile biyotransSformasyonU. ..........cceeecveereueeesieeenirieenreeesveeenns 35

Sekil 4.2. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin '"H NMR spektrumu.
................................................................................................................... 36

Sekil 4.3. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen 3-(4-
nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ol bilesigine ait 'H NMR spektrumu............. 36

Sekil 4.4. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen 3-(4-

nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ol bilesigine ait '*C NMR spektrumu........... 37
Sekil 4.5. (E)-1-fenil-3-(p-tolil) prop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides MRC
72584 ile biyotransformasyonU. ...........ceeveereeeriieriieenieeieerie e 38

Sekil 4.6. (E)-1-fenil-3-(p-tolil) prop-2-en-1-on bilesiginin 'H NMR spektrumu..... 38
Sekil 4.7. 1-fenil-3-(p-tolil)propan-1-on bilesiginin 'H NMR spektrumu (Kisets ve
ATK., 2021) 1ottt 38
Sekil 4.8. 1-fenil-3-(p-tolil) propan-1-on bilesiginin C. cladosporioides MRC 72584
kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen kalintiya ait 'H

NMR SPEKLIUMUL ..ottt 39
Sekil 4.9. (E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 ile biyotransformasyonu. ..........cccceeceeveevienienernieneenensieneens 39
Sekil 4.10. (E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin 'H NMR
SPEKEIUMUL ... 40
Sekil 4.11. 3-(4-metoksifenil)-1-fenilpropan-1-on bilesiginin '"H NMR spektrumu
(Kisets ve ark., 2021). .ooouiiiiieiieeieeee et 40

Sekil 4.12. 3-(4-metoksifenil)-1-fenilpropan-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen

kalmtiya ait "TH NMR SPektrumul. .............ccovveveveveieeeeeeeeeeseeeeeeeeseeenesenenenes 41
Sekil 4.13. AV90 RY 145 boyalarinin absorpsiyon spektrumu. ..........cc.ccoceeveeveennnee 42
Sekil 4.14. AV90 RY 145 boyalarinin birinci mertebe spektrumlart. ........................ 42
Sekil 4.15. AV90 boyasinin kalibrasyon grafigi.........cccceeeeieneeveniininniniinenienene 43
Sekil 4.16. AV90 boyasinin kalibrasyon grafigi..........ccceeevvveeviieeciiincieeeiie e 43

Sekil 4.17. AV90 ve RY145 boyalarinin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde baslangi¢ pH'iin etkisi (50 mg/L boyarmaddeler, 60 dk, 0,1 g
biyokiitle, 100 rpm karistirma hiz1), point of zero change (sifir yiik noktasi

Sekil 4.18. AV90 ve RY145 boyalarinin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde zamanin etkisi (pH 4, 50 mg/L boyar maddeler, 0,10 ve 0,25 g
biyokiitle, 100 rpm karigtirma hiz1).........ccccooveeviriiniininiiniecneneeeee, 47

Xix



Sekil 4.19. AV90 ve RY145 boyalarinin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde karistirma hizinin etkisi (pH 4, 50 mg/L boyarmaddeler, 60 dk.,
0.1 g DIYOKULIE). .veenvieeiiieiieeie ettt e 48
Sekil 4.20. AV90 ve RY145 boyalarimin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde sicakligin etkisi (pH 4, 50 mg/L boyarmaddeler, 60 dk., 0.1 g
biyokiitle, 100 rpm calkalama hi1z1)...........cccceeeviieeiiiieieeee e, 49
Sekil 4.21. AV90 ve RY145 boyalarmin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde konsantrasyon etkisi (pH 4, 60 dk., 0.10 ve 0.25 g biyokiitle,
150 rpm galkalama h1z1). .......c.oooveeiiiiiiieiieiececeee e 50
Sekil 4.22. AV90 ve RY145 boyalarinin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde biyokiitle miktarinin etkisi (pH 4, 50 ve 100 mg/L

boyarmaddeler, 60 dk., 150 rpm calkalama hiz1)..........c.cccccvveerveennennnne. 51
Sekil 4.23. Adsorpsiyon- tekrar kullanilabilirlik dongiilerinin giderim yiizdeleri..... 52
Sekil 4.24. Canl1 (a, b ve c) ve 6lii biyokiitlenin biyosorpsiyon dncesi (d) ve sonrasi (e
VE £) GOTUNTHLETI. . c.veeeiiiiieiieeie e 53
Sekil 4.25. Biyokiitlenin partikiil dagilimi. ...........cccccooviiiiiiniiiiieeeeen 54
Sekil 4.26. RY 145, AV90, biyokiitle ve islem goérmiis biyokiitlenin FTIR spektrumlari
................................................................................................................... 57

XX



CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES KUFUNUN
BIiYOTRANSFORMASYONU VE BiYOSORPSIYON OZELLIKLERININ
INCELENMESI

OZET

Salkonlar, alfa, beta-doymamis keton yapisina sahip organik bilesikler olup bitkilerde
cesitli metabolik gorevler iistlenir. Flavonoid simifina dahil olan bu bilesikler;
antioksidan, antimikrobiyal ve antitimor gibi ¢ok yonlii biyolojik etkileri sayesinde
ilag arastirmalarinda yogun ilgi gérmektedir. Dogal olarak izole edilebilen veya
sentetik olarak {iretilebilen salkon tiirevleri, yeni terapotik ajanlarin tasariminda
degerli araclardir. Enzimler veya enzimleri i¢eren biyolojik sistemlerin kendilerine
yabanci olan maddeler {izerinde gergeklestirdikleri kimyasal degisiklere
biyotransformasyonlar adi verilir. Bu siiregte salkon yapisina eklenen yeni gruplar,
farkli biyolojik yeteneklere sahip yeni metabolitler olusturur. Bu yontem; yeni ilag
adaylar1 iiretimi, bilesik modifikasyobu, biyoteknoloji ve biyoremediasyon gibi
alanlarda bilimsel ve endiistriyel inovasyon i¢in biiyilik potansiyel sunar.

Calismada, farkli salkon bilesiklerinin biyotransformasyonunun incelenmesi, salkon
hidrojenasyonlarinin farkli verimlerle gergeklestigi gosterilmistir. (E)-3-(4-nitrofenil)-
1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides MRC 72584 kiifii ile
inkiibasyonu sonucunda 3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ol bilesigi, (E)-1-fenil-3-(p-
tolil) prop-2-en-1-on bilesiginin Cladosporium cladosporioides MRC 72584 kiifii ile
inkiibasyonu sonucunda 1-fenil-3-(p-tolil) propan-1-on bilesigi, (E)-3-(4-
metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin Cladosporium cladosporioides MRC
72584 kiifii ile inkiibasyonu sonucunda 3-(4-metoksifenil)-1-fenilpropan-1-on bilesigi
elde edildi.

Endistriyel tiretim kaynakli ¢evre kirliligi, Turkiye'de tekstil sektdriinlin yol actig
yiiksek konsantrasyonlu boyarmadde iceren atik sularla dnemli bir boyuttadir. Bu
sularin aritilmasi zorunlu olmakla birlikte, mevcut tesislerin yiiksek maliyetleri, daha
ekonomik ve yenilik¢i teknolojileri gerekli kilmaktadir. Atik su aritiminda kullanilan
elektrokimyasal yontemler maliyetli, fiziksel filtrasyon ise verimsiz olabilmektedir.
Bu nedenle diisiik maliyeti ve yiiksek verimiyle adsorpsiyon, pratik bir alternatif olarak
one ¢ikmaktadir. Ideal adsorbent kriterlerinin gogunu karsilayan fungal biyokiitle (kiif
mantarlar1), bu amagla kullanilan potansiyel bir biyomateryaldir. "Biyosorpsiyon"
olarak adlandirilan bu siirecte aritim, inaktif hiicre duvarindaki fonksiyonel gruplarin
boyarmaddeyi baglamasiyla gerceklesir. Tekstil atik sularindaki kompleks boya
karigimlarin1 standart spektrofotometre ile analiz etmek, spektrumlarin cakigmasi
nedeniyle zordur. Bu sorunu c¢ozen tiirev spektrofotometri, ham spektrumun
matematiksel tiirevlerini alarak bilesenlerin spektral girisim olmadan es zamanh
analizine olanak tanir. Yontem, bir bilesenin tiirev sinyalinin sifirlandig1 "sifir gegis"
noktalarinda diger bilesenin dlgiilmesine dayanir.

Asit Menekse 90 (Acid Violet 90) ve Reaktif Sar1 145 (Reactive Yellow 145) sentetik
boya karisimi, 6lii Cladosporium cladosporioides biyokiitlesi ile muamele edildi.
Bireysel konsantrasyonlar, birinci mertebeden tiirev spektrofotometrik yontem ile
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hesaplandi. Kalibrasyon egrileri, tiirev spektrumunda sirasiyla Asit Menekse 90 i¢in
578,4 nm ve Reaktif Sar1 145 i¢in 318,2 nm dalga boylarinda ¢izildi. Hesaplanan tayin
siir1 (LOQ) degeri Asit Menekse 90 i¢in yaklasik 2,5 mg/L ve Reaktif Sar1 145 igin
yaklasik 1,5 mg/L'dir. Elde edilen ortalama geri kazanim yiizdesi degerleri %100
civarindadir. En yiiksek giderim verimi (%100), pH 4'te, 0,25 g biyokiitle ve her bir
boyadan 50 mg/L konsantrasyon kullanilarak, 150 rpm c¢alkalama hiz1 ile 60 dakikalik
reaksiyon siiresinde her iki boya i¢in elde edildi. Biyokiitle rejenerasyonu
(yenilenmesi) icin hidroklorik asit ¢ozeltisi kullanildi ve {i¢ilincli dongiide giderim
verimlilikleri Asit Menekse 90 icin %99 ve Reaktif Sar1 145 i¢in %89 seviyesinde
tespit edildi.
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INVESTIGATION OF THE BIOTRANSFORMATION AND BIOSORPTION
PROPERTIES OF CLADOSPORIUM CLADOSPORIOIDES

SUMMARY

Chalcones possess an organic structure and are chemically characterized by a
distinctive alpha, beta-unsaturated ketone backbone, and phenyl rings appended to this
chain. Frequently encountered in the plant kingdom, these structures undertake diverse
essential roles in their host plants' vital chemical processes (metabolism) and
ecological interactions. As members of the flavonoid class, chalcones are renowned
for exhibiting various biological activities, including antioxidant, antimicrobial,
antitumor, and anti-inflammatory properties. Owing to these biological effects, they
are subjects of intense scientific interest regarding their potential positive impacts on
human health and their prospective applications in the pharmaceutical industry.
Furthermore, they are involved in vital plant functions, such as forming pigments and
defense mechanisms against diseases, and predominantly accumulate in the flowers,
fruits, and leaves. These compounds can be obtained naturally, through direct isolation
from plants, or synthesized artificially in the laboratory via chemical reactions.
Specifically, synthesized chalcone derivatives offer valuable tools for drug
development initiatives and fundamental scientific research to elucidate the structure-
activity relationships, reveal mechanisms of action, and design novel therapeutic
agents.

Consequently, employing the metabolic power of microorganisms to improve or
diversify the structure and function of natural substances is regarded as a pathway with
significant potential for both scientific advancement and industrial innovation.

Environmental pollution remains a globally significant and prioritized issue. The
increase in the world's population, coupled with escalating consumption demands, has
accelerated industrial production processes. In the context of Turkey, the textile
industry constitutes one of the principal industrial sectors underpinning the national
economy, exhibiting a notable concentration, particularly in the Marmara Region.
Foremost among the environmental impacts of this sector is the industrial wastewater
generated as a consequence of production processes, which contain high
concentrations of dyestuffs. Treating such wastewater through appropriate purification
processes before its discharge into receiving water bodies is a legal and environmental
imperative. Nevertheless, the substantial investment and operational costs associated
with industrial wastewater treatment plants lead many enterprises to operate these
systems below full capacity or to take them out of service. This situation underscores
the necessity for developing innovative and economically efficient treatment
technologies to optimize treatment costs.

Among the principal technologies currently applied for treating dye-containing
wastewater are electrochemical methods, adsorption processes, and various physical
filtration techniques. While electrochemical treatment offers high efficiency, it
represents a comparatively costly alternative due to its energy consumption. Physical
filtration applications may not always ensure the targeted level of purification.
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Adsorption processes are widely favored and stand out as a practical approach due to
several advantages, such as the generally low cost of adsorbent materials, high process
efficiency, operational simplicity, and the potential for integration with other
techniques (e.g., filtration). In adsorption processes, alongside naturally available
adsorbents like clay minerals, materials endowed with adsorbent properties through
various physicochemical treatments can also be utilized. The selection of an ideal
adsorbent for a given process is based on criteria such as low cost, ready availability,
high adsorption capacity, physical and chemical stability under process conditions,
avoidance of secondary pollution through dissolution during treatment, and the
potential for reuse after regeneration.

In this framework, fungal biomass (particularly molds) emerges as a potential
biomaterial that fulfills a significant portion of the specified adsorbent criteria. The
ability to regenerate them from spores stored under suitable conditions post-isolation
constitutes a considerable advantage that reduces biomass production costs.
Additionally, obtaining large quantities of biomass through the rapid and
straightforward proliferation of fungal spores in specific nutrient media is feasible. The
treatment process employing fungal biomass as an adsorbent is defined in the literature
as "biosorption," owing to a biologically derived material. To explain the removal
processes conducted with fungal biomass through adsorptive mechanisms, the biomass
is generally subjected to inactivation following its proliferation phase. Various
functional groups in inactive fungal cell walls, such as carboxyl, amine, and phosphate
groups, assume a central role in the adsorption process. These groups can undergo
ionization depending on the pH conditions of the medium and facilitate the binding of
dye molecules to the biomass surface by forming electrostatic attractions, hydrogen
bonds, or other weak interactions with complementary or oppositely charged
functional groups present in the dye molecules within the wastewater.

Wastewaters from the textile industry typically contain a complex composition of dyes
belonging to different chemical classes rather than a single type of dyestuff. This
heterogeneous chemical nature of wastewater presents technical difficulties in
determining the concentration of each dye component. However, conducting these
individual analyses is critically necessary to accurately evaluate the performance of
the applied treatment process and the removal efficiency specific to each dyestuff.
While chromatographic methods (e.g., HPLC) can be employed to separate and
analyze components in such complex mixtures, these techniques generally necessitate
high-cost instrumentation, specialized consumables, and relatively long analysis times.
A more practical and common method, standard spectrophotometric analysis, allows
for determining the concentration of pure dye solutions by measuring their absorbance
values at characteristic wavelengths. However, in dye mixtures, the overlap of the
absorbance spectra of different components renders the direct application of this
standard method and the acquisition of accurate results impossible.

Derivative spectrophotometry techniques have been developed to overcome the
problem of spectral interference. This approach is based on calculating the first,
second, or higher-order mathematical derivatives of the experimentally obtained raw
absorbance spectrum. On the calculated derivative spectra, the objective is to identify
specific wavelengths, termed 'zero-crossing points,' where the derivative signal of one
component in the mixture is nullified (or approaches zero very closely), while other
components exhibit a significant derivative signal. Suppose such suitable zero-
crossing points exist for all components intended for analysis in the mixture. In that
case, the concentration of each component in the mixture can be quantitatively
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determined without interference from the spectral contributions of other components
using calibration equations established at these specific wavelengths. When the first-
order derivative spectrum does not provide sufficient resolution, the analytical
potential can be assessed by examining second or higher-order derivative spectra.
Consequently, derivative spectrophotometry is an effective analytical method that
enables the simultaneous and individual quantification of components in complex
dyestuff mixtures, even utilizing conventional ultraviolet-visible (UV-Vis)
spectrophotometers that are commonly available in laboratories and are relatively low-
cost.

A synthetic dye mixture of Acid Violet 90 (AV 90) and Reactive Yellow 145 (RY 145)
was treated with non-viable Cladosporium cladosporioides biomass. Individual
concentrations were calculated using a first-order derivative spectrophotometric
method. Calibration curves were plotted at wavelengths of 578.4 nm for Acid Violet
90 and 318.2 nm for Reactive Yellow 145 in the derivative spectrum, respectively. The
calculated limit of quantification (LOQ) values were approximately 2.5 mg/L for Acid
Violet 90 and approximately 1.5 mg/L for Reactive Yellow 145. The mean percentage
recovery values obtained were around 100%. The highest removal efficiency (100%)
for both dyes was achieved at pH 4, using 0.25 g of biomass and an initial
concentration of 50 mg/L for each dye, with a shaking speed of 150 rpm over a 60-
minute reaction period. Hydrochloric acid solution was utilized for biomass
regeneration, and in the third cycle, removal efficiencies remained at 99% for Acid
Violet 90 and 89% for Reactive Yellow 145.
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1. GIRIS

Tarih boyunca insanlik ic¢in kritik doniim noktalariin sekillenmesinde teknoloji
siklikla merkezi bir rol oynamustir. Ornegin, 20. yiizy1l biiyiik 6l¢iide petrokimya, ilag
ve giibre endiistrileri ile lazer ve mikrogip gibi buluslarla tanimlanan, endiistriyel
kimya ve fizik odakli bir donem olarak goriilmektedir. Bununla birlikte, daha sonraki
donemlerde biyolojiyle iliskili teknolojik alanlardaki ilerlemelerin hizlanmasi,
biyoteknolojinin giderek daha baskin bir konuma gelmesini saglamistir (Smith ve ark.,
2009; Mehta ve Gair, 2001). Yapilan giincel arastirmalar, artan diinya niifusuyla
birlikte hammadde ihtiyacinin da siirekli biiyiidiigiinii ortaya koymaktadir. Bu
gereksinimlerin dogal yollarla karsilanmasinda ortaya ¢ikan giicliiklere yanit olarak
bilim insanlarinin gelistirdigi yaklasimlardan biri de biyoteknolojik bir siire¢ olan

biyotransformasyon uygulamalaridir (Y1lmazer Keskin, 2010).

Biyotransformasyon, canli sistemlerin bir kimyasal maddeyi farkli bir yapiya
dontistiirme stirecini ifade eder. Bu degisim, enzimatik tepkimeler araciligiyla
bilesigin atomik veya molekiiler diizeydeki yapisinin modifikasyonudur. Organik
reaksiyonlarda biyolojik katalizor islevi goren tam hiicreler ya da enzimler
kullanilabilir. Bu biyokatalizdrler serbest formda olabilecegi gibi, immobilize edilmis,
sulu veya iki fazli ortamlarda bulunan ya da ¢apraz bagl kristaller halinde olabilirler.
Enzimlerin biyokatalizér olarak kullanilmasinin, o6zellikle regioselektif ve
stereoselektif tepkimelerin gerceklestirilmesinde ve geleneksel sentez yontemleriyle
basarilmasi gii¢ veya olanaksiz olan kiralitenin molekiillere kazandirilmasinda degerli

oldugu belirtilir (Sanjukta, 2007).

Birbiri ardina gergeklesen biyotransformasyon tepkimeleri dizisi, bir biyokimyasal
yolak meydana getirir. Bu siirecte tek bir biyotransformasyon adimi veya birbirini
takip eden birka¢ adim sonucunda yeni {iriinler sentezlenebilir, ilgili bilesik canl
sistem tarafindan zararsiz hale getirilebilir veya metabolize edilebilir. Bu dontistimler
sonucunda ortaya ¢ikan maddeler, organizmadaki metabolik bir siirecin ara basamak

tirtinleri veya son iirlinleri olabilir (Sanjukta, 2007).



Biyoteknolojinin ilerleyen bir dali olan biyotransformasyon hem enzimler hem de
mikroorganizmalar aracilifiyla gerceklestirilen biyokatalizasyonu igerir. Bu alandaki
temel itici giicler konusunda 6nemli gelismeler arasinda mikroplarin ve enzimlerin
ayristiritlmasi, taranmasi ve Ozelliklerinin belirlenmesi, biyokatalizérlerin zorlu
kosullarda kullanilabilmesi, metabolik yolaklarin yonlendirilmesi, modifiye edilmesi
veya giiglendirilmesi ve yeni bilesikler olusturmak amaciyla kombinatoryal biyosentez

ile biyokatalizér yontemlerinin uygulanmasi yer almaktadir (Sanjukta, 2007).

Biyoloji ile kimya disiplinlerinin entegrasyonu hem dogal yollarla elde edilen hem de
mihendislik yOntemleriyle gelistirilen ve ¢evre dostu endiistriyel islemlere
uyarlanabilen biyokatalizor cesitliliginin olmasi biyotransformasyonlarin endiistriyel
alanda pek cok yeni olanak yaratmasina zemin hazirlamistir. Biyotransformasyon
yontemleri, hammaddeleri etkin bir sekilde kullanarak var olan iiriinlerin daha
ekonomik {iretilmesini miimkiin kilma potansiyeli sayesinde genellikle daha az
baslangi¢ yatirnmi gerektirmesi, daha diisiik enerji ihtiyaci duymasi ve tehlikeli
salimimlarin azalmasi sayesinde atik bertaraf maliyetlerinin diigmesi gibi avantajlar
sunar. Bununla birlikte, biyotransformasyon tamamen yeni iriinlerin ve sistemsel
cozliimlerin gelistirilmesine olanak taniyabilir ve bir¢ok alanda geleneksel kimyasal
tiretim metotlarinin yerini alma potansiyeli gdstermektedir. Etanol, glutamik asit,
antibiyotikler, vitaminler, akrilamid ve izoglikoz surubu gibi kayda deger iiriinler
biyotransformasyon araciligiyla {retilmektedir. Cesitli kimyasal maddelerin
tiretiminde biyotransformasyon iglemlerinin paymin 2010 yili itibartyla %5 civarinda
oldugu tahmin edilirken, bu oranin ayni1 y1l %20'ye ¢ikabilecegi ongoriilmiistiir. Kimya
endiistrisinde yalnizca biyotransformasyonla elde edilen iirlinlerin yaratacagi
potansiyel katma degerin 2010 y1l1 itibariyla diinya genelinde yillik 11 ila 22 milyar

euro seviyesine ulagsmasi bekleniyor (Pacl ve ark., 2004).

Endiistriyel acidan degerli bilesiklerin tiretimi i¢in kimyasal tepkimelerin canli
sistemler veya enzimler kullanilarak yiiriitiilmesi biyotransformasyon olarak
tanimlanir. Glinlimiizde bu yontem ilag aktif bilesenleri, gida katkilari, enerji eldesi,
antibiyotik sentezi ve amino asit iiretimi dahil olmak iizere genis bir yelpazede
uygulama alan1 bulmaktadir. Ayrica, zehirli endiistriyel atiklarin biyolojik olarak
parcalanmasi, atik sularin aritilmasi ve geri kazanimi gibi gevresel problemlerin

¢ozlimiinde de biyotransformasyondan yararlanilmaktadir (Onat ve ark., 2006).



Biyotransformasyon uygulamalarinin kokenleri gegmise uzanmaktadir. Pasteur'iin
Penicillium glaucum bakterisi kullanarak DL-amonyum tartaratt L-amonyuma
cevirmesi ve Acetobacter aceti araciligiyla etanolii asetik aside okside etmesi, bu
alandaki ilk pratik uygulamalardan sayilir ve literatiirdeki oncii ¢alismalardir. Takip
eden donemlerde, Ozellikle mikroorganizmalarin katalitik yeteneklerinden
faydalanilarak c¢ok sayida biyotransformasyon gergeklestirilmistir. Steroid yapili
hormonlarin mikroorganizmalar araciligiyla doniistiiriilmesi, giinlimiizdeki modern
biyotransformasyon uygulamalarmin gelistirilmesinde kritik bir rol oynamustir.
Dehidroizoandrosteronun testosterona ¢evrilmesi gibi tepkimeler bu alandaki dnemli

doniim noktalarindandir (Hanson, 1995; Onat ve ark., 2006; Tamer, 2005).

Biyotransformasyonun, baslica avantajlar1 arasinda enzimlerin yiiksek reaksiyon hizi,
genis substrat yelpazesiyle calisabilme ve ayni zamanda spesifik fonksiyonel gruplara
kars1 yiiksek segicilik gdsterme yetenegi bulunur (Hanson, 1995; Onat ve ark., 2006).
Reaksiyonlarin genellikle enerji tasarrufu saglayan ve yan {iriin olusumunu azaltan
iliml1 kosullarda gerceklesmesi, biyotransformasyonu ekonomik ve g¢evre dostu bir
secenek yapar (Terada ve ark., 1997). Bu reaksiyonlarin verimliligi; besiyeri bilesimi,
substrat toksisitesi, yogunlugu, sicaklik, karistirma hizi, siire, oksijen, pH ve
mikroorganizma kokeni gibi cesitli faktorlere baghdir. izole enzimler kullanildiginda
enzimin dayaniklilig1 ve ortam kosullari da 6nem kazanir. Endiistriyel agidan degerli
olan biyotransformasyon, ilag, parfiim, gida katki maddesi, enerji, antibiyotik ve
amino asit iretimi gibi birgok alanda kullanilir. Ornegin, steroid hormonlari
androstenedion gibi dnciillerin mikrobiyal doniisiimiiyle elde edilebilir. ilag sanayinde
ise, 0zellikle molekiillerin sadece belirli bir enantiyomer formunda aktif veya giivenli

olmasi gerektiginde biyotransformasyon kritik rol oynar (Onat ve ark., 2006).

Tiirkiye ekonomisi i¢in 1980'li yillardan itibaren énemli bir gii¢ olan ve gelisimini
stirdliren tekstil sektort, iilkenin dis ticaretinde de dnemli bir paya sahiptir. 2000'li
yillarin ortalarinda digsatimin %34'ini, disalimin ise %8'ini olusturarak otomotiv
sektdriiniin ardindan ekonomide ikinci sirada yer almustir (Ozgiir, 2006). Ancak bu
sektor, bircok diger endiistri gibi, liretim siireglerinde yogun miktarda su ve kimyasal
madde kullanimim gerektirir. Ozellikle su ve boyar madde tiiketimi agisindan tekstil
endiistrisi 6ne ¢ikmaktadir. Bu boyar maddeler, genellikle benzen, naftalin gibi
aromatik hidrokarbonlardan diisiik maliyetle sentezlenen ve kimyasal olarak oldukca

kararli (stabil) yapiya sahip bilesiklerdir; bu 6zellikleri nedeniyle tekstil bagta olmak



tizere gida, ilag gibi farkli endiistrilerde kullanimlar1 yaygindir. Tekstil endiistrisinden
kaynaklanan atik sular, sadece yiiksek biyokimyasal oksijen ihtiyac1 (BOI), kimyasal
oksijen ihtiyac1 (KOI) ve toksik etkileriyle degil, ayn1 zamanda igerdikleri yogun renk

nedeniyle de aritilmasi gereken ciddi ¢evresel sorunlar yaratmaktadir (Aksu, 2005).

Tekstil iiretiminden kaynaklanan ve aritilmadan alic1 ortamlara desarj edilen kimyasal
icerikli atik sular hem ¢evre hem de toplum saglig1 iizerinde olumsuz etkilere yol
agmaktadir. Ozellikle sentetik tekstil boyalar1, karmasik ve dayanikli kimyasal yapilar
nedeniyle sucul ekosistemlere karistiginda, canlilarin metabolik siireclerini bozarak
biyogesitliligin azalmasina neden olabilir (Santos, 2005). Bu boyalarin ¢ogu sentetik
kokenli, kompleks yapili, biyolojik olarak zor pargalanabilen ve sucul organizmalar
icin toksik tehdit olusturabilmeleri nedenleri ile endiistriyel atik sulardan etkin bir

sekilde uzaklastirilmasi biiylik 6nem tagimaktadir (Aksu, 2005).

Boyar madde igeren atik sularin aritilmasi i¢in ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemler gelistirilmistir. Bunlar arasinda kimyasal ¢oktiirme, ters osmoz gibi
membran ayirma teknikleri, iyon degisimi, adsorpsiyon (ylizeyde tutma) ve

biyosorpsiyon gibi yaklasimlar bulunmaktadir (Sarikci, 2013).

Son yillarda, atik sulardaki boyar maddelerin giderimi amaciyla biyolojik yontemlere
olan ilgi artmistir; bu kapsamda, boyalart biyolojik olarak parcalayabilen
(biyodegradasyon) veya kendi biinyelerinde biriktirebilen  (biyobirikim)
mikroorganizmalar {izerine yogun ¢alismalar yapilmaktadir. Bakteriler, mantarlar ve
algler gibi ¢esitli mikroorganizma gruplari bu tiir aritma stire¢lerinde kullanilmaktadir.
Kaynaklarda, mikroorganizmalarla boya giderimi i¢in temelde canli hiicrelerin
kullanim1 ve Olii (inaktif) hiicrelerin kullanimi olmak iizere iki farkli yaklagim
benimsendigi goriilmektedir. Canli hiicreler, boyar maddeyi metabolik yollarla
parcalayabilirler; ancak bu yOntemin baz1 kisitlamalar1 vardir. Canliligin
sirdiiriilebilmesi  i¢in  siirekli  besin  ortami  gereksinimi, yiiksek boya
konsantrasyonlarinda mikroorganizma iiremesinin veya aktivitesinin engellenmesi
(inhibisyon) ve siirecin genellikle yavas ilerlemesi bu sinirlamalara 6rnektir. Inaktif
(6lt) hiicrelerin kullanildig1 ve biyosorpsiyon olarak adlandirilan yontemde ise, boyar
maddeler hiicre yiizeyine veya icine fizikokimyasal mekanizmalarla tutunur. Olii
hiicrelerle ¢alismak, canlilik i¢in 6zel kosullar gerektirmediginden ve genellikle daha
yiiksek konsantrasyonlara dayanikli oldugundan, ¢ogu zaman daha verimli ve pratik

boya giderimi saglayabilmektedir (Aksu, 2005).
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1.1. Tezin Amaci

Calismanin birincil amaci, segilen salkon bilesiklerinin C. cladosporioides MRC
72584 kiifii kullanilarak gergeklestirilecek biyotransformasyon siireglerini detayli bir
sekilde incelemektir. Bu kapsamda, C. cladosporioides'in salkonlar iizerindeki
metabolik aktivitesi arastirilacak, biyotransformasyon sonucunda olusabilecek
potansiyel yeni tlirev bilesiklerin (metabolitler) yapilar1 aydinlatilacaktir. Bu ¢alisma
ile salkon bilesiklerinin mikrobiyal metabolizma yollar1 hakkinda daha detayli bilgi
edinilmesi ve potansiyel olarak farmasotik veya diger biyolojik uygulamalar igin
degerli olabilecek yeni ve biyoaktif molekiillerin kesfine zemin hazirlanmasi
beklenmektedir. Bu sayede, C. cladosporioides'in salkonlar1 doniistiirme kapasitesi
anlasilarak, bu tiir dogal iriinlerin mikrobiyal metabolizmasina dair bilimsel bilgi

birikimine 6dnemli bir katki saglanmas1 amaglanmaktadir.

Tezin ikincil amaci, ¢evresel bir sorun teskil eden sentetik azo boyar maddelerin sulu
cozeltilerden giderilmesinde C. cladosporioides kiiflinlin biyosorbent olarak
potansiyelini ve temel mekanizmalarini incelemektir. Calisma kapsaminda, C.
cladosporioides biyokiitlesinin secilen azo boyalart i¢in sorpsiyon kapasitesi
belirlenecektir. Ayrica, pH, sicaklik, konsantrasyon ve temas siiresi gibi temel
parametrelerin giderim verimliligine etkileri arastirilacaktir. Biyosorpsiyon siirecinin
hiz1 ve denge durumuna uygun kinetik ve izoterm modelleri kullanilarak tanimlanacak
ve potansiyel tutunma mekanizmalarinin aydinlatilmasina ¢alisilacaktir. Ana hedef, C.
cladosporioides'in azo boya (Acid Violet 90 ve Reactive Yellow 145) iceren atik
sularin aritim1 i¢in etkili, diistik maliyetli ve ¢evre dostu bir biyosorbent olarak

uygulanabilirligini incelemektir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Biyotransformasyon

2.1.1. Gecmisten giiniimiize biyotransformasyon

Biyoteknoloji ve biyotransformasyonun koékleri, M.O. 3000'li yillara, ilk ekmek
mayasmin kullanildigi, alkolik fermantasyonun ve sirke yapiminin kesfedildigi
zamanlara kadar uzanir. Bu siirecler o donemde bilingli olarak yonetilmese de,
insanligin fermantasyon olgusunu ilk kez deneyimlemesini saglamistir. Tarihsel
stirecteki diger onemli kilometre taslar1 arasinda Mezopotamya'da sarap liretiminin
baslamas1 (M.O. 2000), bira iiretiminin yaygmlasmasi1 (M.O. 300), damitik etanol
eldesi (1150), sirkenin endistriyel oOlgekte tiretimi (14. yy), kiltir mantar
yetistiriciligi (1650) ve mayalarin fermantasyondaki roliiniin bilimsel olarak

anlasilmas1 (1818) sayilabilir (Roberts, 1992; Telefoncu, 1995; Hanson, 1995).

Bilimsel anlamda ilk biyotransformasyon uygulamasi olarak kabul edilen calisma,
Louis Pasteur tarafindan 1858'de gerceklestirilmistir; bu calismada Penicillium
glaucum mantar kiltiri kullanilarak DL-amonyum tartarat karisimindaki D-
enantiyomer segici olarak parcalanmis ve L-amonyum elde edilmistir. Pasteur ayrica,
1864'te etanoliin Acetobacter aceti bakterisi araciliiyla asetik aside doniistiiriildiigiinii
gosteren ve biyotransformasyon alaninda literatiire giren ilk yayini yapmistir. Bu temel
calismalar, 1886'da Brown tarafindan Bacterium aceti kullanilarak propanoliin
propiyonik aside ylikseltgenmesiyle genisletilmistir. Ondokuzuncu yiizyildaki diger
O6nemli bulgular arasinda, Dumas'in 1874'te Saccharomyces cerevisiae (ekmek
mayasi) ile kiikiirtiin hidrojen siilfiire (H2S) indirgendigini bildirmesi ve 1898'de
Windisch'in furfuralin furfuril alkole indirgenebilecegini agiklamasi yer alir. Yirminci
ylizyilin baslarinda, 6zellikle S. cerevisiae kullanilarak ¢ok sayida biyotransformasyon
caligmasi yiriitiilmustiir. Liebig ve Neuberg gibi bilim insanlarinin onciiliik ettigi bu
calismalardan bazilari, I. Diinya Savasi sirasinda aseton, gliserol ve biitanol gibi
stratejik 6neme sahip kimyasallarin mikrobiyal yollarla tiretilmesine odaklanmistir.
Neuberg, 1921'de maya kullanarak kiral 06zellikte asetoin kondenzasyonunu

gelistirmis; fermantasyon ortamima benzaldehit ekleyerek asetaldehit ile



kondenzasyonunu saglamis ve sonugcta bir ketol olusturmustur. Bu reaksiyon, 1934'te
bir alkaloid olan efedrinin ticari sentezinin temelini atmistir. 1930'larda C vitamininin
endiistriyel Olgekte sentezlenebilmesi de biyotransformasyonun o©nemli erken

basarilarindandir.

Modern biyotransformasyon uygulamalarinin  gelistirilmesinde  ise  steroid
hormonlarinin mikrobiyal doniigiimleri kritik bir doniim noktas1 olmustur. Bu alandaki
oncii Orneklerden biri, 1937'de dehidroizoandrosteronun (DHEA) testosterona S.
cerevisiae ile dontstiiriilmesidir; bu donilistim iki asamada gergeklesir: once DHEA
androsterondiona oksitlenir, ardindan C-17 pozisyonundaki keto grubu segici ve
stereospesifik olarak testosteron vermek tiizere alkole indirgenir (Hanson, 1995;
Roberts, 1995; Dixan, 1999; Faber, 2004). Steroid kimyasindaki bir diger ¢igir agici
gelisme ise, 1952'de Murray ve Peterson tarafindan gerceklestirilmistir; Rhizopus
arrhizus mantar kiltiiri kullanilarak progesteron molekiiliiniin 11. pozisyonuna a-
konumunda stereospesifik olarak bir hidroksil grubu eklenmis ve O6nemli bir ilag
onciilii olan 11a-hidroksiprogesteron sentezlenmistir (Sekil 2.1) (Murray ve Peterson,

1952).
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Sekil 2.1. Progesteronun mikrobiyal biyotransformasyonu

2.1.2. Mikrobiyal Biyotransformasyon

Canli organizmalar, yasamlar1 siliresince karsilastiklar1 ve kendilerine ait olmayan
yabanct  kimyasal =~ maddelerle  (ksenobiyotikler)  etkilesime  girerler.
Biyotransformasyon, mikroorganizmalar, sporlar, hiicreler, doku kiiltiirleri gibi
biyolojik sistemlerin, sahip olduklari enzimler araciligryla bu ksenobiyotikler iizerinde
kimyasal degisiklikler yapma siirecini tanimlar. Mikroorganizmalarim bu dogal
doniistiirme yeteneklerinin bilimsel olarak kesfedilmesi ve spesifik kimyasal
modifikasyonlar i¢in kullanilmasina ise mikrobiyal biyotransformasyon adi verilir

(Akar, 2015).



Mikrobiyal biyotransformasyon siireclerinde, kiifler, mayalar, bakteriler ve mikrobiyal
algler gibi ¢esitli mikroorganizmalar serbest halde veya uygun bir yiizeye sabitlenmis
(immobilize edilmis) olarak kullanilabilir (Tirkoglu ve ark., 2011). Bu yontem,
geleneksel kimyasal sentezlere kiyasla sundugu iistiinliikler nedeniyle, 6zellikle son
yillarda biyoteknolojinin temel taslarindan biri haline gelmistir (Faber, 2003).
Mikroorganizmalarin genetik olarak kolayca degistirilebilmesi, biyoteknolojik
caligmalardaki kullanim potansiyellerini siirekli arttirmaktadir (Demain, 2000).
Biyoteknolojik liretimde mikroorganizmalarin yani sira izole enzimler, bitki hiicre ve
doku kiiltiirleri de yer alir. Mikroorganizma temelli teknikler temel olarak ikiye ayrilir:
Birincisi, fermantasyon yoluyla basit besinlerden (seker, amino asit vb.) baglayarak
iriin eldesidir; ikincisi ise, ortama eklenen belirli bir substratin mikrobiyal
biyotransformasyonudur. Fermantasyon genellikle karbon ve azot kaynaklarina
ihtiyag duyarken, biyotransformasyon i¢in uygun substratin varligi yeterlidir

(Y1ilmaztekin ve ark., 2008).

Mikrobiyal ve enzimatik biyotransformasyonlarin kimyasal senteze goére birgok
avantaji bulunmaktadir. Biyokatalizoérler (mikroorganizmalar veya enzimler),
genellikle oldukca 1limli kosullarda (nétiire yakin pH, 20-40 °C) calisarak enerji
maliyetlerini diisiiriir ve yliksek sicaklik/basing gibi zorlu kosullarin gerektirdigi 6zel
ekipman ihtiyacini azaltmaktadir (Qin ve ark., 2023; Al-Samarrai, 2024). Bu ilimh
sartlar, ayn1 zamanda kimyasal sentezlerde sik¢a rastlanan rasemizasyon, bozunma
veya izomerlesme gibi istenmeyen yan reaksiyonlart en aza indirerek daha saf
triinlerin elde edilmesini saglar (Al-Samarrai, 2024). Biyokatalizorlerin en dikkat
cekici dzelliklerinden biri yiiksek reaksiyon hizlaridir; enzimli reaksiyonlar, enzimli
olmayan reaksiyonlara gore 10%-10!° kat daha hizli gergeklesebilir (Al-Samarrai,
2024). Ayrica, yiiksek ozgiilliik (kemo-, regio- ve enantiyosecicilik) sayesinde,
karmasik molekiiller iizerinde hedeflenen degisiklikler hassasiyetle yapilabilir, bu da
ozellikle farmasotik tiretimde kritik olan tek bir enantiyomerin sentezini miimkiin
kilmaktadir (Qin ve ark., 2023; De Matos ve ark., 2023). Bu segcicilik, kimyasal
sentezde genellikle gerekli olan karmasik koruma/koruma kaldirma ve saflastirma
adimlarina ihtiya¢ duymayabilir veya basitlestirebilir (Qin ve ark., 2023; Turner,
1998). Protein yapili enzimlerin biyolojik olarak pargalanabilir olmas1 ve agir metal
icermemesi, onlar1 c¢evre dostu katalizorler yapmaktadir (Al-Samarrai, 2024).

Mikroorganizmalarin uygun beslenme kosullarinda ¢ok c¢esitli enzimler iiretebilmesi



ve spesifik olmayan enzim sistemleri sayesinde genis bir substrat yelpazesini
doniistiirebilmesi, bu yontemlerin esnekligini artirir (Turner, 1998; Qin ve ark., 2023).
Tim bu faktorler, mikrobiyal biyotransformasyonlar1 genellikle daha hizli, maliyet

etkin ve siirdiirtilebilir bir liretim arac1 haline getirmektedir (Turner, 1998).

2.1.3. Mikrobiyal biyotransformasyonlarda kullanilan mikroorganizmalar

Mikroorganizma hiicreleri, biyotransformasyon siirecleri i¢in olduke¢a elverisli adaylar
olarak kabul edilir ve bunun altinda yatan pek ¢ok O6nemli faktér bulunmaktadir.
Oncelikle, bu hiicrelerin sahip oldugu yiiksek yiizey alani/hacim orani, reaksiyonlar
icin genis bir etkilesim alan1 sunar. Ikinci olarak, mikroorganizmalarn hizli {ireme
kapasiteleri, substratlarin istenen tirlinlere doniistiiriilmesi i¢in gereken toplam siireyi
belirgin sekilde azaltir. Ugiincii olarak, yogun metabolik faaliyetleri sayesinde,
substratlarin verimli ve siiratli bir sekilde islenmesi miimkiin hale gelir. Son olarak,
mikroorganizmalarla ylriitiilen biyotransformasyon islemlerinde steril ¢alisma
kosullarinin olusturulmas ve siirdiiriilmesi, diger sistemlere kiyasla daha kolaydir. Bu
Ozellikler bir araya geldiginde, mikroorganizmalar biyoteknolojik doniisiim

uygulamalari i¢in giiglii birer ara¢ haline gelir (Smitha ve ark., 2017).

2.1.4. Mikrobiyal biyotransformasyon reaksiyon cesitleri

Mikroorganizmalar, cesitli kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyerek molekiilleri
doniistiirme yetenegine sahiptir. Biyotransformasyonlar arasinda, bir molekiile oksijen
eklenmesi veya hidrojen cikarilmasiyla gergeklesen oksidasyon (yiikseltgenme) 6ne
c¢ikar; alkollerin ketonlara, aldehitlerin asitlere doniisiimii ve hidroksilasyon bu tiiriin
ornekleridir. Oksidasyonun tersi olan rediiksiyon (indirgenme), molekiile hidrojen
eklenmesi veya oksijen ¢ikarilmasiyla ketonlarin alkollere indirgenmesi gibi siirecleri
kapsar. Hidroliz, su molekiilii araciligiyla ester, amid ve glikozidik baglarin kirilarak
molekiillerin kiiciilmesini saglarken, izomerizasyon ayni formiile sahip bir molekiiliin
atomlarin yer degistirerek farkli bir izomere donligmesidir. Ayrica, kondenzasyon
reaksiyonlar1 iki veya daha fazla molekiilii birlestirirken, mikroorganizmalar yeni
karbon baglar1 olusturarak molekiil iskeletini de biiytitebilirler. Molekiillere hidroksil,
glikozil, metil veya asetil gibi fonksiyonel gruplarin eklenmesi veya mevcutlarin
degistirilmesi de mikroorganizmalarin gergeklestirebildigi onemli doniisiimlerdendir

(Pervaiz ve ark., 2012).
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2.1.5. Mikrobiyal biyotransformasyonlarda kullanilan sekonder metabolitler

2.1.5.1. Flavonoidler

Fenolik bilesikler i¢inde yer alan flavonoidler, 6zellikle meyve ve sebzelerde bol
miktarda bulunan polifenolik yapidaki énemli bir bilesik grubudur. Dogada siklikla
sar1 ve beyaz bitki pigmentleri olarak karsimiza ¢ikan flavonoidlerin bugiine kadar
4000'den fazla farkl tiirii tantmlanmis olup, bunlarin yaklasik 500 kadarinin serbest

(aglikon) formda bulundugu bilinmektedir (Kesarkar ve ark., 2009).

Kimyasal olarak flavonoidler, yesil bitkilerde yaygin olarak sentezlenen, oksijen
atomu igeren heterosiklik halka yapisina sahip dogal iiriinlerdir. Bu bilesikler,
bitkilerin normal biiylime ve gelisme siireclerinde gorev almakla kalmaz, aym
zamanda onlar1 mikroorganizma saldirilarina ve cesitli ¢evresel zararlilara karsi
koruyan savunma mekanizmalarinda da onemli roller istlenirler (Alarcén ve ark.,
2013). Bitkiler alemi i¢inde flavonoidler oldukc¢a genis bir dagilim gosterir;
meyvelerden sebzelere, tahillardan aga¢ kabuklarina, koklerden gévdelere ve ¢iceklere
kadar bitkinin hemen her kisminda bulunabilirler (De Matos ve ark., 2020).
Bitkilerdeki temel islevleri arasinda, ¢icek, yaprak ve meyvelere canli ve ¢ekici
renklerini vermek (pigment gorevi) ve patojenlere kars1 koruma saglamak yer alir (De
Matos ve ark., 2020). Bitki hiicrelerinde, 6zellikle cigeklerin, yapraklarin, tohumlarin,
govdelerin veya koklerin vakuollerinde (hiicre bosluklar1) genellikle sekerlere bagh

glikozit formunda depolanirlar (Das ve ark., 2006).

Bitkilerdeki fizyolojik rollerinin 6tesinde, flavonoidler insan beslenmesi ve sagligi
acisindan da biiytlik 6nem tasimaktadir. Son yillarda yogun bilimsel ve terapotik ilginin
odag1 haline gelmislerdir (Havsteen, 2002). Insan diyetindeki temel rollerinden biri,
gliclii antioksidan Ozellikler gdostererek viicuttaki zararli serbest radikalleri
temizleyebilmeleridir (Alarcon ve ark., 2013). Yapilan cok sayida arastirma,
flavonoidler acisindan zengin bir beslenme bi¢iminin, yaslanma siireciyle iligkili
dejeneratif durumlarin yan1 sira kanser, diyabet, osteoporoz, kardiyovaskiiler
hastaliklar ve norodejeneratif bozukluklar gibi bir¢ok kronik hastaligin gelisim riskini
azaltmaya yardimci olabilecegini one siirmektedir (De Matos ve ark., 2020).
Flavonoidlerin incelenen biyolojik ve farmakolojik aktiviteleri olduk¢a cesitlidir;
antioksidan etkilerine ek olarak antibakteriyel, antifungal, antiviral, anti-alerjik, anti-
inflamatuar (iltihap karsiti), antitimor, antiplatelet (pihtilagma 6nleyici), anti-iskemik

ve Ostrojenik etkiler gibi pek ¢ok faydali 6zellik sergiledikleri rapor edilmistir (De
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Matos ve ark., 2020; Wang ve ark., 2010). Bu genis spektrumlu biyoaktiviteler ve
kronik hastaliklarin riskini azaltma potansiyelleri, bilim diinyasin1 bu dogal bilesik
sinifina ait yeni tilirevlerin sentezlenmesi ve terapdtik potansiyellerinin daha
derinlemesine arastirilmasi yoniinde motive etmektedir (De Matos ve ark., 2020).
Flavonoidlerin sahip oldugu bu sayisiz 6zellik ve potansiyel uygulama alani, onlara

olan ilgiyi giderek artirmaktadir (Wang ve ark., 2010).

Flavonoidler, salkonlar, flavanonlar, flavonlar, flavonoller, flavan-3-oller,
antosiyanidinler, antosiyaninler ve izoflavonoidler olmak iizere siniflara

ayrilmaktadir. Salkonlar baslica flavonoid biyosentezinde merkezi 6nciil molekiildiir.

2.1.5.2. Salkonlar

Kimyasal smiflandirmada salkonlar, polifenolik flavonoidler grubuna ait o, B-
doymamis ketonlar olarak tanimlanir (Kozlowska ve ark., 2020). Karakteristik
yapilari, bir karbonil grubu ile bir C=C ¢ift bag1 (a, f-doymamis sistem) iceren ii¢
karbonlu bir koprii vasitasiyla birbirine baglanmis iki aromatik halkadan meydana
gelir. Bu yap1, halka kapanmamis bir flavanon iskeleti olarak da diisiiniilebilir (De
Matos ve ark., 2020; Kozlowska ve ark., 2020). Dogal salkonlar genellikle aromatik
halkalarinda hidroksil gruplari bulundursa da, bu temel iskelet yapisi kimyasal veya
biyotransformasyon reaksiyonlar1 yoluyla modifikasyona oldukc¢a aciktir. Bu sayede,
yapiya farkli fonksiyonel gruplar eklenerek ¢ok sayida salkon tiirevi
sentezlenebilmektedir; bu da onlarin kimyasal ve biyolojik 6zelliklerinin

cesitlendirilmesine olanak tanir (De Matos ve ark., 2020).

Salkonlar, bitkiler aleminde yaygin olarak bulunan ve flavonoid ailesine mensup
onemli sekonder metabolitlerdir. Ozellikle insanlar tarafindan tiiketilen bir¢ok bitkide
bol miktarda bulunurlar (Rudrapal ve ark., 2021). Kimyasal yapilar1 itibariyla, dogada
siklikla birden fazla hidroksil grubu (-OH) tasiyan polihidroksillenmis aromatik
bilesiklerdir. Biyosentetik agidan da kritik bir role sahiptirler; flavanonlar ve
flavanoller gibi diger onemli flavonoid smiflarinin sentezinde baslangic molekiili,
yani biyoonciil olarak iglev goriirler (Rudrapal ve ark., 2021; De Matos ve ark., 2020).
Yapilarindaki fenolik gruplar, onlara giiclii serbest radikal siipiirme yetenegi
kazandirir; bu antioksidan potansiyel, terapotik acidan degerli bilesik arayisindaki
arastirmacilarin dikkatini salkon agisindan zengin bitki kaynaklarina g¢ekmistir.

Salkonlarin ¢esitli rahatsizliklarin tedavisinde kullanimi geleneksel tipta uzun bir
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gecmise sahiptir ve giiniimiizde de biyolojik aktivitesi kanitlanmis pek ¢ok salkon,

sifal1 bitkilerden izole edilmeye devam etmektedir (Rudrapal ve ark., 2021).

Bitkilerde salkonlar, ¢evresel stres faktorlerine, mikroorganizma saldirilarina veya
bocek/hayvan zararlarina karsi koruyucu bir bariyer olusturmada rol oynayan biyoaktif
ikincil metabolitlerdir (Kozlowska ve ark., 2020). Sahip olduklar1 bu dogal
fonksiyonlarin yani sira, gosterdikleri genis biyolojik aktivite spektrumu nedeniyle
farmakolojik agidan da biiyiik ilgi gormektedirler. Yapisal ¢esitliliklerine bagh olarak
antikanser, antibakteriyel, antifungal, antioksidan, anti-inflamatuar ve antimalaryal
gibi pek ¢ok farkli etki rapor edilmistir (Kozlowska ve ark., 2020; Rudrapal ve ark.,
2021). Ozellikle hidroksi (-OH) grubu iceren salkon tiirevleri (hidroksikalkonlar), bu
gruplarin proteinler ve enzimlerin aktif bolgelerindeki amino asit kalintilariyla
hidrojen bag1 kurma egilimi gostermesi nedeniyle, potansiyel ila¢ hedefi etkilesimleri
acisindan bilim camiasinda 6zel bir ilgiye mazhar olmustur (Kozlowska ve ark., 2020).
Bahsedilen bu sebeplerden dolay1 salkonlarin hem dogal kaynaklardan elde
edilebilirligi hem de yapisal olarak modifikasyona uygunlugu, onlar ¢esitli biyolojik
aktivitelere sahip yeni bilesiklerin gelistirilmesi i¢in degerli bir temel yap1 haline

getirmektedir (De Matos ve ark., 2020).

2.1.6. Biyotransformasyonlarin avantajlari

Biyotransformasyon siiregleri, geleneksel kimyasal sentez yontemlerine kiyasla bir
dizi onemli {istiinlik sunmaktadir. Bu siiregler, genellikle "Yesil Teknoloji"
prensipleriyle uyumlu olup ¢evre dostu bir yaklasim sergilerler ve daha temiz atik
akimlar1 olustururlar. Reaksiyon verimlilikleri ve toplam iiriin doniislim oranlar
siklikla daha yiiksektir, bu da daha etkin bir hammadde kullanimi anlamina gelir.
Ozellikle kiral molekiillerin sentezinde, biyotransformasyonlar {istiin enantiyomer
seciciligi saglayarak istenen tek bir enantiyomerin hedeflenerek iiretilmesine veya
rasemik karigimlarin etkin bir sekilde ayristirilmasina olanak tanir; bu sayede degerli
kiral ara iirlinler elde edilebilir ve asimetrik sentez yontemleri gelistirilebilir.
Biyotransformasyonlar ayrica, daha az istenmeyen yan iiriin olusumuyla
sonuglanabilir ve potansiyel olarak iiretim rotalarini kisaltabilir. Proses ekonomisi
acisindan da avantajli olabilen bu yontemler, en 6nemlisi, kimyasal sentezlerde
siklikla ihtiya¢ duyulan agir metal katalizorler, yiiksek sicaklik, yiiksek basing veya

asir1 pH gibi zorlu ve tehlikeli reaksiyon kosullarina olan gereksinimi ortadan kaldirr;
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bunun yerine genellikle n6tre yakin, 1limli sartlarda caligirlar ve biyolojik, dogal bir

isleme karakteri tasirlar (Sanjukta, 2007).

2.2. Adsorpsiyon

Adsorpsiyon, bir maddenin baska bir kati maddenin yiizeyinde, yiizeydeki ¢ekim
kuvvetleri etkisiyle tutunmasi veya bir arayiizeyde konsantrasyonunun artmasi olarak
tanimlanan bir yiizey olgusudur. Bu siiregte ylizeyde tutunan maddeye adsorplanan,
tutunmay1 saglayan katt maddeye ise adsorban adi verilir (Pekin, 1985; Dabrowski,
2001). Adsorpsiyon proseslerinin temelini ve adsorban ile adsorbat arasindaki
etkilesimlerin nasil sekillendigini kavramak agisindan biiyilk Onem tasiyan
adsorpsiyon izotermi, bir adsorbanin sabit bir sicaklikta adsorbati ne oOlgiide
tutabildigini gdsteren matematiksel bir model olarak tanimlanir (Dogan ve ark., 2007).
S6z konusu adsorplama kapasitesinin tayin edilmesinde ise yaygin olarak Langmuir
ve Freundlich gibi izoterm modelleriyle birlikte adsorpsiyon kinetigi

parametrelerinden faydalanilir.

Langmuir izoterm modeli, adsorban malzemenin (sorbent) yiizeyinde adsorpsiyon i¢in
uygun, belirli "aktif bolgeler"in var oldugu temel kabuliine dayanir. Bu model
cergevesinde, ylizeydeki her bir aktif bolgenin kapasitesinin yalnizca tek bir molekiili
tutmakla sinirl oldugu diisiiniiliir. Bu nedenle Langmuir yaklasimi, yiizeyde yalnizca
tek bir molekiil katmaninin olustugu, yani "tek tabakali" (monolayer) bir fiziksel
adsorpsiyon siirecini tanimlar. Bagka bir ifadeyle, adsorpsiyon islemi sonucunda
ylizeyde meydana gelen kaplamanin kalinlig1 bir molekiil kadardir. Modelin getirdigi
diger onemli varsayimlar arasinda, yilizeydeki tiim aktif adsorpsiyon noktalarinin,
adsorplanacak molekiillere kars1 tamamen ayni ¢ekim giiciine sahip olmasi yer alir.
Ayrica, bir bolgeye adsorplanmis olan bir molekiiliin, hemen yanindaki komsu
bolgelere tutunmus diger molekiillerle herhangi bir etkilesim igine girmedigi kabul
edilir. Bu izoterm modelinin, kat1 bir ylizey tizerindeki aktif noktalarda ger¢eklesen
tutunma olayinin fiziksel mi yoksa kimyasal adsorpsiyon mu oldugunu belirlemede
diger modellere kiyasla daha giiclii bir aciklama sundugu belirtilmistir (Langmuir,

1918).

Langmuir izoterm modeline gore, ¢ozeltideki veya gaz fazindaki adsorplanacak
maddenin baslangi¢ konsantrasyonu arttik¢a, ylizeye tutunan madde miktar1 da artig

gosterir. Ancak, yilizeydeki tiim aktif bolgeler tek bir molekiil tabakasiyla tamamen

14



kaplandiginda, sistem maksimum doygunluk noktasina ulasir. Bu noktadan sonra,
baslangi¢c konsantrasyonu artsa bile yiizeye adsorbe edilen madde miktar1 daha fazla
artmaz ve sabit bir degerde kalir (Esitlik 1) (Langmuir, 1918).

1 C

Ce _ e < 1:
— _ + £ Esitlik (1)
e quL Um

Burada (Esitlik 1) gm maksimum tek tabaka adsorpsiyon kapasitesidir (mol g ™),
Ky Langmuir sabitidir (L mol ), qe adsorpsiyon kapasitesidir (mol g ') ve Ce denge
konsantrasyonudur (mol L ). C. /qe'yi C ¢'ye gore ¢izmek (Esitlik (1)) egimi 1/qm ve
kesisimi 1/Kr qm olan diiz bir ¢izgiyle sonuglanmaktadir (Piccin, 2011).

Heterojen, yani tekdiize olmayan yiizeylerde meydana gelen adsorpsiyon siireglerini
aciklamak icin kullanilan deneysel bir yaklasim ise Freundlich izotermi'dir. Bu
izoterm, adsorpsiyonun c¢oklu katmanlar halinde gerceklesebilecegi ve adsorban
ylizeyinin farkli enerji seviyelerine sahip olabilecegi varsayimini temel alir.
Matematiksel ifadesi, adsorbe edilen miktar ile ¢ozeltideki konsantrasyon arasindaki
iliskiyi dogrusal olmayan bir denklemle ortaya koyar. Ozellikle su ve atik su aritma
uygulamalarinda, adsorban yiizeyindeki enerji g¢esitliliginin (heterojenliginin)
incelenmesi ve degerlendirilmesi amaciyla Freundlich izotermi sikc¢a tercih edilen bir

modeldir (Esitlik 2) (Dogan ve ark., 2007).

logq. = logK,+ ~logC, Esitlik (2)

Freundlich izoterm modeliyle iligkili sabitler sorpsiyon kapasitesi (KF) ve sorpsiyon
yogunlugudur (1/n). Ayrica, iis (1/n), adsorban/adsorbat sisteminin uygunlugu ve
kapasitesi hakkinda bir gosterge saglar. log ge 'yi logCe'ye gore ¢izmek (Esitlik (2)),

egimi 1/n ve kesisimi logKF olan diiz bir ¢izgiyle sonuglanir (Piccin, 2011).

Adsorpsiyon proseslerinin hangi hizda ve hangi mekanizmalar iizerinden ilerledigini
inceleyen adsorpsiyon kinetigi, atik su iyilestirme, renk giderme islemleri ve ¢esitli
endiistriyel siirecler i¢in 6nemli bir gosterge olarak kabul edilir. Bu kinetik ¢calismalar;
adsorplanacak maddenin (adsorbant) adsorban yiizeyine varis hizini, molekiillerin
ylizeyle temas ve etkilesim siiresini ve sistemin adsorpsiyon dengesine erigme
zamanini kapsar. Genel bir yaklasimla, adsorpsiyon kinetigi siklikla yalanci birinci
derece ve yalanci ikinci derece olmak iizere iki ana model kullanilarak tanimlanir.

Yalanct birinci derece model, adsorpsiyon hizinin ¢ozelti igindeki adsorbant
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konsantrasyonu ile orantili oldugunu 6ne siirerken, yalanci ikinci derece model
adsorpsiyon hizinin daha ¢ok yiizeydeki aktif baglanma noktalarinin doluluk

durumuyla baglantili oldugunu belirtir (Ho ve ark., 1998).

2.3. Biyosorpsiyon

Biyosorpsiyon, adsorban olarak biyolojik kokenli materyallerin kullanildig1 6zel bir
adsorpsiyon tiiriidiir. Temel mekanizmasi sorpsiyona dayanan bu siireg, sulu
cozeltilerdeki metaller veya boyar maddeler gibi ¢esitli kirleticilerin, canli veya inaktif
biyokiitleler ya da bunlardan tiiretilmis materyaller aracilifiyla uzaklagtirilmasi

islemidir (Volesky, 1990; Fu ve Viraraghavan, 2000; Maurya, 2006).

Son yillarda yapilan arastirmalar, bakteri, fungus ve alg gibi mikroorganizmalarin (Fu
ve Viraraghavan, 2002; Arica, 2005) yan1 sira, portakal kabugu, piring kabugu, agac
kabuklari, misir kogan1 gibi tarimsal veya endiistriyel atik niteligindeki, ucuz ve
yapilarinda boya baglayict fonksiyonel gruplar igeren biyokiitlelerin alternatif
biyosorbentler olarak kullanilmasi {izerinde yogunlagsmistir (Waranusantigul, 2003).
Biyosorpsiyon olarak adlandirilan bu yontemin etkinligi, kullanilan biyokiitlenin
yiizey Ozellikleriyle yakindan iliskilidir. Agir metaller veya boyalar gibi kirleticilerin
biyosorpsiyonu, temel olarak bu maddelerin, biyokiitlenin hiicre duvarinda bulunan ve
baslica polisakkaritler, proteinler ve lipidlerden olusan yapilarin yiizeyindeki
fonksiyonel gruplar (6rnegin, karboksil, hidroksil, amin gruplar) ile etkilesime
girmesine dayanir (Gadd ve White, 1985). Bu etkilesimler, hiicre metabolizmasindan
bagimsiz, fizikokimyasal bir siirectir ve fiziksel/kimyasal adsorpsiyon, elektrostatik
cekim, iyon degisimi, komplekslesme, selat olusumu veya mikropresipitasyon
(ylizeyde cokelme) gibi c¢esitli mekanizmalar1 igerebilir. Biyosorpsiyon
uygulamalarinda hem canli hem de cansiz biyokiitleler kullanilabilse de, cansiz
biyokiitle kullanim1 bazi 6nemli avantajlar1 nedeniyle siklikla tercih edilmektedir (Liu,
2003; Aksu, 2005). Canli hiicrelerin biyosorpsiyon sirasinda canliliklarim
stirdiirebilmeleri i¢in uygun besin ortamina ihtiya¢ duymalar1 ve ortamdaki toksik
maddelerden korunmalarinin gerekmesi gibi zorluklar vardir. Oysa cansiz
biyokiitlelerin kullanilmasi bu tiir gereklilikleri ortadan kaldirir, toksisiteye daha
dayaniklidir ve genellikle daha 6ngdriilebilir ve verimli bir sorpsiyon siireci sunar

(Aksu, 2005).

16



Endiistriyel boyalar, genellikle sentetik olarak {iretilen, azo gruplar1 veya antrakinon
tipi kromoforlar gibi renk veren yapilar igeren kompleks aromatik bilesiklerdir (Fu ve
Viraraghavan, 2001; Aksu ve Tezer, 2005). Bu boyar maddeler, tekstil, deri, gida,
kaucuk, kozmetik, ilag, kagit ve baski1 gibi ¢cok sayida endiistriyel alanda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Gong, 2005). Ancak, bu endiistrilerden kaynaklanan ve boyar
maddelerle kirlenmis atik sularin aritilmadan dogal su kaynaklarina karismasi, ciddi
bir ¢evre sorununa yol agmaktadir (Aksu ve Dénmez, 2003). Boyar maddeler, suya
renk vererek 151k gecirgenligini azaltir ve bu durum sucul ekosistemlerdeki fotosentezi
ve dolayisiyla yasami olumsuz etkiler. Ayrica, bazi boyar maddelerin veya yikim
tirtinlerinin (6rnegin toksik aminler) kanserojenik, mutajenik etkileri olabilecegi ve
cesitli organlarda (akciger, bobrek, beyin, merkezi sinir sistemi, lireme sistemi)
tahribata yol acarak onemli saglik sorunlarina neden olabilecegi bildirilmektedir

(Mahony, 2002; Aksu, 2005).

Boyar maddeler, cesitli malzemelere renk kazandirmak amaciyla kullanilan, organik
ya da inorganik yapida olabilen kimyasal bilesiklerdir. Genellikle ¢ozelti veya
siispansiyon formunda tatbik edilerek kalici bir renk olusturan bu maddeler, yiiksek
renklendirme giicii, 1518a ve yikamaya kars1 dayaniklilik gibi temel niteliklere sahip
olmalidir. Bu 6zellikleri sayesinde tekstil, kagit, plastik, gida ve kozmetik gibi farkli
endiistriyel alanlarda yaygin bir kullanim alani bulurlar (Zollinger, 2003).

Boyar maddelerin renklendirme yetenegi, genellikle aromatik halkalar igeren kimyasal
yapilarinin, 1518 belirli dalga boylarin1 sogurma (absorbe etme) Ozelliginden
kaynaklanir. Bu sayede renkli goriiniirler ve bu karakteristik renk oOzellikleri,
molekiillerinde yer alan kromofor ve oksokrom olarak bilinen 6zel islevsel gruplar
tarafindan belirlenir (Christie, 2014). Bu gruplarin yapilarinda kromofor sinifinda azo
grubu (-N=N-), karbonil grubu (=C=0), etilen grubu(=C=C=), nitro grubu (-NO>),
karboamino grubu (=C=NH), tiyokarbonil grubu (=C=S), nitrozo grubu (-N=0);
oksokrom sinifinda ise fenolik grup (-O-Cg¢Hs), hidroksil grup (-OH), tiyohidroksi
grup (-SH), metoksi grup (-OCH3), stilfonik asit grubu (-SO3H), amino gruplari (-NH>,
-NHR, -NR>) bulunmaktadir (Christie, 2014).

Bu tez ¢alismasinda kullanilan boyalardan olan azo boyar maddelerden Acid Violet 90
(AV90) boyasmin molekiil yapis1 ve kimyasal 6zellikleri sirasiyla Sekil 2.2°de ve
Tablo 2.1°de, Reactive Yellow 145 (RY145) boyasinin molekiil yapist ve kimyasal
ozellikleri Sekil 2.3’de ve Tablo 2.2’de verilmistir.
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Sekil 2.2. Acid Violet 90 boyasinin agik yapisi

Tablo 2.1. Acid Violet 90 boyasinin kimyasal 6zellikleri (Ulusal Biyoteknoloji Bilgi

Merkezi, 2024).

Molekiiler Formiil IUPAC Ad1 Ma (g/mol)
disodyum;krom;3-hidroksi-4-[(5-hidroksi-3-
metil-1-fenilpirazol-4-il)diazenil |naftalin-1-

C40H30CrNgNa,010S: stilfonat;3-hidroksi-4-[(5-metil-3-okso-2- 9448 g/mol

fenil-1 H -pirazol-4-il)diazenil]naftalin-1-

stilfonat

SO;Na
H H
S0,CH,CH,0S0;Na N\( NYN N—N SO;Na
NN NCHONH, OO
Y SOsNa
Cl

Sekil 2.3. Reactive Yellow 145 boyasinin agik yapisi

Tablo 2.2. Reactive Yellow 145 boyasiin kimyasal 6zellikleri (Ulusal Biyoteknoloji
Bilgi Merkezi, 2024).

Molekiiler Formiil IUPAC Adi Ma (g/mol)

tetrasodyum;7-[[2-(karbamoilamino)-4-[[4-
kloro-6-[3-(2-siilfonatoksietilsiilfonil)

C28H20C1N9N340|685 anilino]-1,3,5-triazin-2- 1026,3 g/mol
ilJamino]fenil]diazenil|naftalen-1,3,6-
trisiilfonat

Endiistriyel atik sulardan boyalarin uzaklastirilmasi, g¢evresel onemi yiiksek bir
arastirma alani olmakla birlikte zorlu bir siirectir (Ozcan ve Ozcan, 2004). Bunun
temel nedeni, boyalarin genellikle kimyasallara, oksitleyici ajanlara, 1s1ya ve biyolojik

parcalanmaya kars1 oldukea direncli ve molekiiler yapilara sahip olmasidir (Kargi ve
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Ozmihci, 2004). Geleneksel olarak boya giderimi icin flokiilasyon, koagiilasyon,
kimyasal ¢oktlirme, ters osmoz, ultrafiltrasyon, kimyasal oksidasyon ve adsorpsiyon
gibi cesitli fiziksel ve kimyasal yontemler kullanilmaktadir (Ong, 2005). Bu yontemler
arasinda adsorpsiyon, etkinligi nedeniyle 6nemli bir alternatif olarak 6ne ¢ikar. Aktif
karbon, yiiksek gozenekliligi, genis ylizey alani, iyi adsorpsiyon kapasitesi ve yiizey
reaktivitesi sayesinde bu amacla en yaygin kullanilan adsorban malzemedir. Ancak,
aktif karbonun iiretim maliyetinin yiiksek olmasi1 ve 0&zellikle biiyiik o6lcekli
uygulamalarda rejenerasyon zorluklari, kullanimini zaman zaman ekonomik ve teknik
acidan kisitlamaktadir. Bu nedenle, atik sulardan boyar madde giderimi igin aktif
karbona alternatif olabilecek (bataklik komiirii, bentonit kili, ucucu kil gibi
malzemeler), daha ucuz, kolay temin edilebilir ve etkili adsorpsiyon materyalleri
gelistirme calismalari siirmektedir (Liversidge, 1997; Mahony, 2002; Ozcan ve Ozcan,
2004). Verimli, ekonomik ve kolay bulunabilen yeni adsorbanlara olan ihtiya¢ devam

etmektedir (Fu ve Viraraghavan, 2001).

2.3.1. Biyosorpsiyonu etkileyen etmenler

Bir biyokiitlenin belirli bir kirleticiyi biyosorpsiyon kapasitesi, kullanilan biyolojik
materyalin tiirli, hedef kirleticinin kimyasal dogasi, biyokiitlenin nasil hazirlandig1 ve
ylizeyinin sahip oldugu 6zellikler gibi cesitli etkenlerden etkilenir. Bunlara ek olarak,
biyosorpsiyon isleminin gerceklestigi ortamdaki diger maddelerin varligi, sicaklik,
pH, kirletici konsantrasyonu gibi fizikokimyasal kosullar da biyokiitlenin sorpsiyon

yetenegini belirleyen onemli faktorlerdendir (Aksu, 2005; Maurya, 2006).

2.3.1.1. pH

Biyosorpsiyon siireclerinin etkinligini dogrudan etkileyen temel faktorlerden biri
ortamm pH degeridir. Cozeltinin pH seviyesi, hem biyosorbent materyallerin
ylzeyindeki islevsel gruplarin iyonlasma durumunu hem de c¢ozeltideki kirletici
maddelerin kimyasal yapilarin1 degistirebilme kapasitesine sahiptir (Volesky ve

Holan, 1995).

Distik pH degerlerinde, biyosorbent yiizeyi genellikle protonasyon yoluyla pozitif yiik
kazanma egilimi gosterir. Bu durum, anyonik (negatif yiiklii) iyonlarin baglanmasin
tesvik ederken, katyonik (pozitif yiiklil) maddelerin biyosorpsiyon kapasitesini azaltir
(Aksu, 2005). Buna karsilik, pH seviyesi arttikca, biyosorbent yiizeyindeki

fonksiyonel gruplar deprotonize olarak negatif bir yiik kazanir. Bu degisim, katyonik
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ve yiiksiiz (n6tr) kirletici tiirlerin biyosorbent tarafindan tutulmasini kolaylastirict bir

etki yaratir (Wang ve Chen, 2009).

2.3.1.2. Zaman

Zaman faktorii, biyosorpsiyon siireclerinin genel performansini dogrudan belirleyen
kritik bir unsurdur. Genellikle, biyosorbent ile hedef kirletici arasindaki temas siiresi
arttikca, adsorbe edilen madde miktarinin da arttig1 veya sistemin bir denge noktasina
ulastign  gdzlemlenir. Ozellikle tekstil endiistrisi atik sularmdaki kirleticilerin
adsorpsiyonunda, yeterli temas siiresinin ardindan biyosorbent malzemenin doyma
noktasina ulagmasi ve buna bagli olarak adsorpsiyon kapasitesinde bir azalma
meydana gelmesi olasidir (Colak ve Kiling, 2017). Bu nedenle, atik su aritma
uygulamalarinin verimliligini en iist diizeye ¢ikarmak i¢in, biyosorpsiyon i¢in gereken

stirenin ideal sekilde optimize edilmesi biiyiilk 6nem tasimaktadir.

2.3.1.3. Sicakhk

Sicaklik, biyosorpsiyon siirecindeki hem fizikokimyasal hem de biyokimyasal
mekanizmalar iizerinde belirleyici bir etkiye sahiptir. Genellikle, sicaklik artigi
biyosorpsiyon kinetigini hizlandirarak metal iyonlarinin veya organik kirleticilerin
biyosorbent yiizeyine baglanma oranini yiikseltebilir (Gupta ve Rastogi, 2008). Ancak,
sicakligin asir1 derecede yiikselmesi durumunda, biyosorbent malzemenin yapisindaki
baglanmada kilit rol oynayan fonksiyonel gruplar bozulmaya ugrayabilir. Bu durum,
biyosorpsiyon kapasitesinde olumsuz bir degisiklige yol acabilir (Veglio ve Beolchini,
1997). Bu sebeple, biyosorpsiyon isleminin en verimli (optimum) sicaklik kosullarinda
gerceklestirilebilmesi icin, sistematik olarak planlanmig sicaklik testlerinin yapilmasi

bliyiik 6nem tasir.

2.3.1.4. Biyokiitle miktar:

Cozelti ortamindaki kirletici maddelerin uzaklagtirilma etkinligini dogrudan etkileyen
bir diger onemli faktor, kullanilan biyosorbent miktaridir. Genel bir ilke olarak,
sisteme eklenen biyokiitle miktarindaki artis, daha fazla sayida aktif baglanma
noktasinin mevcut olmasi anlamma gelir ve bu durum biyosorpsiyon kapasitesinin
artmasiyla sonuglanir (Bai ve Abraham, 2003). Bununla birlikte, biyokiitle miktarinin
belirli bir diizeyin iizerine ¢ikarilmasi halinde, sistemin doygunluga erismesi nedeniyle

biyosorpsiyon oraninda ilave bir ylikselme gdzlemlenmeyebilir (Fourest ve Roux,
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1992). Bu durum, optimum biyosorbent miktarinin belirlenmesinin énemini ortaya

koyar.

2.3.1.5. Konsantrasyon

Konsantrasyon parametresi, biyosorpsiyonun ne denli etkili olacagini belirlemede kilit
bir rol oynar. Disiik kirletici konsantrasyonlarinda, biyosorbent materyalin
ylzeyindeki aktif baglanma bolgelerinin 6nemli bir kismi kullanilmamis (bos)
durumdadir. Cozeltideki kirletici konsantrasyonu arttikga, bu baglanma noktalar
giderek daha fazla dolar ve bunun sonucunda biyosorpsiyon kapasitesi de bir yiikselis
gosterir. Ancak, konsantrasyon belirli bir esik seviyesini astiginda, biyosorbent
ylizeyindeki tiim baglanma bolgeleri tamamen dolacagi i¢in biyosorpsiyon kapasitesi

artik doygunluk noktasina ulasir ve bu seviyede sabitlenir (Aksu, 2005).

2.3.1.6. Biyosorbent tanecik boyutu

Biyosorbent malzemenin fiziksel Ozellikleri ve ylizey alanimin biiyiikligi,
biyosorpsiyon kapasitesini belirleyen onemli faktorlerdendir. Genel olarak, daha
kiigiik partikiil boyutlarina sahip biyosorbentler, daha genis bir toplam ylizey alani
sunarlar. Bu durum, kirletici maddelerle daha fazla temas noktas1 yaratarak
biyosorpsiyon verimini artirir (Bishnoi ve Garima, 2005). Ancak, tanecik boyutunun
asir1 derecede kiigiik olmas1 halinde, bu ¢ok ince biyosorbent partikiillerinin ¢ozelti
igerisinde bir araya gelerek topaklasmaya (flokiilasyona) yol agmas1 miimkiindiir. Bu
durum, biyosorpsiyon siirecinin etkinligini olumsuz yonde etkileyebilir (Akar ve ark.,

2009). Bu sebeple, optimum partikiil boyutu se¢imi biiyilik 6nem tasir.

2.3.1.7. Karistirma hizi

Biyosorpsiyon siirecinde karistirma hizi, biyosorbent malzemenin etrafindaki kiitle
transferi lizerinde etkili olan 6nemli bir parametredir. Karigtirma hizinin artirilmasi,
¢ozelti icerisinde bulunan kirletici molekiillerin biyosorbent yiizeyine daha siiratli bir
sekilde ulagmasini saglayarak biyosorpsiyon kapasitesinin yiikselmesine olanak
tantyabilir. Literatiirdeki ¢alismalar, ¢alkalama hizinin, biyosorpsiyon isleminde kiitle
transfer hizin1 belirleyen ve dolayisiyla siireci smirlayabilen bir faktor oldugunu
vurgulamaktadir (Volesky, 2007; Wang ve Chen, 2009). Bu nedenle, verimli bir

biyosorpsiyon i¢in optimum karistirma hizi 6nemlidir.
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2.4, Literatiirde Tekstil Boyar Maddelerin Biyosorpsiyonlar:

Tekstil boya atiklarinin desarj edilmeden Once aritilmasi, dogal su kaynaklarinin
korunmasini saglar. Renk giderimi i¢in cesitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik
yontemler kullanilabilmektedir. En yaygin kullanilan aritma prosesleri bakteriyel
bozunma, fotokatalitik yontemler ve adsorpsiyondur. Biyosorpsiyon da sorbentlerin
(adsorplayicilarin) biyokiitle iizerine yiiklendigi bir adsorpsiyon tiiriidiir. Organik
maddelerin  biyokiitle  {lizerindeki  adsorpsiyonu; elektrostatik  etkilesim,
komplekslesme, iyon degisimi gibi birgok yolla gerceklesebilir. Mikroorganizma
hiicre duvarinda bulunan lipitler ve polisakkaritler gibi biyolojik molekiillerin
fonksiyonel gruplar1 biyosorpsiyonda rol almaktadir (Danouche ve ark., 2021).
Biyosorpsiyon ile atik sulardan hem metalik (Heidarzadeh-Samani ve ark., 2023) hem
de organik kirleticiler (Lima ve ark., 2023) giderilebilmektedir. Literatiirde
biyokiitleler, tekstil boya atiklarinin rengini gidermek i¢in de siklikla kullanilmaktadir.
Bir calismada, Aspergillus parasiticus ile katyonik ve anyonik boyalarin giderilmesi
(Bouras ve ark., 2021), Aspergillus carbonarius ve Penicillium glabrum ile metilen
mavisi giderimi (Bouras ve ark., 2021) ve Fusarium oxysporum ile Kongo kirmizisi

ve bazik fuksin giderimi rapor edilmistir (Batana ve ark., 2022).

Acid Violet 90 (AV 90) ve Reactive Yellow 145 (RY 145), aromatik azo yapisina sahip
tekstil boyalaridir. Bu boyalar, azo boyalar1 olarak siniflandirilir ve genellikle diazenil
gruplarina ek olarak suda ¢oziinebilen kisimlara sahiptir (Benkhaya ve ark., 2020).
Pargalanmis ve parcalanmamis azo boyalari, insanlar ve hayvanlar i¢in kanserojen
olabilmektedir. Aromatik aminler, azo boyalarinin pargalanmasiyla olusan ve
tiimorlere neden olabilen, ayn1 zamanda alerjen olarak etki edebilen tiriinlerdir (Chung,
2016). Literatiirdeki bazi calismalar, asit viyolet ve reaktif sar1 boyalarin
biyosorpsiyon yoluyla giderilmesini incelemistir. Iki calismada, AV90'n
biyosorpsiyonu i¢in Zingiber officinale (zencefil) ve Psidium guajava L. (guava)
tozlar1 kullanilmistir (Hashem ve ark., 2023). Her iki calismada da maksimum giderim,
0,2 g/L biyosorbent kullanilarak pH 2'de elde edilmistir. Caner ve ark. (2011),
kurutulmus  Penicillium restrictum kullanarak RY145'in  biyosorpsiyonunu
aragtirmistir. Bildirilen optimum giderim pH'1 1,0, biyokiitle dozu 0,4 mg/L ve
calkalama stiresi 75 dakikadir. Krishnasamy ve ark. (2022), RY145'in rengini
gidermek i¢in yer fistig1 kabugu bazli biyokdmiir (biochar) kullanmistir. Dengeye, 1,0
g/L biyokiitle kullanilarak pH 2'de ulasilmistir. Kifetew ve ark. (2023), RY145'
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gidermek i¢in teff samani bazl aktif karbon hazirlamistir. Bildirilen optimum giderim
parametreleri pH 2, 0,3 g/L biyokiitle dozu ve 120 dakikalik temas siiresidir. Zhang ve
ark. (2003), RY 145'in biyosorpsiyonu i¢in Penicillium oxalicum'dan elde edilen misel
peletlerini kullanmistir. Maksimum giderim yiizdeleri pH 2'de elde edilmistir.
Benkaddour ve ark. (2018), 1,0 g biyokiitle kullanarak 30 dakika boyunca pH 3'te
RY145'1 gidermek i¢in karpuz ¢ekirdeklerini hekzan ile muamele etmistir.

Literatiirde, Cladosporium cladosporioides kullanilarak AV90 ve RY145'in tek tek
veya karigim halinde giderilmesine yonelik herhangi bir biyosorpsiyon c¢alismasina
rastlanmamistir. Ancak, bu fungus ile metal iyonu biyosorpsiyonu calismalari
mevcuttur (Pethkar ve ark., 2001). Fungus sporlar1 kat1 besiyerinde saklanabilir ve
zamanla cogaltilabilir. Yeniden izolasyon veya satin alma gerektirmedikleri i¢in
ekonomiktirler. Fungus biyokiitlesi, gerektiginde kolayca biiyiilk miktarlarda
tiretilebilir. Ayrica, tekstil boyalarini aritmak igin endiistriyel Olgekte de

kullanilmaktadirlar (Chicatto ve ark., 2018).

Organik maddeler karisim halinde bulundugunda, absorpsiyon spektrumlari
araciligiyla tek tek organik madde konsantrasyonlarini hesaplamak sorunlu hale gelir.
Tiirev spektrofotometrik yontemler, bu sorunu ¢ézmenin kolay bir yoludur. Bu
yontem, tiirev spektrumundaki diger maddelerin sifir ge¢is noktasini kullanarak bir

bilesigin kalibrasyon egrisini olusturmaya dayanir (Keskin ve ark., 2011).

Bu calismada, bir fungus olan Cladosporium cladosporioides, AV90 ve RY145
karigtmint es zamanlh olarak gidermek i¢in bir biyosorbent olarak kullanilmuistir.
Giderimi etkileyen pH, c¢alkalama siiresi ve hizi, ortam sicakligi, boya
konsantrasyonlar1 ve biyokiitle dozu gibi operasyonel parametreler incelenmistir. Sulu
boya karisimindaki boya konsantrasyonlarini analiz etmek i¢in birinci mertebeden

tiirev yontemi gelistirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Arag¢ Gerecler ve Sarf Malzemeler

Deneylerde kullanilan cam ekipmanlar ile besiyerleri, Niive OT 020 marka otoklav
cihazinda 121 °C sicaklikta 20 dakika boyunca sterilize edilmistir. Kiiflerin
bliyiitiilmesi ve biyotransformasyon caligmalari, ¢alkalamali inkiibatér cihazi olan
IKA KS 4000 ile gergeklestirilmistir. '"H NMR ve '*C NMR spektrumlari, Varian
Mercury 300 NMR spektrometresinde, tetrametilsilan standardi kullanilarak
déterokloroform iginde 300 MHz frekansinda elde edilmistir.

Deneysel arastirmalarda kullanilan kiif kiiltiirleri, TUBITAK MAM Kurumu'ndan
biyotransformasyon c¢alismalarinda kullanilmak {izere yatik agar kiiltiirii seklinde
temin edilmistir. Bu kiiltlirlerin tazelenmesi ve ¢ogaltilmasi, PDA iceren yatik agar
besiyerinde yapilarak 4 °C altinda saklanmigtir. Tiim kimyasallar Merck firmasindan

saglanmistir.

Biyosorpsiyonda kullanilan cihazlar; Sigma 3K30 santrifiij aleti, Shimadzu (Varian
300) UV-2401 PC UV-Vis Spektofotometresi, XB220A hassas terazi, pH metre
(EZDO 5011), Niive EN 500 Etiiv, ISOLAB ayarlanabilir otomatik pipet 0,5- 10 pL,
DRVAC 300 vakum pompasi ile de filtrasyon islemi yapilmistir. Karakterizasyon,
Perkin Elmer (Spectrum Two) Fourier dontisiimlii kizil6tesi (FTIR) spektrometresi ile
yapilmistir. Olii kiif resimleri mikroskop altinda (Lecia DMS500) cekilmistir.
Biyokiitlenin partikiil boyut dagilimi, bir NanoPlus zeta/nanopartikiil analizori

kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.2. Taze Yatik Agar Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Yatik agar ¢ozeltisini hazirlarken, agar (1,20 g) ve PDA (patates dekstroz agar) (5,85
g) karisimmna 150 mL'ye kadar saf su eklenip ardindan kaynatarak hazirlanmistir.
Hazirlanan besiyeri sogumadan 6nce 30 adet 22 mL'lik patolojik cam tiipiin yarisina
gelecek sekilde ilave edilmis ardindan otoklavda 121 °C'de 20 dakika siireyle sterilize
edilmistir. Sterilize edilmis siselerdeki agarlar yaklasik 45° bir egimle sogumasina izin

verilmistir.



3.3. C. cladosporioides Kiif Kiiltiirlerinin Tazelenmesi

Yatik agarda hazirlanmis olan besiyerlere steril kosullarda aktarilan C.
cladosporioides MRC 72584 oda sicakliginda 7-10 giin boyunca ¢ogalmak {iizere
birakilmistir. Hazirlanan yatik agarlardaki kiiltiirlerden en iyi gelisim gdstermis olan
C. cladosporioides MRC 72584 kiifti iki haftada bir steril kosullarda hazirlanan yeni
yatik agarlara aktarilarak en iyi gelismis ve taze kiif kiiltiirii biyotransformasyon islemi

i¢in kullanilmustir.

3.4, Kiiflere Ait Besiyerlerinin Hazirlanmasi

Cladosporium cladosporioides MRC 70282 kiifiine ait besiyerini hazirlamak i¢in
glukoz (20 g), pepton (5 g) ve maya ekstrakti (5 g) 1 L distile su igerisinde ¢oziilerek
karigtirilmistir. Hazirlanan 1 L besiyeri ¢ozeltileri 10 adet 250 mL erlene

paylastirilarak otoklavda sterilize edilmistir.

3.5. Biyotransformasyonu Gerceklestirilecek Substratin avesi

Biyotransformasyonun yapilacagi her 500 mg salkon ((E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-
2-en-1-on, (E)-1-fenil-3-(p-tolil) prop-2-en-1-on, (E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-
2-en-1-on), 10 mL etanol i¢inde ¢oziindiiriildiikten sonra, ikinci giin steril kosullarda
kiif igceren erlenlere esit hacimlerde eklenmis ve bu erlenler 28 °C'de ¢alkalanarak 5

giin boyunca inkiibasyona alinmistir.

3.6. Bilesiklerin Ekstraksiyonu ve Saflastirilmasi

Biyotransformasyon sonucunda, besiyerinden Cladosporium cladosporioides MRC
70282 kiif kiiltiirtine ait miseller, bir Buchner hunisi kullanilarak stiziilerek ayrilmistir.
Buchner hunisinde kalan miseller, etil asetat ile yikanarak temizlenmistir. Stiziintliide
bulunan bilesikler, her biri (500 mL) etil asetat kullanilarak ii¢ kez ekstrakte edilmistir.
Daha sonra ekstraktlara suyun uzaklastirilmasi i¢in susuz sodyum siilfat eklenerek
stizilmiistiir. Etil asetatin evaporatérde uzaklastirilmasindan sonra bir kalint1 elde
edilmistir. Her bir biyotransformasyon caligsmasi i¢in, baslangic maddesi ve her bir
kalintiy1 karsilastirmak amaciyla ince tabaka kromatografisi (ITK) calismasi

yapilmustir.
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3.7. Biyotransformasyon Calismalarimin Kontrolii

Yapilan her bir biyotransformasyon deneyi, ii¢ farkl1 kontrol erleniyle izlenmistir. Tlk
kontrol erleninde yalnizca besiyerine yer verilirken, ikinci kontrol erlenine besiyeri ve
bir substrat eklenmistir. Ugiincii kontrol erlenine besiyerleri ve mikroorganizmalar
eklenmistir. Her bir kontrol erleni i¢in, biyotransformasyon g¢aligmalarindaki tiim
adimlar 6zenle uygulanmustir. Kontrol erlenlerinden kalan kalmtilar, 'H NMR
analiziyle incelenerek, ana deneylerde olusan metabolitlerin asil biyotransformasyon

tirtinleri olup olmadig1 dogrulanmustir.

3.8. Biyosorpsiyon Cahsmasinda Cozeltilerin Hazirlanmas1 ve Metot
Gelistirilmesi

Bu ¢alismada boyar madde gideriminde kullanilan Acid Violet 90 ve Reactive Yellow
145 tekstil boyalari, yerel bir tekstil fabrikasindan temin edilmistir. Boyar maddelerin
absorbans degerleri, spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir. Her bir boya icin
1000 mg/l. konsantrasyona sahip stok c¢ozeltiler ayr1 ayri hazirlanmigtir.
Biyosorpsiyon sonrasinda c¢ozeltide kalan boya konsantrasyonlarini belirlemek
amactyla birinci tiirev yontemi kullanilmistir. Bunun i¢in 5-50 mg/L konsantrasyon
araliginda boyalar hazirlanmis, bu ¢ozeltilerin absorbanslar: 200-800 nm dalga boyu
araliginda 0,1 nm araliklarla 6l¢lilmiistiir. Elde edilen spektrumlarin birinci tiirevleri
(dA/dL) hesaplanarak, EXCEL programi yardimiyla 6 nm dalga boyu farklar
arasindaki absorbans degisimleri belirlenmistir. Birinci tlirev  spektrumlar
cizildiginde, sec¢ilen dalga boylarinda bir boyanin sinyalinin sifir veya sifira yakin
oldugu, diger boyanin sinyalinin ise sifirdan farkli (miimkiinse maksimum) oldugu
noktalar tespit edilmistir. Bu dalga boylarinda kalibrasyon egrileri olusturularak,

konsantrasyonu bilinmeyen numunelerdeki boya miktarlart hesaplanmustir.

LOD ve LOQ degerlerinin belirlenebilmesi amaciyla, 0,1 mg/L konsantrasyona sahip
boya ¢ozeltileri kor ¢cozelti olarak kullanilmistir. Her iki boya i¢in hazirlanan 10 farkl
absorbans 6l¢limleri 200—-800 nm dalga boyu arali§inda gergeklestirilmistir.

Tespit limiti (LOD) ve miktar belirleme limiti (LOQ) degerleri asagidaki esitlikler

kullanilarak hesaplanmaistir:
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LOD =3 x Sk Esitlik (3)

m

LOO =10x % Esitlik (4)

Formiillerde yer alan Sisr, kOr c¢ozelti sinyallerinin standart sapmasini, m ise

kalibrasyon egrisinin egimini ifade etmektedir.

Gelistirilen yontemin dogrulugunu degerlendirmek amaciyla, yilizde geri kazanim

(%R) degerleri asagidaki esitlik kullanilarak hesaplanmistir:

%R = Loty 100 Esitlik (5)

3.9. C. cladosporioides’in Biyosorbent Olarak Hazirlanmasi

Cladosporium cladosporioides kiifli, yatik agar stok kiiltiiriinden elde edilerek
tazelenmesi ve ¢ogaltilmasi amactyla yatik agar besiyeri, 5,85 g PDA (patates dekstroz
agar) ve 1,20 g agar kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan karigim, 150 mL ultra saf
suda ¢oziilerek kaynatilmis ve 10 ar mL 15 adet 22 mL’lik Universal marka patolojik
cam tiiplerine aktarilmustir. Yatik agar besiyerleri, 121 °C’de 20 dakika boyunca
otoklavda sterilize edilmistir. Sterilizasyon sonrasi, tiipler yaklagik 45° egim verilerek
sogutulmus ve yatik agar besiyerleri olusturulmustur. Kif kiiltiirleri, ortalama 7-10
giin boyunca ¢ogalmalar1 i¢in birakilmis ve hazirlanan yatik agar besiyerlerine steril
kosullarda aktarilmistir. Bu aktarma islemleri, biyosorpsiyon ¢alismalari tamamlanana

kadar diizenli olarak tazelenerek gerceklestirilmistir.

Cladosporium cladosporioides kiifui i¢in, 20 g glukoz, 5 g pepton ve 5 g maya ekstrati
1 L saf su icerisinde ¢oziilerek sulu besiyeri 10 adet 250 mL’lik erlenlere paylastiriimig
ve 121 °C’de 20 dk otoklavda sterilize edilmistir. Steril kosullar altinda, yatik agar
besiyerinden en taze kiiltiir se¢ilerek sivi besiyeri igeren erlenlere steril kosullarda
aktarilmistir. S1ivi besiyerine alinan Cladosporium cladosporioides kiifiiniin cogalmasi
icin 28 °C ve 160 rpm’de calkalamali inkiibatérde ii¢ giin siireyle biiyiimeye

birakilmustir.

Inaktif biyokiitle elde etmek amaciyla yeterli biiyiikliige ulasan kiif kiiltiirleri 121

°C’de 20 dk boyunca otoklavlanarak nuce erleninde siiziilmiis ve etil alkol-ultra saf su
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ile yikanmistir. Inaktif biyokiitle, etiivde 50 °C’de 24 saat boyunca kurutulduktan
sonra piring havanda, ardindan agat havanda ogiitiilen kiif biyokiitlesi, 500 mm
capinda ¢elik elekten gecirilerek biyosorpsiyon deneylerinde kullanilmak {izere hazir

hale getirilmistir.

3.10. On Deneme Calismalan

Hazirlanan kiif biyokiitlesi ile etkin boya giderimi saglanabilmesi i¢in boyalarla test
edilmistir. Literatiirdeki ¢alismalardan faydalanilarak, her biri 100 mg/L
konsantrasyona sahip boyalar hazirlanmis ve 0,1 g kiif biyokiitlesi ile 100 rpm hizinda,
1 saat boyunca, ¢ozeltinin dogal pH ve sicakliginda ¢alkalanmistir. 10 mL karigim
tiiplere alinarak 3 kere 4500 rpm hizinda 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant alinmis
ve 200-800 nm araliginda UV-Vis dl¢iimii yapilmistir.

Calismalarda, boyar madde giderim orani yiizde (%) cinsinden hesaplanmis olup, bu

hesaplama asagidaki formiile gore gergeklestirilmistir.

2%Giderim =

n_f(:z';(.‘s) < 100 Esitlik (6)

Formiilde Ci, boyalarin baglangi¢c konsantrasyonunu, Cs ise ¢ozelti ortaminda kalan

son boya konsantrasyonunu belirtmektedir.

3.11. Deneysel Parametrelerin Incelenmesi

3.11.1. pH’1n biyosorpsiyon iizerine etkisi

Boya c¢ozeltilerinin pH degerleri, HCI (Merck) ve NaOH (Merck) kullanilarak
ayarlanmistir. Bu amagla, 1,00 M, 0,10 M ve 0,01 M konsantrasyonlarinda ti¢ farkl
asit ve baz ¢ozeltileri hazirlanmistir. Biyosorpsiyonun optimum pH degerini
belirlemek i¢in 100 mg/L'lik boyalarin pH degerleri sirasiyla 2, 4, 6, 8, 10 ve 12'ye
ayarlanmistir. 0,1 g 6lii kiif, ¢ozeltilere eklenmis ve ¢alkalamali karistiricida 100 rpm
hizinda 25 °C’de 60 dk boyunca biyosorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. 10 mL
karigim tiiplere alinarak 3 kere 4500 rpm hizinda 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant
alinmis ve 200-800 nm araliginda UV-Vis dl¢iimii yapilmistir. Kiifiin asidik ve bazik
pH’larda yiiklenme durumu, sifir yiik noktasi analizi ile belirlenmistir. Bu analiz igin
0,1 M KNOs ¢ozeltisi hazirlanmis ve pH degerleri sirasiyla 2, 4, 6, 8, 10 ve 12’ye

ayarlanmistir. Hazirlanan cozeltilere 0,1 g oli kif eklenip, 24 saat boyunca
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calkalanmaya birakilmistir. Sonrasinda, ilk pH degerleri ile son pH degerleri
arasindaki farklar (Apn = pHiix — pHson) grafikte gosterilmis ve sifir yiik noktasi tespit

edilmistir.

3.11.2. Zaman’in biyosorpsiyon iizerine etKisi

Optimum pH’a ayarlanan 100 mg/L ve 100 mL karisim boya ¢ozeltisine 0,1 g kiif
kullanilarak ilave edilmistir. Optimum zamanin belirlenmesi amaciyla 15, 30, 45, 60,
90 ve 120’nci dakikalarda numuneler alinarak AV90 ve RY 145 boyalari i¢in sirasiyla
200-800 nm araliginda UV-Vis 6l¢iimii yapilmistir.

3.11.3. Kanistirma hizi’nin biyosorpsiyon iizerine etkisi

Optimum pH ve zaman degerinde, farkli karigtirma hizlarinda denemeler yapilmastir.
Bu amagla hazirlanan boya ¢ozeltilerinin (100 mg/L) optimum pH’lar1 ayarlandiktan
sonra 0,1 g kiif ilave edilerek 50, 100, 150, 200 ve 250 rpm calkalama hizlarinda 25
°C’de, oOnceki denemelerden belirlenen karistirma  siirelerinde  islemler
gerceklestirilmistir. 10 mL karisim tiiplere alinarak 3 kere 4500 rpm hizinda 10 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant alinmig ve 200-800 nm araliginda UV-Vis 6l¢iimii

yapilmistir.

3.11.4. Sicakhi@in biyosorpsiyon iizerine etkisi

Sicaklik denemesi, calkalamali karistiricinin sicakligi 18 °C, oda sicakligi (25 °C), 30
°C, 40 °C ve 50 °C’de olmak iizere belirlenen pH, siire ve karistirma hizinda
yapilmistir. Bu denemelerde, 100 mg/L boya ve 0,1 g olii kiif kullanilmistir. 10 mL
karigim tiiplere alinarak 3 kere 4500 rpm hizinda 10 dk santrifiij edilmistir. Stipernatant
alinmis ve 200-800 nm araliginda UV-Vis 6l¢limii yapilmustir.

3.11.5. Konsantrasyon’un biyosorpsiyon iizerine etkisi

Konsantrasyonlar1 25, 50, 100, 150 ve 200 mg/L olan boya ¢ozeltileri hazirlanmistir.
Daha 6nce belirlenen optimum pH, siire, karistirma hiz1 ve sicaklik kosullarinda, 0,1
g olii kiif kullanilarak biyosorpsiyon denemeleri yapilmistir. 10 mL karisim tiiplere
alimarak 3 kere 4500 rpm hizinda 10 dk santrifiij edilmistir. Siipernatant alinmis ve
200-800 nm araliginda UV-Vis 6l¢iimii yapilmistir.
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3.11.6. Biyokiitle miktarinin biyosorpsiyon iizerine etkisi

Belirlenen optimum pH, siire, karistirma hizi, sicaklik ve konsantrasyon kosullarinda,
0,05; 0,10; 0,25; ve 0,50g oli kif kullanilarak biyosorpsiyon denemeleri
gerceklestirilmistir. 10 mL karisim tiiplere alinarak 3 kere 4500 rpm hizinda 10 dk
santrifiij edilmistir. Siipernatant alinmis ve 200-800 nm araliginda UV-Vis 6l¢timii

yapilmistir.

3.11.7. inaktif C. cladosporioides kiifiiniin tekrar kullamlabilirligi

Tekrar kullanilabilirlik denemeleri i¢in optimum kosullarda biyosorpsiyon deneyleri
gergeklestirilmistir. Santrifiij sonrasi elde edilen boya tutmus kiifler, 1,00 M HCI, 1,00
M NaOH ve %90 metanol c¢ozeltileri ile 60 dakika boyunca 200 rpm hizda
calkalanmistir. 10 mL karisim tiiplere alinarak 3 kere 4500 rpm hizinda 10 dk santrifiij
edilmistir. Siipernatant alinmis ve 200-800 nm araliginda UV-Vis 6l¢timii yapilmistir.
Tekrar kullanilabilirligini incelemek amaciyla, kiifler tekrar kullanilabilirlik islemleri
sonrasinda 3 kez kullanilmistir. Her islemden sonra kiifler tekrar santrifiij edilip, 50
°C’de 24 saat boyunca kurutulmustur. Ayrica, her islemden Once ve sonra kiif

miktarlari tartilmistir.

3.11.8. C. cladosporioides Kkiifiiniin  biyosorpsiyon oncesi ve sonrasi
goriintiilenmesi

Cladosporium cladosporioides kiifiiniin canli, biyosorpsiyon islemi dncesi ve sonrasi
morfolojik degisimleri, 151k mikroskobu kullanilarak titizlikle incelenmistir. Bu
inceleme, 4X ve 40X biiylitme oranlarindaki objektifler araciligiyla gerceklestirilerek,
biyomaddenin yiizey yapisindaki ve genel formundaki olas1 degisikliklerin detayli bir

sekilde gozlemlenmesini saglamigtir.

3.11.9. C. cladosporioides kiifiiniin partikiil dagilim

Biyokiitlenin partikiill boyutu dagilimi bir NanoPlus zeta/nanopartikiil analizori
kullanilarak o6lctilmiistiir. Biyokiitle dl¢limden once ultrasonik bir sonikator ile ultra
saf suda dagitilmistir. Yigin yogunlugu, olii biyokiitlenin agirliginin  hacme
boliinmesiyle hesaplanmistir. Biyokiitle, agirligint ve hacmini bulmak i¢in belirli
araliklarla silindire doldurulmustur. Dolu ve bos silindirler arasindaki fark,

biyokiitlenin agirligini vermistir.
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3.11.10. Kinetik ¢calismalari

Yalanci birinci dereceden ve yalanci ikinci dereceden kinetik modeller, asagidaki
denklemler dogrultusunda degerlendirilmistir. Bu modellerde, Ce (mg/L) dengedeki
cozeltide kalan boya konsantrasyonunu, Qo (mg/g) maksimum biyosorpsiyon
kapasitesini, b (L/mg) biyosorpsiyon enerjisini, Kr (mg/g) biyosorpsiyon kapasitesine
iliskin Freundlich sabitini ve n ise biyosorpsiyonun yogunlugunu gostermektedir.
Langmuir (Esitlik (7)) izoterm parametrelerinin belirlenmesi amaciyla, yatay eksende
Ce, diisey eksende ise Ce/qe degerlerinin yer aldigi bir grafik olusturulmustur. Bu
dogrultuda elde edilen dogrunun egimi 1/Qo, y-eksenini kestigi nokta ise 1/(Qob)
degerine karsilik gelmektedir. Freundlich (Esitlik (8)) izoterm parametrelerinin
hesaplanmasinda ise, logaritmik doniisiim uygulanarak yatay eksende log Ce., diisey
eksende ise log ge degerlerinin kullanildig1 bir grafik cizilmistir. Bu grafikten elde

edilen dogrunun egimi 1/n, y-eksenini kestigi nokta ise log Kr degerini vermektedir.

In(q, — q;) = Inq, — kqt Esitlik (7)

£ 1 1 Esitlik (8)

o ka2 a

3.11.11. izoterm cahsmalar

Langmuir (Esitlik (9)) ve Freundlich (Esitlik (10)) izotermlerinin degerlendirilmesinde
belirli matematiksel modeller temel alinmistir. Bu modellerde kullanilan formiillerde;
Ce (mg/L) ¢ozeltide denge durumunda kalan boya konsantrasyonunu, Qo (mg/g)
maksimum biyosorpsiyon kapasitesini, b (L/mg) biyosorpsiyon siirecinin enerji
diizeyini, Kr (mg/g) Freundlich izoterm sabitini ve n parametresi ise biyosorpsiyon

yogunlugunu temsil etmektedir.

Langmuir izoterm modeline ait parametrelerin hesaplanabilmesi i¢in Ce/qe
degerlerinin dikey eksende, Ce degerlerinin ise yatay eksende yer aldigi bir grafik
cizilmistir. Bu grafikten elde edilen dogrunun egimi 1/Qo, y-eksenini kestigi nokta ise

1/(Qob) ifadesi ile tanimlanmaktadir.

Freundlich izoterminin analizinde ise, log qe dikey eksende, log C. ise yatay eksende
olacak sekilde grafik olusturulmustur. Dogrusal denklem iizerinden yapilan

degerlendirmede, egim degeri 1/n, y-kesisim noktasi ise log Kr olarak belirlenmistir.
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Ce 1 + Ce Eslﬂlk (9)

1 "
logq, = logKy +—logC, Esitlik (10)

3.11.12. FTIR ¢ahismalar
Boyar maddelerin (AV90 ve RY145), C. cladosporioides kiifiiniin ve biyosorpsiyon

sonrast C. cladosporioides kiifiiniin  4000-400 cm™ spektrumlar1 taranarak

yapilarindaki fonksiyonel gruplara ait spesifik pikler gzlemlenmistir.

33






4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. C.cladosporioides Kiifii ile Biyotransformasyonlar
4.1.1. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on ~ Salkonunun  Cladosporium
cladosporioides MRC 72584 ile biyotransformasyonu

Sekil 4.1'de gosterilen (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on  bilesiginin
Cladosporium cladosporioides MRC 72584 kiifii ile 5 giin boyunca 25 °C inkiibasyonu
sonucunda 3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ol ile yapis1 aydinlatamayan birtakim
safsizliklar da elde edilmistir. Sekil 4.2°de baslangi¢ maddesinin 'H NMR spektrumu,
Sekil 4.3’te biyotransformasyon reaksiyonu neticesinde elde edilen iiriiniin 'H NMR

spektrumu ve Sekil 4.4’te ise '*C NMR spektrumu verilmistir.

O OH
/ C. cladosporioides
—>
28 °C, 5 giin
NO, NO,
(E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on 3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ol

Sekil 4.1. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 ile biyotransformasyonu.
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Sekil 4.3. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen 3-(4-
nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ol bilesigine ait 'H NMR spektrumu.
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Bushby ve arkadaslar1 yaptiklar1 calismada sentezledikleri (E)-3-(4-nitrofenil)-1-
fenilprop-2-en-1-ol bilesiginin 'H NMR’1 ile (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-
on bilesiginin C. cladosporioides ile biyotransformasyon sonucu inkiibasyonundan

elde edilen kalintinin 'H NMR 1 ile uyumludur (Bushby ve ark., 1976).

155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
ppm

Sekil 4.4. (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen 3-(4-
nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ol bilesigine ait '*C NMR spektrumu.

4.1.2. (E)-1-fenil-3-(p-tolil) prop-2-en-1-on Salkonunun Cladosporium
cladosporioides MRC 72584 ile biyotransformasyonu

Sekil 4.5’te gosterilen (E)-1-fenil-3-(p-tolil) prop-2-en-1-on bilesiginin Cladosporium

cladosporioides MRC 72584 kiifii ile 5 gilin boyunca 25 °C inkiibasyonu sonucunda 1-

fenil-3-(p-tolil) propan-1-on ile yapisi aydinlatamayan birtakim safsizliklar da elde

edilmistir. Sekil 4.6’de baslangic maddesinin, Sekil 4.8’da biyotransformasyon

reaksiyonu neticesinde elde edilen iiriiniin 'H NMR spektrumu verilmistir.
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Sekil 4.5. (E)-1-fenil-3-(p-tolil) prop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides MRC
72584 ile biyotransformasyonu.
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Sekil 4.7. 1-fenil-3-(p-tolil)propan-1-on bilesiginin 'H NMR spektrumu (Kisets ve
ark., 2021)
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Sekil 4.8. 1-fenil-3-(p-tolil) propan-1-on bilesiginin C. cladosporioides MRC 72584
kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen kalintiya ait 'H
NMR spektrumu.

4.1.3. (E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on Salkonunun Cladosporium
cladosporioides MRC 72584 ile biyotransformasyonu

Sekil 4.9'da gosterilen (E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on  bilesiginin

Cladosporium cladosporioides MRC 72584 kiifii ile 5 giin boyunca 25 °C inkiibasyonu

sonucunda 3-(4-metoksifenil)-1-fenilpropan-1-on ile yapisi aydinlatamayan birtakim

safsizliklar da elde edilmistir. Sekil 4.10°de baslangic maddesinin, Sekil 4.12’te

biyotransformasyon reaksiyonu neticesinde elde edilen iiriiniin "H NMR spektrumu

verilmistir.
(0] O (@)
F Z
C. cladosporioides
—_——— +
28°C, 5 giin
OCH;3 OCH; OCH,
(E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on 3-(4-metoksifenil)-1-fenilpropan-1-on  (E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on

Sekil 4.9. (E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 ile biyotransformasyonu.

39



J

Sekil 4.10.

spektrumu.

(E)-3-(4-metoksifenil)-1-fenilprop-2-en-1-on  bilesiginin

'H NMR
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Sekil 4.11. 3-(4-metoksifenil)-1-fenilpropan-1-on bilesiginin 'H NMR spektrumu

(Kisets ve ark., 2021).
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Sekil 4.12. 3-(4-metoksifenil)-1-fenilpropan-1-on bilesiginin C. cladosporioides
MRC 72584 kiifii ile 5 giin siiren inkiibasyonu sonucunda elde edilen
kalintrya ait "H NMR spektrumu.

4.2. C. cladosporioides Kiifi ile Biyosorpsiyon Calismalari

4.2.1. Metot gelistirilmesi ve analitik parametreler
Sekil 4.13 ve 4.14’te AV90 ve RY 145 boyalarinin 200- 800 nm dalga boylar1 arasinda

Ol¢iilen absorpsiyon spektrumlari goriilmektedir.
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Sekil 4.13. AV90 RY 145 boyalarinin absorpsiyon spektrumu.

0,018 RY145 icin AV90 i¢in
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Sekil 4.14. AV90 RY 145 boyalarinin birinci mertebe spektrumlari.
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Sekil 4.15. AV90 boyasinin kalibrasyon grafigi
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Sekil 4.16. AV90 boyasinin kalibrasyon grafigi

Tablo 4.1. Yontemin istatistiksel parametreleri.

Boya A (nm) Kalibrasyon denklemleri R? LOD (mg/L) LOQ (mg/L)

RY145 3182 A=-0.00033Cry145-9.7x10° 0,9998 0,4546 1,5152

AV90 5784 A=-0.00033Cave0-6.6x10° 0,9997 0,7423 2,4742
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Tablo 4.2 Sentetik karisim konsantrasyonlari, hesaplanan %R ve %RSD degerleri.

KarisimEklenen (mg/L)RY 145 Bulunan (mg/L)RY 145 Geri
kazanim
AV90 AV90 (%)
AVI0 RY 145

1 5,0 5,0 4,9 5,1 97,9 101,7
2 10,0 10,0 10,0 10,2 99,9 102,0
3 15,0 15,0 15,6 14,8 104,0 98,7
4 25,0 25,0 24,8 25,6 99,1 102,2
5 35,0 35,0 35,0 35,8 99,9 102,2
6 50,0 50,0 51,3 51,1 102,6 102,3
7 5,0 50,0 4,9 50,6 97,9 101,2
8 10,0 35,0 10,0 35,8 99,9 102,2
9 15,0 25,0 15,1 25,0 100,6 100,2
10 25,0 15,0 24,8 15,3 99,1 102,1
11 35,0 10,0 35,0 10,2 99,9 102,0
12 50,0 5,0 50,8 5,1 101,6 101,7
13 35,0 5,0 35,0 5,1 99,9 101,7
14 25,0 50,0 25,3 51,1 101,1 102,3
15 10,0 35,0 10,0 36,3 99,9 103,7

Ortalama 100,2 101,8

SS 1,6 1,1

BSS% 1,5 1,1

AV90 ve RY 145 boyalarinin absorpsiyon ve birinci mertebe tlirev spektrumlar Sekil
4.14’te gosterilmistir. Boyalarin absorpsiyon bantlari birbirleriyle drtiismektedir; bu
nedenle, karigim i¢inde bu boyalarin es zamanli olarak dogrudan konsantrasyon tayini
yapilmasi imkansizdir. Birinci mertebe tiirev spektrumlari, AV90 i¢in 578,4 nm ve
RY145 i¢in 318,2 nm dalga boylarinda kalibrasyon egrileri hazirlamak igin
kullanilabilecek sifir gecis noktalarina sahiptir. Gelistirilen yonteme ait hesaplanmis
kalibrasyon denklemleri, belirleme katsayilari (R?), tespit sinir1 (LOD) ve dl¢iim siniri
(LOQ) degerleri Tablo 4.1'de sunulmustur. Yontemin dogrulugu ve kesinligi,
hazirlanan 15 farkli sentetik karisim kullanilarak hesaplanmistir. Bu karigimlarin
konsantrasyonlari, geri kazanim ylizdeleri (%R) ve bagil standart sapma (%RSD)
degerleri Tablo 4.2'de gosterilmektedir. Hesaplanan ortalama %R degerleri AV90 i¢in
%100,2 ve RY145 i¢in %101,8 olarak bulunmustur. %RSD degerleri ise AV90 i¢in
%1,5 ve RY 145 icin %]1,1'dir. Elde edilen bu sonugclar, gelistirilen yontemin, s6z

konusu iki boyanin karigim analizleri i¢in yeterli oldugunu gostermistir.

4.2.2. pH’1n biyosorpsiyon iizerine etkisinin incelenmesi
Caligmada incelenen ilk parametre pH'dir. pH, adsorpsiyon ¢alismalar1 i¢in en kritik

faktordiir. Biyosorpsiyon, cansiz biyokiitlenin hiicre duvari iizerinde bulunan
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fonksiyonel gruplar araciligiyla meydana gelir. Bu fonksiyonel gruplar, icinde
bulunduklar1 ¢dzeltinin pH degerine bagli olarak iyonlagabilir veya tam tersi bir durum
sergileyebilir (Pace ve ark., 2009). Sekil 4.17°de, her bir boya i¢in 50 mg/L baslangi¢
konsantrasyonu ve 0,1 g biyokiitle kullanilarak, farkli pH degerlerindeki ¢ozeltilerde
AV90 ve RY 145 boyalarinin giderim ytiizdeleri (%) gosterilmektedir. Biyosorpsiyon

derecelerinin, artan pH degerleri ile azaldig1 gozlemlenmistir.

Giderim yiizdeleri, diisiik pH degerlerinde daha belirgin elektrostatik etkilesimler ve
olusan hidrojen baglar1 nedeniyle asidik pH degerlerinde daha yiiksektir (Ozacar ve
Sengil, 2004). Biyokiitle iizerindeki gruplar, asidik pH degerlerinde protonasyon
yoluyla pozitif yiiklenir. Belirlenen pHp.c (Sifir Yiikk Noktas1) degeri 5,5'tir (Sekil
4.17). Bu pH'n altinda, biyokiitle yiizeyindeki pozitif yiiklii gruplarin miktari, negatif
yiiklii gruplarin sayisindan daha fazladir. Tersine, eger pH 5,5'in lizerindeyse, negatif
yiiklii gruplarin miktari, pozitif yiiklii gruplarinkinden daha fazla olacaktir (Srivastava

ve Hasan, 2011).

Her iki boya da molekiiler yapilarinda siilfonat gruplar1 (-SO3Na) igerir ve bunlar
asidik pH degerlerinde etkin bir sekilde iyonlasarak negatif yiiklenir. Ek olarak, AV90
tizerinde protonlanabilir bir amid grubu bulunmaktadir. Bu nedenle, AV90'in yapisi
daha diisiik pH degerlerinde hem pozitif hem de negatif yiiklii hale gelir. Bu zwitter
iyonik form, biyokiitle ve boya arasinda daha fazla etkilesim saglayarak AV90 i¢in
daha yiiksek giderim yiizdeleriyle sonuclanmistir. Giderim yiizdeleri her iki boya igin
de asidik pH boélgesinde birbirine yakindi. Optimum pH, biraz daha yiiksek oldugu
icin 4 olarak se¢ilmistir. Bu pH'ta biyokiitle yiizeyindeki pozitif yiiklii gruplarin daha
yiiksek miktarda olmasi nedeniyle, boyalarin negatif yiikli gruplart daha fazla
cekilmistir. Yapilan dl¢limler sonucunda dogal pH degeri AV’nin 5,90, RY ’nin 4,73

olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.17. AV90 ve RY145 boyalarmin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde baslangi¢ pH'inin etkisi (50 mg/L boyarmaddeler, 60 dk, 0,1 g
biyokiitle, 100 rpm karistirma hiz1), point of zero change (sifir yiik noktasi
grafigi).

4.2.3. Zamanin biyosorpsiyon iizerine etkisi

Giderimin denge siiresi, 0,10 ve 0,25 g biyokiitle kullanilarak farkli siirelerde

biyosorpsiyon gercgeklestirilerek incelenmistir (Sekil 4.18). 0,25 g biyokiitle

kullanildiginda, giderim %100'e daha kisa stirede (RY 145 i¢in 60 dk ve AV90 i¢in 30

dk) ulagilmigtir. Zamanin etkisi, 0,10 g biyokiitle kullanildiginda daha net

goriilmiistiir. 0,10 g biyokiitle kullanildiginda maksimum biyosorpsiyon yiizdeleri

sirastyla 90 ve 120 dakikada RY145 i¢in %96'ya ve AV90 icin %100'e ulagsmistir.

Biyosorpsiyon siireci i¢in optimum siire 60 dakika olarak se¢ilmistir. Dengeden sonra
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aktif biyokiitle bolgelerinin tamamen kaplanmasi nedeniyle giderim verimliligi 6nemli

Olclide degismemistir.
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Sekil 4.18. AV90 ve RY145 boyalarinin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde zamanin etkisi (pH 4, 50 mg/L boyar maddeler, 0,10 ve 0,25 g

biyokiitle, 100 rpm karigtirma hiz1).

4.2.4. Kanistirma hizinin biyosorpsiyon iizerine etkisi

Aktif biyokiitle bolgelerinin tamamen kaplanmasi nedeniyle, dengeye ulasildiktan
sonra giderim verimi Onemli Ol¢lide degismemistir. Calkalama hizi, biyokiitle
etrafindaki sivi film kalinligin1 degistirmesi nedeniyle biyosorpsiyon verimini etkiler
(Sahin ve ark., 2013). Diisiik calkalama hizlar1 daha yiiksek film kalinli§ina yol agmis
ve giderim yiizdeleri daha diisiik olmustur (50 rpm'de RY 145 i¢in %76 ve AV90 i¢cin
%389). Yiiksek ¢alkalama hizlarinda film direnci asilmis ve giderim orani 150 rpm'de
RY 145 i¢in %92'ye ve AVI0 i¢in %100'e yiikselmistir (Sekil. 4.19). Daha da yiiksek
calkalama hizlarinda ise biyokiitle-adsorbat etkilesim olasiliginin (veya siiresinin)

azalmasi nedeniyle giderim diisebilmektedir.

47



100 / — °

80

60

Giderim (%)

40

20

0 50 100 150 200 250
Karistirma hizi speed (rpm)

—8—RY145 —@—AVI0

Sekil 4.19. AV90 ve RY145 boyalarinin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde karistirma hizinin etkisi (pH 4, 50 mg/L boyarmaddeler, 60 dk.,
0.1 g biyokiitle).

4.2.5. Sicakhi@in biyosorpsiyon iizerine etkisi

Sicaklik biyosorpsiyon siirecini etkilememis ve giderim ylizdeleri neredeyse sabit

kalmistir (Sekil 4.20)
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Sekil 4.20. AV90 ve RY145 boyalarinin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde sicakligin etkisi (pH 4, 50 mg/L boyarmaddeler, 60 dk., 0.1 g
biyokiitle, 100 rpm c¢alkalama hiz1).

4.2.6. Konsantrasyonun biyosorpsiyon iizerine etkisi

Baslangi¢c boyarmadde derisiminin etkisi, 0,10 g ve 0,25 g biyokiitle kullanilarak her
bir boyarmaddenin 25-150 mg/L derisim aralifinda degerlendirilmistir (Sekil 4.21).
Boyarmadde derisimlerinin artmasiyla, etkilesime girmemis (veya bosta kalan)
biyokiitle bdlgelerinin azalmasi nedeniyle giderim yiizdeleri diigmiistiir. Bununla
birlikte, 0,25 g biyokiitle ve 150 mg/L boyarmadde kullanildiginda RY 145 i¢in %84
ve AVI0 i¢in %87 giderim verimleri elde edilmistir. Elde edilen sonuglar géz 6niine
alindiginda, AV90'in RY145'e gore anlamli derecede daha fazla biyosorblandig,
ancak yiiksek derisimlerde giderim yiizdelerinin birbirine yaklastigi sonucuna
vartlmistir. Bu durum, yiiksek boyarmadde derisimlerinde biyokiitle iizerindeki

etkilesim bolgelerinin sayisinin yetersiz kaldigi agiklamasiyla uyumludur.
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Sekil 4.21. AV90 ve RY145 boyalarin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde konsantrasyon etkisi (pH 4, 60 dk., 0.10 ve 0.25 g biyokiitle,
150 rpm ¢alkalama hiz1).

4.2.7. Biyokiitle miktarinin biyosorpsiyon iizerine etkisi

Biyokiitle miktarinin etkisi, her bir boyarmaddenin 50 ve 100 mg/L derisimlerinde
oldugu karisim cozeltilerinde incelenmistir (Sekil 4.22). Kiitle etkisi (biyokiitle
miktarinin etkisi), daha yiiksek boyarmadde derigimleri kullanilarak daha net bir
sekilde tartisilabilir. 60 dakikada 50 mg/L boyarmadde kullanildiginda, RY'145 i¢in
0,50 g ve AV90 icin 0,10 g biyokiitle ile verim %100'e ulagsmistir. 100 mg/L
boyarmadde kullanilarak biyokiitle miktar1 0,05 g'dan 0,50 g'a ¢ikarildiginda, RY 145
icin giderim yiizdeleri %55'ten %93'e ve AV90 i¢in %64'ten %96'ya yiikselmistir.
Biyokiitle miktarinin artmasiyla, biyokiitledeki biyosorpsiyondan sorumlu bolgelerin

sayis1 artmig ve daha belirgin biyokiitle-boyarmadde etkilesimleri meydana gelmistir.
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Sekil 4.22. AV90 ve RY145 boyalarinin C. cladosporioides biyokiitlesi ile
gideriminde biyokiitle miktarinin etkisi (pH 4, 50 ve 100 mg/L
boyarmaddeler, 60 dk., 150 rpm calkalama hiz1).

4.2.8. Inaktif C. cladosporioides kiifiiniin tekrar kullanilabilirliginin incelenmesi
Biyokiitlenin tekrar kullanilabilirligini degerlendirmek amaciyla, %50 ve %90'lik
metanol, 1,0 M HCI ve 1,0 M NaOH c¢ozeltileri kullanilarak tekrar kullanilabilirlik
deneyleri yliriitiilmiistiir (Sekil 4.23). Elde edilen sonuglar, tekrar kullanilabilirlik ajani
olarak en zayif performanst NaOH'in, en 1yi performansi ise HCl'nin gosterdigini,
metanoliin ise orta diizeyde bir etkinlik sergiledigini ortaya koymustur. NaOH ile
rejenere edilen biyokiitlenin boya giderme kapasitesinde dramatik bir diisiis
gozlenmis; ornegin RY 145 boyasi i¢in giderim verimi ikinci kullanimda %92'den
%11'e diiserken, AV90 boyasi i¢in bu diisiis %100'den %20'ye olmustur. Metanol ile
yapilan rejenerasyonda da giderim yiizdeleri azalmakla birlikte, diisiis daha kontrollii
kalmistir. %901k metanoliin %50'lik versiyonuna gore daha etkili olmasina ragmen,
ticlincii kullanim sonunda ortalama giderim verimleri her iki boya i¢in de %70-75
araliginda benzer kalmistir ki bu durum, toplam boya gideriminde fiziksel
etkilesimlerin payimin yiiksek olduguna isaret etmektedir. En basarili sonuglar ise HCI1

ile muamele edilen biyokiitlede elde edilmis ve bu biyokiitle, {igiincii kullanimda bile
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RY 145 i¢in %89 ve AV90 i¢in %99 gibi yiiksek giderim ylizdelerini korumustur. Bu
listlin performans, hem kimyasal baglanma ile tutulan boya miktarinin 6nemli
oldugunu gostermis hem de HCl'nin fiziksel ve kimyasal olarak baglanmis boyalar
etkin bir sekilde uzaklastirip biyokiitle yiizeyini rejenere etme kabiliyeti sayesinde en
uygun desorpsiyon ¢oOzeltisi olarak sec¢ilmesini saglamistir. Ayrica, her dongiide
biyokiitle miktarinda yasanan kiiciik kayiplarin da (Tablo 4.3) giderim yiizdelerindeki
genel diisiiste etkili oldugu dikkate alinmalidir.

Tablo 4.3. Tekrar kullanilan biyokiitle miktarlari.

Soliisyon 1. (g) 2.(g) 3.(g) 4. (g)
%350 Metanol 0,1018 0,0912 0,0845 0,0816
%90 Metanol 0,1013 0,0858 0,0833 0,0793

1,0 M HCI 0,1016 0,0908 0,0834 0,0766
1,0 M NaOH 0,1009 0,0800 0,0719 0,0628
AV9I0
RY14 I
100 | \ L
. B 1.
= = =
=, =% =
w EL BEE B
£ 60
E
S
O
40
20
0

50% methanol 90% methanol

Sekil 4.23. Adsorpsiyon- tekrar kullanilabilirlik dongiilerinin giderim yiizdeleri.
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4.2.9. C. cladosporioides kiifiiniin biyosorpsiyon dncesi ve sonrasi goriintiilerinin
incelenmesi

Cladosporium cladosporioides kiifiinlin biyosorpsiyon islemi oncesi ve sonrasi
morfolojik degisimleri, 151k mikroskobu kullanilarak titizlikle incelenmistir. Canli ve
oli C. cladosporioides'in mikroskop altindaki goriintiileri Sekil 4.24'te gosterilmistir.
Olii biyokiitle goriintiileri biyosorpsiyondan énce ve sonra gekilmistir. Olii biyokiitle

lizerine biyosorbe edilmis boyalar goriintiilerde goriilebilmektedir.

Sekil 4.24. Canli (a, b ve c¢) ve 0lii biyokiitlenin biyosorpsiyon oncesi (d) ve sonrasi (e
ve f) goriintiileri.

4.2.10. C. cladosporioides kiifuniin partikiil dagiliminin incelenmesi

Biyokiitlenin partikiil boyutu dagilimi bir NanoPlus zeta/nanopartikiil analizorii
kullanilarak 6l¢iilmiistiir. Olii biyokiitlenin partikiil boyutu dagilimi Sekil 4.25°te
gosterilmigtir. Partikiiller 0,1 ila 12,3 pm arasinda degisen boyutlara tekdiize bir
sekilde sahiptir ve hesaplanan y1gin yogunlugu 0,44 g/mL'dir.
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Sekil 4.25. Biyokiitlenin partikiil dagilim1

4.2.11. Kinetik calismalari

Biyosorpsiyonun kinetik parametreleri olan qe (mg/g), ki (1/dk) ve ko (g/mg dk),
yalanci-birinci-derece (1) ve yalanci-ikinci-derece (2) denklemleri kullanilarak
hesaplanmistir (Ho ve McKay 1998). Burada g ve qt, dengede ve herhangi bir t aninda
giderilen boya miktarini, k; ve kz ise hiz sabitlerini temsil eder. Hesaplanan sonuglar
Tablo 4.4'te gosterilmektedir. Her iki kinetik modelin R? degerleri de yiiksektir.
Giderim siireci yalanci-ikinci-derece modele daha iyi uymaktadir ve hesaplanan qe
degeri, yalanci-birinci-derece kinetik modelinden daha yliksektir. Bu durumdan,
biyosorpsiyonun kemisorpsiyon (hiz belirleyici basamak) yoluyla, ancak aym
zamanda arayiiz boyunca diflizyon ile de gergeklestigi sonucuna varilabilir (Sahoo ve
Prelot 2020). Bu, desorpsiyon deneylerinin sonuglariyla tutarhidir. Sadece ¢oziicii
(metanol) kullanilarak verimli bir desorpsiyon elde edilememistir. Kemisorpsiyonu

ortadan kaldirmak i¢in asit rejenerasyonu gerekmistir.

Tablo 4.4. Kinetik parametreler

Yalanci birinci derece

Boya qe (mg/g) k1 (1/min) R?
RY145 7,0682 0,0172 0,9977
AVI0 7,3181 0,0177 0,9979
Yalanci ikinci derece
Boya qe (mg/g) k2 (g/mg min) R?
RY145 24,2017 0,0058 0,9995
AV9I0 18,7863 0,0051 0,9994
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4.2.12. izoterm

Langmuir, Freundlich, Sips, Dubinin—Radushkevich ve Temkin adsorpsiyon
izotermlerinin lineer modelleri de incelenmistir (Tablo 4.5). Sabitler, (3), (4), (5), (6)
ve (7) denklemleriyle hesaplanmistir (Popoola 2019). Burada Qo (mg/g) biyokiitlenin
adsorpsiyon kapasitesi, C. boyanin artik denge derisimi, b (L/mg) adsorpsiyon enerjisi,
Kt (mg/g) biyosorpsiyon kapasitesi, n biyosorpsiyon yogunlugu, qm (mg/g) maksimum
adsorpsiyon kapasitesi, bs Sips izoterm sabiti, Bp (mol2/kJ>) Dubinin—Radushkevich
izoterm sabiti, € Polanyi potansiyeli, At (L/mg) denge baglanma sabiti, br (J/mol)
Temkin sabitidir. Her iki boya i¢in de Langmuir izoterminin R? degerleri diger
izotermlerden daha yiiksektir. Biyosorpsiyon Langmuir izotermine daha 1iyi
uymaktadir ve adsorpsiyon kapasitesi (Qo) diger izotermlerden hesaplanan degerden
daha yiiksektir. Giderimin tek tabakali bir sekilde gerceklestigi, dolayisiyla
biyokiitlenin aktif bolgelerinin sadece bir boya molekiilii ile etkilesime girebildigi
sonucuna varilabilir (Kalam vd. 2021). Bu, artan biyosorbent miktar1 ile giderim
ylizdesinin arttigi deneysel sonuglarla uyumludur. Sicaklik biyosorpsiyonu

etkilemedigi i¢in adsorpsiyon termodinamigi parametreleri incelenmemistir.

Tablo 4.5. Hesaplanan izoterm sabitleri

Izoterm Parametreler RY145 AV9I0
Qo (mg/g) 24,9607 27,0738

Langmuir b (L/mg) 0,1746 0,654

R? 0,9972 0,9902
Kt (mg/g) 5,9518 16,2050

Freundlich n 2,7714 9,1131

R? 0,9034 0,8298

bs (L/g) 0,2090 2,7182

Sips n 0,9020 2,8409

R? 0,9835 0,6927

Bp (mol?/kJ?) 0,9522 0,0047
Dubinin-Radushkevich qm (mg/g) 18,9807 21,9295
R? 0,9307 0,8418

br (kJ/mol) 4,7487 1,5615

TemKkin At (L/mg) 2,5080 9,5003

R? 0,9793 0,8591

4.2.13. FTIR

Boyalarin ve 6li biyokiitlenin (biyosorpsiyondan 6nce ve sonra) FTIR analizleri de
yapilmistir (Sekil 4.26). RY145'in FTIR spektrumunda, N-H ve O-H (SOsNa'nin

iyonlagsmasindan dolay1) gerilme titresim bantlar1 3424 cm"de {ist iiste binmistir
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(Singh vd. 2022). 3091 cm™ ve 2925 cm™ pikleri aromatik ve alifatik C—H gerilme
titresimleridir. RY 145 yapisinda bir karbonil diamid grubu igerir, bu nedenle karbonil
grubu gerilme titresim piki (1753 cm™) amid grubunun normal dalga sayisindan daha
yuksekte goriiniir. 1604 cm"'deki pik C=N titresimi nedeniyle ortaya ¢ikmistir. N=N
ve C=C titresim pikleri 1569 cm™"'de iist liste binmistir. 1405 cm"'deki pik aromatik
halkaya aittir. C-N titresim pikleri 1174 cm™"'de ortaya ¢ikmistir. 1134 cm™ ve 1110
cm"deki pikler SO3 gruplarindan kaynaklanmistir. C—O ve C—Cl titresim pikleri 1037
cm ' ve 610 cm"'de goriilmiistiir. AV90'in FTIR spektrumunda, ~3340 cm™"'deki genis
pik, N-H ve O—H gerilme titresimlerinin iist iiste binen bantlarina aittir. Aromatik ve
alifatik C—H gerilme titresimleri 3063 cm™ ve 2925 cm"'de ortaya ¢ikmistir. 1661
cm ' ve 1597 cm™ pikleri C=0 ve C=N titresimlerine aittir. N=N ve C=C gruplarinin
iist iiste binen bantlar1 1541 cm"'de goriilmiistiir. Aromatik halka piki 1428 cm"'dedir.
1184 cm™ ve 1157 ecm™"'deki pikler SO3 grubuna aittir. C—O titresim piki 1039 cm "'de
ortaya ¢ikmistir. Mantarin hiicre duvari genellikle aromatik halkalara ve farkli karbonil
gruplarina sahip proteinler ve karbonhidratlar igerir (Gubbins ve Anaissie 2009).
Biyokiitle ve muamele edilmis biyokiitlenin FTIR spektrumlari, kiigiik kaymalar
disinda benzerdir. 2924 cm™, 1538 cm™* ve 1032 cm™ pikleri alifatik C—H, aromatik
C=C ve C-O grubu titresimlerine aittir. Biyokiitle ve muamele edilmis biyokiitlenin
FTIR spektrumunda O—H ve N—H titresim bantlar1 3276 cm™ ve 3280 cm™"'de iist iiste
binmistir. Biyokiitle ve muamele edilmis biyokiitledeki 1642 cm™ ve 1644 cm™ pikleri
amidin C=0 grubuna aittir. Cogu boya piki {ist iiste binmis ve mantar piklerinin
yaninda goriilememistir. Ancak, boyalarin eklenen fonksiyonel gruplar1 nedeniyle tim

pik siddetleri artmaktadir.
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Sekil 4.26. RY 145, AV90, biyokiitle ve islem gormiis biyokiitlenin FTIR spektrumlari
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5. SONUCLAR VE TARTISMALAR

Bu tez calismasi kapsaminda, farkli 6zelliklere sahip siibstitiientler tasiyan ii¢ adet
salkon tiirevi Dbilesigin, potansiyel bir biyokatalizor olarak Cladosporium
cladosporioides MRC 72584 fungal susu ile biyotransformasyonu incelenmistir.
Yapilan inkiibasyon deneyleri sonucunda, para pozisyonunda elektron g¢ekici nitro
grubu tasityan (E)-3-(4-nitrofenil)-1-fenilprop-2-en-1-on ve zayif elektron itici metil
grubu tasiyan (E)-1-fenil-3-(p-tolil)prop-2-en-1-on substratlarinin, yiiksek bir
regioselektivite ile sadece a,B-doymamis karbon-karbon ¢ift baglarindan indirgendigi
saptanmistir. Ek olarak (E)-1-fenil-3-(p-tolil)prop-2-en-1-on’ un karbonil grubu tam
indirgenmistir. Bu secici reaksiyonlar neticesinde, sirasiyla degerli birer sentetik ara
iriin olan 3-(4-nitrofenil)-1-fenilpropan-1-ol ve 1-fenil-3-(p-tolil) propan-1-on
dihidrosalkonlar1 ana iiriinler olarak elde edilmistir. 1-fenil-3-(p-tolil) propan-1-on ana
liriiniiniin  yaninda baslangic maddeside elde edilmistir.  Buna karsin, para
pozisyonunda gii¢lii elektron itici metoksi grubu bulunan (E)-3-(4-metoksifenil)-1-
fenilprop-2-en-1-on bilesigi ile yiiriitiillen biyotransformasyon reaksiyonunda ise
mikroorganizmanin farkli bir metabolik yolak izledigi go6zlemlenmistir. Bu
reaksiyonda enoik ¢ift bagin tam indirgenmesiyle 3-(4-metoksifenil)-1-fenilpropan-1-
on yapist olugsmustur ve baslangic maddeside elde edilmistir. Tiim tirlinlerin yapisal
teshisi, baslangic ve {iriin maddelerine ait 'H ve *C NMR spektrumlarinin, 6zellikle
vinilik ve karbonil bolgelerindeki degisimlerin dikkatli bir sekilde karsilagtirmali
analizi ile literatiirle karsilastirarak dogrulanmistir. Bu bulgular biitiinciil olarak ele
alindiginda, C. cladosporioides susunun, genellikle kofaktor olarak NAD(P)H'ye
bagiml olan ve konjuge sistemlerin C=C ¢ift baglarin1 doyurmaktan sorumlu enoat
rediiktaz enzimlerini etkin bir sekilde eksprese ettigini ortaya koymaktadir. Sonug
olarak, bu calisma C. cladosporioides'in, salkonlarin kimyasal yapisina bagh olarak
yuksek secicilikle degerli dihidrosalkonlar veya doymus alkoller sentezleyebilen ¢ok
yonlii ve potansiyel bir biyokatalizér oldugunu kanitlarken, ana {irlinlerin yani sira
olusan ve yapilart aydinlatilamayan mindr safsizliklarin tespiti, bu metabolik

yolaklarin daha da aydinlatilmasi i¢in gelecekteki ¢aligmalara bir hedef sunmaktadir.



Tekstil endiistrisi atik sularinin aritiminda karsilasilan en biiylik zorluklardan biri olan
cok bilesenli boya karisimlarinin giderimi i¢in, bu ¢alismada hem etkin bir aritma
stratejisi hem de giivenilir bir analiz yontemi gelistirilmistir. Bu kapsamda, metabolik
aktivitesi bulunmayan ve bu sayede toksisite etkilerinden ve besin gereksinimlerinden
bagimsiz, tamamen yiizey kimyasi Ozelliklerine dayali bir adsorpsiyon saglayan
inaktif Cladosporium cladosporioides cinsi fungal biyokiitle, potansiyel bir
biyosorbent olarak incelenmistir. Acid Violet 90 (AV90) ve Reactive Yellow 145
(RY'145) boyalarmin ikili karisiminmi igeren ¢dozeltilerde, iist {iste binen spektral
bantlarin yarattig1 analitik girisimi ortadan kaldirmak amaciyla birinci mertebeden
tirev spektrofotometrik yontem basariyla uygulanmistir. Yapilan optimizasyon
calismalar1 sonucunda, pH 4, 150 rpm ¢alkalama hiz1 ve 60 dakika temas siiresi gibi
ideal kosullar altinda, 50 mg/L baslangi¢ derisimine sahip her iki boyanin da 0,25 g
biyokiitle ile neredeyse kantitatif (%100'e yakin) bir sekilde giderildigi saptanmaistir.
Bu sartlarda biyokiitlenin hesaplanan maksimum adsorpsiyon kapasiteleri, RY 145 igin
~24 mg/g ve AV90 icin ~27 mg/g gibi rekabetci degerlere ulagmistir. Adsorpsiyon
siirecinin altinda yatan mekanizmay1 aydinlatmak amaciyla yapilan modelleme
calismalari, verilerin yalanci ikinci derece kinetik modele ve Langmuir adsorpsiyon
izotermine miikkemmel uyum sagladigini ortaya koymustur. Kinetik modelin uyumu,
siirecin hiz belirleyici basamaginin, biyokiitle ylizeyindeki amin, karboksil ve
hidroksil gibi aktif bolgeler ile boya molekiilleri arasinda elektron paylasimi veya zay1f
kimyasal baglarin kuruldugu kemisorpsiyon oldugunu gostermektedir. Langmuir
modeli ise, biyosorbent yiizeyinin adsorpsiyon i¢in enerjetik olarak homojen oldugunu
ve boya molekiillerinin yiizeye tek tabakali (monolayer) bir sekilde baglandigini
dogrulamaktadir. Bu mekanistik bulgular1 destekler nitelikte, FTIR analizleri de
biyosorpsiyon sonrast biyokiitlenin yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin titresim
frekanslarinda gozlemlenen kaymalarla bu kimyasal etkilesimleri teyit etmistir.
Biyosorbentin ekonomik siirdiiriilebilirligi acisindan kritik olan rejenerasyon
potansiyeli, HCI ile muamele edildikten sonra dahi giderim veriminin RY 145 i¢in %89
ve AV90 icin %99 gibi yiiksek seviyelerde korunmasiyla kanitlanmis, bu da
biyokiitlenin yapisal kararliligin1 ve endiistriyel dongiilerde tekrar kullanilabilirlik
potansiyelini gostermistir. Sonug olarak, literatiirdeki tekil boya ¢aligsmalarinin 6tesine
gecen bu arastirma, hem gergek atik su kosullarini daha iyi simiile eden ¢ok bilesenli
sistemlerin aritimi1 i¢in diisiik maliyetli ve verimli bir biyosorbent sunmakta hem de bu

sistemlerin takibi i¢in pratik bir analitik yontem ortaya koymaktadir. Bu entegre
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yaklasimin, gelecekte farkli endiistriyel atik su matrisleri iizerindeki etkinliginin
arastirilmasi ve endiistriyel dlgekte validasyonunun yapilmasi i¢in saglam bir temel

olusturdugu sonucuna varilmistir.
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