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Gergeklestirilen yiiksek lisans ¢aligmasinda, zeytinyagi fabrikalarinin sivi atig1 zeytin karasuyunun
(ZK) artilarak ozelliklerinin iyilestirilmesi i¢in bir biyoproses gelistirilmesi amaglanmistir.
Aromatik hidrokarbonlar1 metabolize edebilen Rhodotorula glutinis ve halofilik Debaryomyces
hansenii biyoproseste kullanilacak model mayalar olarak se¢ilmistir. Tez kapsaminda oncelikle her
iki maya da ZK igeren besi ortamlarina adapte edilmis ve R. glutinis’in karasu ortaminda daha
dayanikli oldugu ve ortamin kirletici 6zelliklerini daha iyi giderdigi belirlenerek bu maya ile ileri
biyoaritim ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu kapsamda, R. glutinis’in kesikli ve stirekli
sistemlerde ¢ogalmasi ve zeytin karasuyunun baslica toplam fenol (TF) derisimi, kimyasal oksijen
ihtiyact (KOI) ve pH’mi1 nasil degistirdigi izlenmistir. Zeytin karasuyunun kesikli sistemde
biyolojik aritiminda incelenen parametreler, karasuya uygulanan santrifiij ve sterilizasyon, ZK
seyreltme orami, ¢ogalmaya destek besi maddesi maya Oziitiiniin varligi, azot kaynagi tir ve
derisimi, baslangi¢ pH degeri, sicaklik, karistirma hizi ve zamandir. Kesikli sistemde elde edilen
bulgular degerlendirilerek, zeytin karasuyunun kesikli-beslemeli ve siirekli isletmeler ile
biyoreaktérde aritimui da incelenmistir. Calismalar sonucunda, R. glutinis’in uygun bir adaptasyon
isleminden sonra seyreltilmemis ZK ortaminda cogaldigi ve fenolik bilesenleri parcalayarak
ortamm pH’mi artirdigi, TF derisimi ve KOI’de azalma sagladig1 belirlenmistir. R. glutinis ile
karasuyun biyoaritiminda en uygun kesikli isletim kosullar1 azot kaynagi olarak tire kullanimi ile
yiikseltilmis baglangi¢ pH degeri, 30 °C ve 150 rpm’dir. Ayrica ortama maya oziitii eklemenin ve
sterilizasyon ile santrifiij islemlerinin biyoaritim iizerine etkisi goézlenmemistir. Toplam fenol
pargalanmasi agisindan en iyi kosullarda, zeytin karasuyunun TF degeri %89, KOI degeri ise %18
giderilmigtir. Biyoaritim sonucunda zeytin karasuyuna has Kkeskin koku kaybolmustur.
Biyoreaktorde ise ortama ham ZK beslemesi ile saglanan statik pH kosullarinda kesikli-beslemeli
ve surekli isletimler ile aritimlar yapilmistir. Kesikli-beslemeli isletimde pH=8.0 statik kosulu
stiresince %19 TF giderimi saglanmistir. Bu siire sonunda pH kontrolii kaldirilan sistemde
pH=8.3"¢ ulagtig1 anda ise TF giderimi %80°dir. Siirekli beslemeli isletimde TF giderimi agisindan
(%89) en iyi kosul statik pH=9.35 olarak belirlenmistir. Calismada ayrica, R. glutinis’in zeytin
¢ekirdegine tutuklanarak karistirmali sistemde ZK aritiminda kullanim potansiyeli de incelenmistir.
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ABSTRACT
Master’s Thesis

INVESTIGATION OF THE BIOLOGICAL TREATMENT OF OLIVE MILL
WASTEWATER BY Rhodotorula glutinis and Debaryomyces hansenii YEASTS

Alper KARAKAYA
Ankara University Biotechnology Institute

Supervisor: Prof. Dr. Serpil TAKAC

This study aimed at developing a bioprocess that remediates olive mill wastewater
(OMW), which represents a severe environmental problem. Rhodotorula glutinis that
metabolizes aromatic hydrocarbons and Debaryomyces hansenii that is a moderate
halophile were used as model yeasts in the bioprocess. First of all, both yeasts were
adapted to OMW medium before being employed in bioremediation. R. glutinis was found
to be more resistant towards OMW medium and to provide higher degree of reductions in
total phenol (TP) concentration and chemical oxygen demand (COD); therefore, further
bioremediation experiments were performed with this strain. In this context, growth of
yeast as well as variations in the characteristics of OMW such as TP concentration, COD
and pH were followed in batch, fed-batch and continuous systems. The effects of
centrifugation and sterilization, dilution rate, the presence of nutrient supplement yeast
extract, nitrogen source and concentration, initial medium pH, temperature, agitation rate
and time were investigated with batch-wise experiments. It was found that R. glutinis was
capable of surviving, decreasing TP and COD levels and increasing pH of undiluted OMW
medium after an appropriate pre-adaptation period. The best bioremediation conditions for
batch operation were found to be high initial medium pH provided by urea as nitrogen
source, 30°C and 150 rpm. No effects of yeast extract introduced in the growth medium as
well as sterilization and centrifugation of OMW on bioremediation process were observed.
Under the best condition for TP removal, 89% and 18% reductions in TP content and COD
level were achieved, respectively. Characteristic intense odor of OMW disappeared after
bioremediation. According to the results of batch experiments, bioremediation was also
carried out in bioreactors with fed-batch and continuous operations under static pH
conditions provided by feeding undiluted OMW to the system. In the fed-batch operation
performed at pH=8.0 static condition, 19% reduction in TP content was obtained. When
medium pH of 8.3 was approached after switching off the pH control in the system, 80%
removal of TP content was achieved. The highest removal of TP content (89%) was
achieved at pH=9.35 static condition in the continuous system. In the study, the utilization
of R. glutinis cells in bioremediation after immobilization on olive stones was also
investigated.

2011,86 pages
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SIMGELER DiZINi

BOI Biyolojik oksijen ihtiyact

COD Chemical oxygen demand

HPLC High pressure liquid chromatography
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KOI Kimyasal oksijen ihtiyaci

LiP Lignin peroksidaz

MA Molekiil agirhigi

MIP Mn bagimsiz peroksidaz
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1 GIRIS

Zeytin karasuyu, vejetasyon suyu veya siyah likor olarak da isimlendirilen zeytinyagi
fabrikalar1 sivi atig1, koyu kirmizi renkli, organik madde ve mineral madde bakimindan
zengin ve asidik (4.0 < pH < 6.7) ozelliktedir (Borja et al., 2006). Zeytin karasuyunun
organik fraksiyonu baslica sekerler, polifenoller, tanenler, polialkoller, pektinler ve
lipidleri icerir (McNamara et al., 2008). Karasuda 30’dan fazla sayida fenolik bilesen
tanimlanmistir. Bunlarin yapilar1 ve miktarlar1 isletmenin bulundugu bdlgenin toprak ve
iklim 6zellikleri ile kullanilan prosese gore dnemli 6lgiide degismesine karsm toplam fenol
(TF) miktar1 % 0.5-1.8 arasindadir (Niaounakis and Halvadakis, 2006). Zeytin karasuyu,
yiiksek biyolojik oksijen ihtiyac1 (BOI; 100g/L’ye kadar), kimyasal oksijen ihtiyac1 (KOI;
220 g/L ye kadar) degerleri ve fitotoksik ve antibakteriyel polifenollerin varlig1 nedeniyle
ylizey ve yeraltt sular1 i¢cin onemli bir kirlilik riski olusturmaktadir (Paraskeva and
Diamadopoulos, 2006). Zeytin karasuyunun T.C. Cevre ve Orman Bakanligi tarafindan
gida sanayi (zeytinyagi ve sabun {iiretimi, kat1 yag rafinasyon igin) kabul edilebilir

degerleri; KOI= 230-250 mg/L) ve pH=6-9’dur (Anonim 1999).

2009 yili verilerine gore Diinya’da 2.9 milyon ton zeytinyagi liretimi ger¢eklesmistir.
Tirkiye’de ise ayni yil i¢in lretim 143 bin ton’dur (FAOSTAT, 2010). Zeytinyagi
iretiminden agiga ¢ikan karasu miktar1 Akdeniz iilkeleri i¢in yillik 30 milyon ton olarak

verilmektedir (Ramos-Cormenzana et al., 1996).

Zeytin karasuyunun topraga dogrudan verilmesi, topragin gozeneklilik ve pH gibi fiziksel
ve kimyasal o6zelliklerini etkiler. Ancak, karasuyun sulamada dogrudan kullanimindaki
temel zorluk, fitotoksik etki gosteren ve bitki tohum gelisimini inhibe edebilen fenolik bile
senlerin yliksek derisimidir. Karasuyun koyu renkli polifenollerinin yiiksek derisimi,
akarsularin da rengini bozar; ayrica, yiikksek indirgen seker derisimi mikroorganizmalarin
solunumunu stimiile eder ki bu da suda ¢oziinmiis oksijen derigimini azaltarak canlilarin

yasamini etkiler.



Zeytin karasuyunun aritiminda fiziksel, kimyasal, biyolojik ve birlesik prosesler
kullanilmaktadir (McNamara et al., 2008). Fiziksel yontemlere santrifiij, filtrasyon,
adsorpsiyon, buharlastirma ve kompostlama; kimyasal yontemlere ¢oktiirme, oksidasyon,
fotooksidasyon; biyolojik yontemlere ise aerobik ve anaerobik aritmalar 6rnek verilebilir.
Aritim prosesi, teknik olarak uygun olmasinin yanisira yeterli, kiigiik 6l¢ekli igsletmelerde
uygulanabilmesi i¢in kolay ve ekonomik olmali; ayrica mevsimsel ve yoresel degisimleri
de goz oniine almalidir. Halen en ¢ok uygulanan yontem, atigin lagiinlerde depolanmas1 ve

yaz mevsiminde buharlagmasidir (http://web.deu.edu.tr/cevmer/dokuman/KarasuRaporu.pdf).

Zeytin karasuyunun koyu renginin giderilmesinde, organik yiikiiniin azaltilmasinda ve
fitotoksik etki goOsteren bilesenlerin  uzaklastirilmasinda birgok  biyoproses ve
mikroorganizma denenmistir. Bu amacla, baslica, bakteri, fungus, birlestirilmis bakteri-
fungal sistemi, anaerobik mikroorganizmalar ve birlestirilmis aerobik-anaerobik
mikroorganizmalar kullanilmaktadir (McNamara et al., 2008). Kimyasal oksijen
ihtiyacinda, polifenol miktarinda ve renkte 6nemli Ol¢iide azalma saglayan etkili bir aritim
biyoprosesi, zeytin karasuyunun gilivenli ve ekonomik olarak bertaraf edilmesini
saglayacaktir. Zeytin karasuyu aritimi i¢in bir¢ok aritim yontemi mevcuttur ancak teknik

bakimdan etkili ve ekonomik olarak siirdiiriilebilir bir sistem hentiiz gelistirilmemistir.

Bu yiliksek lisans calismasi, 2009 yilinda baglatilan 109M290 nolu ve “Zeytinyagi
Fabrikas1 Sivi Atignm Ozelliklerinin Iyilestirilmesi ve Antioksidan Uretiminde
Kullanilmas: i¢in Biyoproses Gelistirilmesi” bashkli TUBITAK projesinin Diizen
Laboratuvarlar Grubu, Diizen Norwest ve Taylieli Zeytinyag: Isletmesi'nin destegi ile
endiistriyel agilimi da saglanabilecek bir alt-projesi kapsaminda gergeklestirilmistir.
Caligmada, zeytinyagi fabrikasi sivi atiginin, model mayalar olarak segilen Rhodotorula
glutinis ve Debaryomyces hansenii serbest ve tutuklanmig formlarda kullanilarak
gelistirilecek bir biyoproses i¢inde, yiiksek kimyasal oksijen ihtiyact ve toplam fenol
derigimi gibi cevresel problem yaratan Ozelliklerinin iyilestirilmesi igin biyoproses
gelistirilmesi amaglanmistir. Bunun i¢in dncelikle mayalarm zeytin karasuyuna adaptasyon
ve aritim kapasiteleri kiyaslanmistir. Yapilan 6n denemelerde zeytin karasuyu ortaminda

daha basarili olan mayanin R. glutinis oldugu belirlenmis ve bu maya ile ortama
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adaptasyon ¢alismalar1 yapilmis, azot kaynagi ve derisimi, maya 0ziitii, sicaklik, karistirma
hiz1 etkileri ile sterilizasyon ve santrifiij gibi 6niglemlerin etkileri incelenmis ve ardindan
biyoreaktorde kesikli-beslemeli, ve siirekli isletimler ile daha biiyiik 6lgekte denemeler
gerceklestirilmistir. Ayrica, zeytin ¢ekirdeklerine tutuklama materyali olarak kullanilarak,

tutuklanmig R.glutinis 'in biyoaritimindaki kullanim potansiyeli de incelenmistir.



2 KAYNAK OZETLERI

2.1 Zeytin Karasuyu ve Ozellikleri

Zeytin karasuyu; zeytinyagi liretimi esnasma yiiklii miktarda aciga cikan ve fenolik
bilesenlerce zengin bir tarimsal yan iirindiir. Diinya zeytinyagi iiretiminin %98’i Akdeniz
tilkelerinde gergeklesmektedir. Bu iilkelerde iiretilen zeytinyagi miktari yillik yaklagik 2.5
milyon ton olarak hesaplanmaktadir. (McNamara et al., 2008). Zeytinyagi, iki ve ii¢ fazli
olmak iizere iki prosesle iiretilmektedir. Iki fazli proseste, dekantdrden sadece zeytinyagi
ve posa ile karigik vejetasyon sivist agiga ¢ikarken ti¢ fazli proseste zeytinler kirildiktan
sonra sisteme disardan su eklenir ve dekantdrden posa, karasu ve zeytinyagi olmak iizere
iic ayr1 faz agiga cikar. Diinya’da zeytinyagi liretimi sonucu yillik agiga ¢ikan karasu
miktar1 ¢cok degiskenlik gostermekle beraber bu deger Akdeniz iilkeleri i¢in yaklagik 30
milyon ton olarak hesaplanmistir (Cizelge 2.1). Tiirkiye ise diinya zeytinyagi {iretiminin
%4.4’tinli karsilamaktadir. Tirkiye yaptigi bu iretim ile Avrupa disi iilkeler arasinda
ikinci, Avrupa iilkeleri arasinda ise Ispanya, Italya ve Yunanistan’dan sonra dordiincii
siradadir. Buna karsin Tiirkiye’de zeytin karasuyunun desarjina iliskin 6zel bir diizenleme
mevcut degildir (Niaounakis and Halvadakis, 2006 ). Cizelge 2.2°de son bes yila ait Diinya

ve Tiirkiye’deki zeytinyagi iiretim miktarlar1 yer almaktadir.

Cizelge 2.1 Zeytinyag: iiretimi esnasinda agiga ¢ikan karasu miktarlar1 (Niaounakis and
Halvadakis, 2006 )

Ulke Karasu miktar1 (m*/yil)
ispanya 2.8x10° (2001)
italya 1.6x10° (2004)
Yunanistan 785.000 (2005)
Tunus 550.000 (2003)

Akdeniz iilkeleri toplam: 30x10° (1995)




Cizelge 2.2 Diinya’da ve Tiirkiye’de son bes yila ait zeytinyag: iiretimi (FAOSTAT,
2010). (* resmi, resmi olmayan ya da tahmini veriler, ** resmi olmayan

veriler)
Yil Uretim miktar (ton)
Diinya * Tiirkiye **

2009 2907985 143600
2008 2633317 99500
2007 2761099 142700
2006 2910680 137000
2005 2552216 115000

Zeytin karasuyunun organik yiikiinii seker, tanen, pektin, lignin, fenoller ile lipidler
olusturur ve genel olarak asidik pH’dadir (Martins et al., 2008). Karasu i¢erdigi organik
maddeler nedeniyle 200 g/L diizeylerinde kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) degerine
sahiptir. Ayrica icerdigi yiiksek derigimlerdeki (10 g/L’ye varan diizeylerde) fenolik
bilesikler de karasuyun karakteristik koyu renginden ve toksik etkisinden sorumludur
(Jaouani et al., 2003). Bu 6zelliklerinden 6tiirii zeytin karasuyunun dogal alanlara desarji
Akdeniz iilkelerinde sorun teskil etmektedir. Tiirkiye’de Ege Bdlgesi’nden alinan bir

zeytin karasuyu 0rneginin bazi temel 6zellikleri Cizelge 2.3°de verilmistir.

Cizelge 2.3 Tirkiye’de Ege Bolgesi’nden alinan bir zeytin karasuyu 6rneginin bazi fiziksel
ve kimyasal 6zellikleri (Diizen Norwest 2008)

Parametre Birim Deger
Tletkenlik mS/cm 7.89
pH - 4.5
Toplam Kjedahl azotu mg/I 155.3
BOI mg/L 737.5
Fenol mg/L 2.14
KOi mg/L 45.000
Tuzluluk mS/cm 5.21




Zeytin karasuyuna toksik Ozellik kazandiran biyofenoller aslinda yiiksek antioksidan
Ozellige sahip bilesiklerdir. Zeytin karasuyunun i¢erdigi 30’dan fazla fenolik bilesinin
antioksidan 6zellik tasiyan en temel ii¢ tanesi oleuropein, hidroksitirozol ve tirozoldiir. Bu
maddeler farmasotik ve gida endiistrilerinde kullanilmaktadir. Ancak biyofenollerin karasu
ortamindan ayrilarak saflastirilmasi yliksek maliyetli islemler gerektirdiginden, saf
preparatlar1 piyasada yiliksek fiyatlarla satilmaktadir. Zeytin karasuyunda bulunan
antioksidan maddelerin geri kazanimai i¢in ¢esitli yontemler mevcuttur. Patent literatiiriinde
cozgen ekstraksiyonu, membran aywrma sistemleri, kromatografik teknikler ve integral
islemler kullanilarak yapilmis ¢alismalar mevcuttur (Taka¢ ve Karakaya, 2009). Ancak bu
maddelerin  maliyetini  distirmek i¢in  siirdiriilebilir  sistemlerin  gelistirilmesi

gerekmektedir.

2.2 Zeytin Karasuyu Aritim Prosesleri

Zeytin  karasuyunun aritiminda ¢esitli yaklagimlar vardwr. Bunlar, fiziksel, 1sil,

fizikokimyasal, biyolojik ve kombine sistemler olarak genel bagliklara ayrilabilirler.

2.2.1 Fiziksel aritim

Zeytin karasuyunun seyreltilmesi fiziksel aritim yaklasimlarindan birisidir. Karasuya su
eklenerek organik yiik derisiminin azaltilmasi hedeflenir, boylece biyolojik yikilabilirligi
de arttirilmis olur. Ancak su sikintist bu yontemin uygulanabilirligini azaltmaktadir.
Coktiirme 1ise bir diger fiziksel aritim yontemidir. Karasuyun icerisindeki ¢dziinmeyen
maddeler ve askidaki kati maddeler fiziksel olarak cokeldikten sonra organik yiik
bakimimdan daha zayif olan karasu, ¢okelti fazindan ayrilir. Bu islem i¢in 6zel ¢oktiirme
havuzlar1 kullanilir. Flotasyon, karasuda ¢oziinmeyen kat1 ve s1vi maddelerin ayrilmasi igin
uygulanan diger bir yontemdir. Karasuya hava verilerek gergeklestirilen bu yontem igin
ozel bir sistem kullanilmaktadir. Santrifiij ile aritimda ise karasu santrifiijlenerek ti¢ farkli
faz olusumu saglanir. En iiste karasu icerisinde kalan yag birikir, en alt fazda ¢ozlinmeyen

kat1 fazlar kalir. Orta kisimda kalan karasu fazi ise baslangi¢ degerine gore organik yiik
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bakimindan daha diisiik degerdedir. Bu teknik ayni zamanda karasuyun igerisinde kalan
yagin geri kazanimi i¢in de uygulanmaktadir. Filtrasyon teknikleri de karasuyun aritimi
icin kullanilan yontemler arasindadir. Filtrasyon ile ¢oziinmeyen ve askidaki kati maddeler
ayrilmaktadir. Fiziksel ¢oktiirme, flotasyon, santrifiij ve filtrasyon her ne kadar karasuyun
organik yiikiiniin azaltilarak KOI diizeylerinin daha asag1 diizeylere ¢ekilmesini saglasa da
sonug olarak elde edilen islem gormiis karasu halen diisiik pH, tuz igerigi ve fenolik
bilesen bakimindan dogaya salinamayacak 6zelliktedir. Bu nedenle, bu uygulamalar karasu
aritiminda bir Onislem olarak diistiniilebilir. Bu uygulamalarin yanisira membran
teknolojileri kullanilarak yapilan aritim islemleri de bir diger fiziksel aritim yaklagimidir.
Mikrofiltrasyon, ultrafiltrasyon, nanofiltrasyon ve ters ozmoz kullanilarak karasuyu etkin
bir sekilde aritmak miimkiindiir. Ayrica goézenek caplar1 ayarlanmig ardisitk membran
sistemleri ile karasuyun fraksiyonlarina ayrilmasi, farmakolojik, kozmetik ve gida
endiistrile rinde degeri olan bile siklerin karasudan geri kazanimi da saglanabilmektedir
(Takag ve Karakaya, 2009). Her ne kadar bu sistemlerle etkin bir aritim ve kazanim
saglanabilse de kullanilan membranlarin ve kurulan sistemlerin isletme maliyeti ¢ok

yiiksektir (http://web.deu.edu.tr/cevmer/dokuman/KarasuRaporu.pdf).

2.2.2 Isil artim

En yaygin kullanilan 1s1l aritim yontemlerinden birisi, karasuyu lagiinlere doldurarak giines
enerjisi ile buharlastirma yontemidir. 7-8 hafta gibi uzun bir siirede gergeklesen bu islem
esnasinda karasudaki organik bilesiklerin kendi igerisinde dogal biyolojik yollardan yikimi
da gerceklesmektedir. Isletim maliyeti diisiik olan bu sistem, aciga c¢ikan karasu miktarmin
cok fazla olmasindan 6tiirii buharlastirma havuzlari i¢in yer sikintis1t dogurmaktadir. Bunun

diginda distilasyon, kurutma, piroliz gibi diger termal yontemler de mevcuttur. (Niaounakis

and Halvadakis, 2006)

2.2.3 Fizikokimyasal islemler

Fizikokimyasal yontemler, karasuya kimyasal madde ekleyerek ¢oktlirme, ndtralizasyon,
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flokulasyon, kimyasal oksidasyon ve adsorpsiyon islemlerini kapsar. Notralizasyon
yonteminde kat1 maddelerin ayrilmasi ve karasuyun toplam yiikiiniin sifira diistiriilmesi
saglanir. pH, kimyasallar ile istenilen degere ayarlanir ve karasuya bir sonraki aritim adimi
icin bir 6niglem uygulanmis olur. pH’ nin disiiriilmesi yaglarin yag asitlerine hidrolizini de
saglar. Flokulasyon ve kimyasal ¢oktiirmede ise karasuya eklenen kimyasal ajanlar, karasu
icerisindeki ¢6zlinmiis maddelerin ¢oziiniirliglini diislirerek ya da agregatlasarak kati faz
ya da c¢okelek olusturulmasmi saglar. Flokulant olarak demir kloriir, demir siilfat,
aliminyum siilfat, sodyum silikat ve kire¢ kullanilan kimyasallar arasindadir. Adsorpsiyon
yonteminde ise, karasu icerisindeki organik molekiillerin kat1 bir destek materyali iizerine
tutunarak karasudan ayrilmasi saglanir. Molekiillerin kullanilan destek materyalinin sadece
goriinen ylizeyine degil gozenekleri arasmna da girerek adsorbe olmasi bu islemin
etkinligini arttirir. Bu yontemde genellikle dolgulu kolonlar kullanilir. Kullanilan destek
materyali bentonit, aktif karbon gibi materyaller olabilir. Kimyasal oksidasyonda ise, klor,
klor tiirevleri, peroksit, ozon ya da potasyum permanganat gibi kimyasallar ya da bunlarin
karisimlart kullanilmaktadir. Fenton reaktifi de son yillarda kullanilmaya baglanilan
kimyasallardandir (Niaounakis and Halvadakis 2006). Bunlarin yaninda peroksit, ozon ve
UV kombinasyonlar1 gibi ileri oksidasyon teknikleri de uygulanmaktadir (Oktav vd., 2003,
Ugurlu ve Kula 2007, Erkonak vd., 2008, Taka¢ ve Karakaya 2010).

2.3 Zeytin Karasuyunun artimi

Zeytinyag1 fabrikasi sivi atiginin aritilarak, kullanildig: / bertaraf edildigi toprak ve suya
zarar vermeyecek Ozelliklere getirile bilmesi i¢in uygulanan gesitli prosesler arasinda
biyolojik prosesler ¢evre dostu, giivenli ve bir¢cok durumda da uygun maliyetlidir.
Karasuyun biyolojik proseslerle aritimina yonelik siireli ve patent literatiiriinde ¢ok sayida
yaym yer almaktadwr. Bu tiir ¢caligmalarda, zeytin karasuyunun yapisinda polifenoller,
tanenler ve lignin bulundugu i¢in bu maddeleri pargalayabilen mikroorganizmalara

odaklanilmistir. Bir¢ok bakteri ve fungus bu maddeleri kismi olarak pargalayabilir.

Zeytin karasuyunun biyolojik aritiminda kullanilan funguslar; beyaz kiif mantari,

Aspergillus sp. ve gesitli mayalardir. Mayalara 6rnek Trichosporon cutaneum, Candida
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tropicalis ve Saccharomyces sp. verilebilir. Diger funguslar gibi, mayalar da kimyasal
oksijen ihtiyacinin azalmasmda ve mono ve polifenollerin uzaklagsmasinda etkilidir.
Artimda birlesik bakteri-fungal sistemlerinin kullanimina da rastlamlmistir. Ornegin,
Yarrowia lipoltica 24 st’de karasudaki KOI degerini %80 azaltirken aromatik bilesenleri
doniismeden birakmis; maya fermentasyonundan ¢ikan akim Pseudomonas putita ile islem
goriince 12-16 st’de KOI’nda daha ileri azalma ve aromatiklerde uzaklasma saglanmistir
(McNamara et al., 2008). Aspergillus, Geotrichum, Phanerochaete yiiksek katabolik enzim
aktivitesine sahiptirler ve cesitli basit aromatikleri kullanirlar. Phanerochaete flovida-
alba’nin yiiksek Mn peroksidaz (MnP) ve lakkaz aktivitesi oldugu, renk giderimi ile
aromatik bile senleri ve toksisiteyi es zamanli olarak azalttig1 bildirilmistir. Phanerochaete
chrysosporium 6 giinde zeytin karasuyunun renk ve fenollerini %50 azaltmistir. Penicillum
zeytin karasuyunda c¢ogalarak 20 glinde 21.5 g kuru hiicre degerine ulasmistir. Bu
funguslar karasuyun KOI ve fenolik madde degerlerini azaltmis; pH degerini ise
artirmiglardir. Beyaz kiif mantar1 P. ostreatus yiiksek lakkaz ve Mn bagimsiz peroksidaz
(MIP) aktivitesi ile %49 dekolorizasyona neden olmustur (Singh, 2006).

Phanerochaete flavido-alba:

Zeytin karasuyunun aritilmasinda ¢ok calisilan beyaz kiif mantaridir. Fenolik bilesenlerde
%90 azalma sagladig1 ve hiicre dis1 parcalayict enzimlerden lignin peroksidazin (LiP),
MnP ve lakkazdan daha etkin oldugu gozlenmistir (Hamman et al., 1999). Bir diger
calisgmada, karasuyun monomerik aromatik bilesenlerinin ve koyu renkli polimerik
pigmentinin P. flavido-alba‘nin hiicre dis1 ligninolitic enzimlerine etkisi incelenmistir.
Monomerik aromatik bilesenlerin oldugu ortamda lakkaz; karasu ile desteklenen ortamda
modifiye MnP’ler; zeytin karasuyu veya polimerik pigment igeren ortamda ise lakkaz ve
asidik Mn peroksidaz (MnPA) birikmistir. Lakkaz, karasuyun toksik bilesenlerine karsi
MnP den daha etkindir. MnPA ise polimerik pigmentlerin parcalanmasinda lakkazdan
daha etkili bulunmustur (Ruiz et al., 2002).

Phanerochaete chrysosporium’un LiP ve MnP enzimlerinin zeytin karasuyunun renginin
giderilmesindeki etkisinin arastirildigi bir calismada MnP fazla olustugu kosullarda renk
gideriminin az (%25), LiP enziminin fazla olustugu kosullarda ise renk gideriminin fazla

(>%70) oldugu belirlenmistir. Diisiik baslangic KOI degeri ile birlikte yiiksek LiP
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aktivitesinin saglandig1 kosullarda en yiiksek renk giderimi elde edilmistir (Sayadi and
Ellouz, 1995).

Pleurotus ostreatus:

Zeytin karasuyunun biyoaritiminda hava kaldirmali ve karistrmali biyoreaktorler
kullanilmistir.  Steril olmayan kosullarda ve kontrolsiiz gergeklestirilen proseste P.
ostreatus’in polifenol biyodoniisimii gerceklestirdigi belirlenmis; LiP, MnP ve lakkaz
aktiviteleri izlenmistir. Sonuglar, ¢alisilan fungusun ham zeytin karasuyunda etkin bir
sekilde ¢ogaldigmi, polifenol azalimimin besi maddelerinin kullanimma bagli oldugunu ve
%95’e kadar ¢ikabildigini ve steril olmayan karasuda renk gideriminin iyi olmadigini
gostermistir (Olivieri et al., 2006). Bir diger calismada, kesikli sistemde seyreltilmis ve
sterillenmis zeytin karasuyunda P. ostreatus onemli 6lgiide fenolik madde uzaklagsmasina
neden olmustur. Cogalma ortaminda belirlenen tek ligninolitik enzim lakkazdir.
Biyoreaktorde biyokiitlenin artisi ile seker tiiketim hizi artmus, ancak fenolik fraksiyon
oksidasyona direnmistir. Yiiksek seyreltme yapilmasinin ve/veya baska bir muamelenin
gerektigi bildirilmistir (Aggelis et al., 2003). Cesitli Pleurotus spp. tiirleri ile yapilan bir
calismada besi maddesi eklemesi ve sterilizasyon diginda herhangi bir onislem olmadan
hiicrelerin zeytin karasuyunda ¢ogaldigi gozlenmistir. Cogalma ortaminda yiiksek lakkaz
aktivitesi ve baglangi¢ fenol miktarinda %69-76 azalma belirlenmistir. En diisiik fenol
derisimine 12-15 giin sonra ulasilmistir. Ancak, kalan fenoliklerin toksisitesi orijinal

fenolik bilesenlerden yiiksek bulunmustur (Tsioulpas et al., 2002).

Geotrichum candidum:

Pilot 6lgekli kabarcik kolonda Geotrichum candidum ile zeytin karasuyunun renk giderimi
incelenmis; karistirmanin, seyreltmenin ve havalandirmanin hiicre ¢ogalmasini, polifenol
hidrolizini ve renk giderimini hizlandirdigi bulunmustur. En iyi kosullarda %70 KOI
giderilmis ve tiim polifenol fraksiyonlar1 oksitlenmistir (Assas et al., 2000). G. candidum
fungusunda LiP, MnP ve lipaz enzimleri iiretimini, zeytin karasuyunun renk giderimini ve
biyopargalanmasini kontrol etmek amaciyla gerceklestirile n bir diger calismada, seyreltme
ve karbon ile azot derigsimlerinin renk giderimine ve ligninolitik enzimler LiP ve MnP
akivitelerine onemli etkileri oldugu bulunmustur. Kesikli ve kabarcik kolon siirekli

biyoreaktorlerde KOI ve renkte sirasiyla %60 ve %50 azalma saglanmistir. LiP ve MnP
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aktiviteleri kesikli biyorektdrde daha yiiksek bulunmustur. Siirekli prosesin performansi
hidrolik kalma stiresi 4 giinden 1.7 giine disiiriiliince renk giderimi ve biyopargalanma

strastyla %40 ve %45 azalmistir (Asses et al., 2009).

Phanerochaete chrysosporium:

Zeytin karasuyu ultrafiltrasyon ile ¢ fraksiyona ayirilmis ve P. chrysosporium 'un disik
molekiil agirlikli fraksiyonda (MA < 8kDa) ¢ogaltildigi zaman renk ve fenol
uzaklagtrmanin yiiksek; yiiksek molekiil agirlikli fraksiyonda (MA > 60kDa) ¢ogaldig1
zaman ¢ok zayif oldugu belirlenmistir. Diisiik MA fraksiyonunda az miktarda LiP enzim
aktivitesi gozlenmistir. LiP indiiksiyon ortammin kullanilmasi ise yiiksek derecede renk
giderimini saglamistir. Diisiik MA fraksiyon, P. putida ve A. eutrophus veya aktif camur
karigim1  zeytin  karasuyunu 1iyi parcalamig; ancak yliksek MA fraksiyonda bu
gbzlenmemistir (Sayadi et al., 2000). Bir diger ¢alismada, P. chrysosporium, A. niger ve
A. terreus zeytin karasuyunda c¢ogalmistir. G. candidum organik yiikii azaltmis, ancak
toplam fenol miktarim1 degistirmemistir. Cogalan hiicre miktar1 organik madde ve fenol
uzaklasmasi ile baglantilidir. Fenol gideriminde etkinligin Phanerochaete chrysosporium
> Aspergillus niger > Aspergillus terreus sirasi ile oldugu bulunmustur (Garcia et al.
2000). Sayadi et al. (2005), bir baska ¢aligmalarinda karasuyun tam detoksofikasyonu i¢in
aerobik, anaerobik ve ultrafiltrasyon islemlerini birlikte kullanmiglardir. Bitkilerde bulunan
lignini karbondioksit ve suya kadar pargalayan LiP enzimini tireten Phanerochaete
chrysosporium, karasuyun renginden sorumlu olan mono ve poliaromatik bilesikleri de
yikarak koyu rengin 6nemli Olglide giderilmesini saglamaktadir. Calismada, aerobik
aritimdan sonra anaerobik aritim tankina alinan karasuyun tekrar ayni1 mikroorganizma ile
anaerobik olarak aritimi yapilirken biyogaz iiretimi de gozlenmistir. Anaerobik aritimin
ardindan ise geriye kalan sivinin ultrafiltrasyon ile ileri aritimi yapilmistir. Aerobik 6n
aritimi yapilmig karasu ile 6n aritim yapilmamis karasuyun anaerobik aritimdaki metan
iiretim kapasiteleri kiyaslandiginda, 6n aritimi yapilmis karasu ortaminda iki kat daha fazla
metan gazi ag18a ¢iktig1 gozlenmistir. Aerobik ve anaerobik aritimin ardindan karasuda pH
artigl, %50’ye yakin renk agilmasi, %80 ve %82 toplam fenol giderimi saglandig:
goriilmiistiir. Biyolojik artimin ardindan yapilan ultrafiltrasyon igsleminde de kalan sivida

%57’ye varan KOI ve %94 kadar renk giderimi saglanmustir.
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Aspergillus niger:

Polisakkarit pargalayici enzimlerlerce zengin Aspergillus niger ¢ogalma ortaminin, zeytin
karasuyundan basit fenolikleri serbest birakmadaki potansiyeli incelenmistir. Fenolik
bilesenler ile polisakkaritler arasindaki ester baglarmi hidrolizleyen enzimler karakterize
edildikten sonra, o-difenolik bile senlere spesifik enzim i¢eren ortam, karasuyun etanol ile
ekstraksiyonu sonucu elde edilen fenolik karisima eklenmistir. Biiylik miktarda
hidroksitirozol, daha az olarak tirozol, kafeik asit, p-kumarik asit and ferulik asit elde
edilmistir (Bouizda et al., 2005).

Aspergillus flavus:
Topraktan izole edile n A. flavus, okside olmus zeytin karasuyu kullanilarak kesikli sivi
¢ogalma ortamn optimize edildikten sonra renk ve KOI giderimleri izlenmis ve tannaz

enzimi olusumu nedeniyle sirasiyla %58 ve %46 giderimler saglanmistir (Kachauri et al.,
2005).

Literatiirde, mayalar kullanilarak zeytin karasuyunun aritimi ile birlikte degerli iiriin

eldesine yonelik ¢alismalar arasinda lipaz tiretimi 6nemli bir yer tutmaktadir:

Yarrowia lipolytica ve Candida rugosa:

Zeytin karasuyunda cogalan Yarrowia lipolytica, KOI degerini 24 st’de %80 azaltmus; ayn1
kosullarda 22.45 g/LL biyokiitle ve lipaz enzimi olusmustur. Proses sirasinda organik ve
inorganik maddelerin biiyiik bir kismu tiiketilmistir (Scioli et al., 1997). iki tiir V.
lipolytica nin zeytin karasuyunda ¢ogalmasi ve lipaz gibi degeri yiikksek madde iiretim
yeteneginin incelendigi bir ¢alismada, ¢ogalmay1 ve zeytin karasuyunun pargalanmasini
etkileyen faktorlerden azot destegi, hiicre derigimi ve yiizey aktif madde ilavesinin etkileri
incelenmistir. Her iki tiir de KOI degeri 19 g/L ve toplam fenol derisimi 800 mg/L olan
zeytin karasuyunda cogalmistir. Lipaz tretimi 6 g/L ye kadar amonyum siilfat
eklenmesiyle artmis ve KOI degerinde %80, toplam fenolde %70 azalma saglanmustir.
Tween 80 hiicre ¢ogalmasini artirmis ancak lipaz iiretimin etkile memistir. Sonuglar, lipaz
iiretim kosullar1 ile KOI uzaklagsmas1 kosullarinm ayni olmadigmi gdstermistir (Lopes et

al., 2008). Bir diger ¢alismada da benzer sekilde, Y. lipolytica ve C. rugosa’nin zeytin
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karasuyunda ¢ogalma ve atig1 parcalarken degerli bilesenler iiretmesi incelenmistir.
Hiicrelerin ¢ogalmasi ve karasuyun parcalanmasina bile sim, seyreltme ve eklenen besi
maddelerinin etkileri belirlenmistir. Hiicreler, li¢ fazli zeytinyagi fabrikasindan alinan,
seyreltilmemis ve KOI degeri 100-200 g/L arasinda olan ortamlarda ¢ogalmis, hemen
hemen ortamda bulunan tiim sekeri tiiketmis ve KOI degerini 6nemli &lgiide
azaltmiglardir.Y. lipolytica karistirma hizi ve eklenen besi maddelerinden daha az
etkilenmistir (Gongalves et al, 2008). Aymi arastiricilar bir diger c¢aligmalarinda, Y.
lipolytica ve C. rugosa nin seyreltilmemis zeytin karasuyunda ¢ogalabildiklerini ve lipaz
tretimini gerceklestirdiklerini bildirmistir (Gongalves et al, 2007). Brozzoli et al., (2007)
ise, C. cylindracea’dan lipaz iiretiminde zeytin karasuyunun substrat olarak kullanim
potansiyelini inceledikleri ¢alismalarinda, besin maddeleri ile desteklenmis ortamda enzim
iretimini gergeklestigini belirtmislerdir. Zeytin karasuyunun lipaz {iretim ortami olarak
degerlendirilip degerlendirilemeyecegi Geotrichum candidu, Rhizopus arrhizus, Rhizopus
oryzae, Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Candida cylindracea ve Penicillium
citrinum kullanilarak incelenmistir. Tim mikroorganizmalar seyrelmemis karasuda
cogalmis; C. cylindracea en yiiksek lipaz aktivitesini gostermistir. Lipaz {iretimi kullanilan

azot kaynagima onemli 6l¢iide bagli bulunmustur (D’ Annibale et al., 2006).

Gergeklestirilmis olan yiiksek lisans g¢aligmasinda kullanilan Rhodotorula glutinis ve
Debaryomyces hansenii daha 6nce zeytin fabrikasi sivi atiginmn aritiminda kullanilmamais
olan mayalardir. Ancak, Rhodotorula glutinis ’in substrat olarak fenol kullanabildigi
(Katayama-Hirayama et al., 1994) ve lakkaz ile oksidorediiktaz enzimlerine sahip oldugu
(http://www.uniprot.org); Debaryomyces hansenii’nin ise halofilik bir tiir olarak genis bir
substrat spektrumuna ve ¢evre ¢caligmalarinda kullanim potansiyeline sahip oldugu (Breuer

2006) ve lakkaz enzimi igerdigi (http://www.genome.ad.jp) bilgile rine ulasiimustir.

Endiistriyel biyoproseslerde, mikroorganizma veya enzimlerin uygun bir materyal icine
veya tlzerine aktivitelerini koruyarak hapsedilmesi / tutuklanmasi ile hazirlanan
tutuklanmig biyokatalizorlerin kullanimi tercih edilir. Tutuklama ile hiicreye kesikli
biyoreaktorlerde defalarca, siirekli biyoreaktorlerde ise uzun siire kullanim ozelligi
kazandirilmis olur ki tutuklamanin bazi dezavantajlarina karsin bu 6zellikler endiistride
tercih sebebi olmaktadir. Zeytin karasuyunun tutuklanmis hiicreler kullanimu ile biyolojik

aritimina yonelik literatiirde yer alan ¢alismalar kisithdir:
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Phanerochaete chrysosporium poliiretan kopiige tutuklanarak kesikli biyoreaktorde ardisik
olarak kullanilmis ve 85 st’de %70 renk giderimi saglamis; Aspergillus niger poliiiretan
slinger pargalarma tutuklanarak kesikli reaktdrde ardisik olarak kullanilmig ve 8 giinde
%67 fenol uzaklastirmig; Candida tropicalis hiicreleri Ca-alginat taneciklere tutuklanmis,
kesikli sistemde kullanilmis ve 24 st’de %60 renk ve %36.5 renk giderimi saglamistir
(Singh, 2006). Zeytin karasuyunun aritilmasi igin bazi mold tiirleri odun talagina
tutuklanmistir.  Calismada, KOI'nin %60 azaldigi, polifenol parcalanmasmm %87
gerceklestigi ve pH degerinin 4.5 dan 6.6’ya ¢iktig1 belirlenmistir (Ambhajji et al., 2005).

Tutuklanmisg hiicre hazirlanmasinda kullanilacak materyal ve uygulanacak ydntem
onemlidir. Seliiloz ve tiirevleri birgok biyoproseste tutuklama materyali olarak
kullanilmaktadir. Zeytin ¢ekirdegi, hemisiiloz, seliiloz ve lignin yanisira protein, yag, fenol
ve seker igeren lignoseliilozik bir materyaldir. Bile simi kaynagina gére degismesine karsin
%23.5 seliiloz, %22.3 hemiseliiloz ve %44.9 lignin olarak verilebilir (Demirbas 2008).
Zeytin ¢ekirdegi baslica elektrik enerjisi veya 1s1 iiretiminde yakit olarak kullanilir. Diger
kullanim alanlar1 ise, aktif karbon eldesinde, furfural iiretiminde, regine iiretiminde, hayvan
yemi olarak kullanimu ile ¢esitli atiklardan Cd(II), Pb(II), Ni(II), Cu(Il) gibi agir metalleri
uzaklastirmada biyosorbent olarak kullanimidir (Rodrigez et al., 2008). Bu yiiksek lisans
calismasinda, zeytin c¢ekirdeginin tutuklama materyali olarak kullanimi, zeytinyagi
fabrikalar1 atiginin degerlendirilmesini saglayacak potansiyel bir diger kullanim alani
olarak diistiniilmiis ve bu sekilde tutuklanmis Rhodotorula glutinis‘in zeytin karasuyu

aritiminda kullanim potansiyeli incelenmistir.
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3 MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Calismada ticari olarak saglanan Rhodotorula glutinis (DSM 70398) ve Debaryomyces
hansenii (NRRL Y-7426) mayalar1 kullanilmigtir. Ortam hazirlama ve analizlerde
kullanilan kimyasallar analitik saflikta, biyokimyasallar mikrobiyolojik safliktadir.
Deneylerde kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler EK 1°de verilmistir. Zeytin
karasuyu (ZK), Biyolojik Bilimler Arastirma Gelistirme ve Uretim A.S. tarafindan Taylieli
Zeytin ve Zeytinyag: Isletmesi Balikesir/Burhaniye fabrikasindan (iki ve ii¢ fazh iiretim)

saglanmistir.

3.2 Yontem

3.2.1 Mikroorganizma ¢ogalma ortamlari

Mayalar agar igeren egik tiiplerde, petri kaplarinda ve mikrobank™ (Pro-lab Diagnostics
Microbank™) viallerde saklanmis ve belli zaman araliklar1 ile sub-kiiltiir yapilarak stok
tazeleme islemi gergeklestirilmistir. Ardindan mikroorganizma stok ortamlarindan sivi

biyoaritim ortamlarina aktarilmistir.

3.2.1.1 Kati ¢cogalma ve adaptasyon ortamlar

Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii mayalar1 iki ayr1 kati agar ortaminda
cogaltilmislardir. Birinci ortam UYM (Universal Yeast Medium), ikinci ortam ise bilesimi
UYM ortamu ile ayni olan ancak damitik su yerine zeytin karasuyu ile hazirlanan ortamdir

(ZK agar). UYM ortam bilesimi 5 g/L pepton, 3 g/L maya 06ziitii, 3 g/L malt 6ziitii, 10 g/L
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glukoz ve 15 g/L agardir. Hazirlanan kat1 ortam, 121 'C’ta 20 dk sterilize edilmis (ALP
CL-40M Sterilazator) ve laminer akis kabininde (Biolab Faster BHG 2004-S) tiiplere ve
cam petri kaplarina paylastirilarak agarmm donmasi beklenmistir. Mayalar, kati agar

ortaminda 24 st siire ile 30 ° C’de inkiibe edilmis (Friocell 222) ve +4°C’de saklanmustr.

3.2.1.2 Biyoaritim ortamlar

Stok ortamlardan sub-kiiltiivasyon yapilarak yeniden canlandirilan mayalar, zeytin
karasuyu igeren sivi biyoaritim ortamlarina steril kosullarda aktarilmislardir. Bazi
biyoaritim ortamlarma inokulasyon, zeytin karasuyu iceren sivi ¢ogalma ortamlarinda
cogalan mayalarin aktarilmasiyla yapilmistir. Ortamlar incelenecek parametrelere gore
farkli zeytin karasuyu derisimi, azot kaynagi ve derigsimi, sicaklik, karigtirma hizi vb.
kosullarinda inkiibe edilmislerdir. Kullanilacak olan karasu 12.000xg’de 10 dk
santrifiijlenmistir (Hettich Rotina 35R). Ortamlar hazirlandiktan sonra ise 121 'C’de 20 dk
sterilize edilmistir. Santrifiij etkisinin ve sterilizasyonun incelendigi denemelerde ise bu

islemler uygulanmamustir.

3.2.2 Erlende gergeklesen biyoaritimlar

Erlen denemeleri 500 ml’lik erlenlerde 200 ml ortamlarda gergeklestirilmistir. Erlenler
mikrobiyolojik hava filtresi ile kapatilmistir. Biyoartim ¢alkalamali hava banyosunda
gerceklesmistir (Shel Lab S16R-2 Inkiibator). Erlen denemelerinde farkli karistirma
hizlari, sicaklik, karasu derigimi, azot kaynagi ve derisimlerinde biyoaritim incelenmistir.
Ayrica biyoaritima santrifiij, sterilizasyon ve maya oOziti etkileri de erlenlerde

incelenmistir.

3.2.3 Biyoreaktorde gerceklesen biyoaritimlar
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Biyoreaktor denemeleri, sicaklik, karistirma hizi, pH, gaz akis hizi1 ve kopiik kontrol
birimleri ile donatimli biyoreaktérde (Sartorius Biostat B plus Twin) toplam 2 L hacimli
tanklarda gergeklestirilmistir. Aritimlar kesikli-beslemeli ve siirekli isletimler ile
yapilmistir. Kesikli-beslemeli isletimde biyoreaktor tankina konulan 500 ml baslangig ZK
ortamina, kati agar veya sivi ¢ogalma ortamindan mikroorganizma asilanmis ve belirli
zaman araliklariyla zeytin karasuyu eklemistir. Siirekli isletimde ise mikroorganizma 1 L
baslangi¢c ZK ortami igeren erlenlerde inkiibe edildikten sonra, ortam biyoreaktor tankina
alinip siirekli olarak karasu beslemesi baglatilmistir. Besleme akimi ile es zamanli olarak
besleme hacmine esit miktarda aritilmis karasu ortamdan almmistir. Kesikli-beslemeli ve
stirekli sistemler sirasiyla Sekil 3.1 ve 3.2°de gosterilmistir. Biyoreaktor isletim

parametreleri ise Cizelge 3.1°de yer almaktadir.

AL,

Sekil 3-1 Kesikli-beslemeli isletim ile ¢alisan biyoreaktor sistemi: (1) Ham ZK sisesi; (2)
Peristaltik pompa; (3) Hava girisi; (4) Mekanik karistirict; (5) pH probu; (6)
Sicaklik probu; (7) Geri sogutucu; (8) Biyoreaktor tanki.
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I,

Sekil 3-2 Siirekli isletim ile ¢alisan biyoreaktor sistemi: (1) Ham ZK sisesi; (2) Peristaltik
pompa; (3) Hava girisi; (4) Mekanik karistirici; (5) pH probu; (6) Sicaklik
probu; (7) Geri sogutucu; (8) ZK tahliye sisesi; (9) Biyoreaktor tanki.

Cizelge 3.1 Kesikli-beslemeli ve siirekli isletile n biyoreaktor igletim kosullari

Hava akis hizx (L/dk) Kanstirma hizi (rpm) Sicaklik (°C)
0.6 250 30

3.2.4 Mikroorganizmalarin tutuklanmasi

Mikroorganizma tutuklama denemeleri, tutuklama materyali olarak zeytin cekirdekleri
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kullanilarak erlenlerde yapilmistir. Tutuklama isleminden Once santrifiijlenmis %100 ZK
ile 6n ¢ogalma ortami hazirlanmistir. Bu ortam 9.08 g/L iire ile desteklenerek otoklavda
sterilize edilmis ve ardindan mikrobanklardaki Rhodotorula glutinis ile inokule edilerek
inkiibasyona birakilmigtir. Tutuklama ortami olarak ise santrifiijlenmis ve sterillenmis
ancak destek azot igermeyen %100 ZK kullanilmistir. Yiizey adsorpsiyon yontemi ile
tutuklama i¢in iki ayr1 erlene 20°ser g zeytin ¢ekirdegi konulmustur. Erlenlerden birine 180
ml karasu eklenmis, digerine ise 170 ml zeytin karasuyu ve 6n ¢ogalma ortaminda hiicresel
aktivite gozlendikten sonra da 10 ml hiicreli ortam aktarilmistir. Diger erlen ise kontrol
erleni olarak kullanilmis ve inokulasyon yapilmamustir. Her iki erlen de 30 °C ve 75
rpm’de calisan calkalamali hava banyosuna konularak hiicresel aktivite izlenmistir.
Hiicresel aktivite gozlendikten sonra sonra erlenlerden zeytin ¢ekirdekleri alinarak 120 °C
de 3 st kurutulmus ve ardindan erlenler tartilmislardir. Inokule edilmis ve inokule
edilmemis (abiyotik) erlenlerden alinan zeytin c¢ekirdekleri arasindaki agirlhik farka,

cekirdeklerin yiizeyine tutuklanmis hiicre miktarmi vermektedir.

3.2.5 Tutuklanmis mikroorganizmalar ile zeytin karasuyu aritimi

Boliim 3.2.4°te anlatildig1 gibi zeytin ¢ekirdegine tutuklanan hiicreler ortamdan alimais ve
hazirlanan yeni zeytin karasuyu ortamma konularak ve 30° C ve 150 rpm’de ¢alisan

calkalamali hava banyosunda biyoaritim gergeklesmistir.

3.3 Analizler

3.3.1 Kuru hiicre agirhg

Biyoaritim ortaminda alinan 6rnekler 12.000xg’de 10 dk santrifiijlendikten sonra ¢oken
hiicreler, darast bilinen bir petri kabina konularak 120 °C’de 3 st kurutulmuslardir

(Forced-Air Drying Oven ZRD 5110). Kurutma isleminden sonra petri kabindaki katinin
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agirhigi hassas terazide (Mettler AB54-S) tartilarak kuru hiicre agirhigi mg/ml olarak

hesaplanmuigtir.

3.3.2 Toplam fenol derisimi

Ornek hazirlama: Orneklerin pH degerleri %37°lik HCl ile 2’ye getirildikten sonra, fenolik
bilesenler etil asetat ile {i¢ kez ekstrakte edilmis ve susuz sodyum siilfat ile 30 dk
kurutulmustur. Doner buharlastiricida (Heidolph) etil asetati tamamen uzaklastirilan
ornekler, daha sonra etil alkol-su karisiminda (60:40) tekrar ¢oziilmiis ve toplam fenol

derisim analizi i¢in Folin-Ciocalteu yontemi uygulanmistir (Ayed et al., 2005).

Folin-Ciocalteu ydntemi: Toplam fenol derisim analizi i¢in, yukaridaki asamalardan
gegirile rek analize hazirlanan 6rnekten 20 pl cam tiiplere alinmis; tizerine 1.58 ml saf su
ve 100 pl Folin-Ciocalteu fenol reaktifi eklenmistir. Cok iyi bir sekilde karistirilan
(vortekslenen) c¢ozelti 8 dk bekletilmistir. Bu siire sonunda 300 pl doygun sodyum
karbonat ¢ozeltisi eklenerek tekrar vortekslenen tiip, agzi kapatilarak 40 °C’deki su
banyosunda 30 dk bekletilmistir. Bu siire sonunda orne§in 765 nm’de absorbansi

okunmustur (UV-1601 Shimadzu).

Calisma dogrusu: Toplam fenol derisim analizinde standart olarak pirogallol
kullanilmustir. Pirogalloliin etil alkol ¢o6zeltisi i¢inde hazirlanan farkli derisimleri ile
calisma dogrusu cizilmis ve Orneklerin toplam fenol derisimi pirogallol esdegeri olarak
(mg prigallol/L) hesaplanmistir. Hazirlanan calisma dogrusu Sekil 3.3°de yer almaktadir.
Fenol giderim yiizdesi ise ise Est.(1) yardimiyla hesaplanmustir.

% Fenol giderimi = [(Baslangigtaki toplam fenol derisimi- Ornegin toplam fenol derisimi) /

(Baslangigtaki toplam fenol derigimi)]*100 1)
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Sekil 3-3 Toplam fenol derigimi i¢in hazirlanan ¢alisma dogrusu (pirogallol cinsinden)

3.3.3 Kimyasal oksijen ihtiyaci

Sivi drneklerin kimyasal oksijen ihtiyact (KOI) degerleri kapali refluks kolorimetrik
yontemi ile (APHA-5220C) Diizen Norwest Cevre Saglik Hizmetleri Egitim Danigmanlik
Hizmetleri Ticaret A.S.de (Biyolojik Bilimler Arastrma Gelistirme ve Uretim A.S.)
Olgtilmiistiir (APHA-AWWA, 1992).

3.3.4 pH o6lciimii

Orneklerin pH degerinin zamanla degisimi pHmetre (Sartarious PP25) yardimiyla

izlenmistir.

3.3.5. Analizlerin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi
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Zeytin karasuyunun biyolojik aritimi ile ilgili yapilan analizlerin dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini gostermek ic¢in tekrarli analizlerde yapilmis ve elde edilen veriler

kullanilarak standart sapma degerleri hesaplanmistir (EK 2).
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4 ARASTIRMA BULGULARI

4.1 Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii’nin Zeytin Karasuyunun

Biyoaritiminda Kullamilabilirliklerinin Karsilastirilmasi

4.1.1 Rhodotorula glutinis ve Debariomyces hansenii’nin zeytin karasuyu ortamina

adaptasyonlan

Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii mayalari, zeytin karasuyu ortamindaki
aktivitelerinin incelenmesi amaciyla, oncelikle UYM agar ortamindan seyreltilmemis
karasu ortamina aktarilmistir. Ancak, bu ortamlarda etkin bir hiicresel aktivite
gozlenmemesi lizerine, bu iki tiirtin de karasu ortamina adapte edilmeleri i¢in ¢esitli
denemeler yapilmistir. Bu amagla oncelikle UYM ortaminda ¢ogalan mikroorganizmalar,
saf suya %10, 20 ve 30 (h/h) oraninda karasu eklenerek hazirlanan UYM agar ortamlarina
aktarilmustir. 1k aktarimlarda hiicre cogalmasmin uzun siirmesine ve ¢ogalmanin zayif
olmasma karsin 24 st’ten daha uzun inkiibasyon siirelerinde ve karasu iceren agar
ortamlarina tekrarlanan aktarimlar ile hiicreler bu ortamlara adapte olmus ve daha hizli
cogalma gostermislerdir. Bu sekilde yapilan ardisik aktarmalar sonucu her iki tiir de %100

zeytin karasuyu igeren agar ortamlarinda (ZK agar) ¢ogalma gostermislerdir.

Ikinci denemede, Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii’nin sivi zeytin karasuyu
ortamindaki hiicresel etkinliklerini incelemek amaciyla, her iki tiir de %5 (h/h) karasu ile
hazirlanan UYM agarlara aktarilarak 24 st boyunca inkiibe edilmislerdir. Denemede
toplam fenol derisimi (TF)=780 mg/L, pH=4.22 ve kimyasal oksijen ihtiyaci
(KOI)=55013 mg O,/L olan karasu kullamlmstir. Agar ortaminda cogaltilmis olan
mayalar, daha sonra sivi c¢ogalma ortamlarma aktarilmistir. Cogalma ortamlarmin
hazirlanmasinda zeytin karasuyu 12000xg’de 10 dk santrifiijlenerek kullanilmigtir. Karasu,
saf su ile %5’e (h/h) seyreltildikten sonra 1 M NaOH ile pH=5.0’a ayarlanmustir. 2 g/L
amonyum siilfat ve 1 g/L maya 06ziitii eklenen toplam 200 ml’lik ortamlar, 500 ml’lik

erlenlere konularak otoklavda sterilize edilmistir. Mayalar iki ayr1 erlendeki ortamlara
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aktarildiktan sonra, 150 rpm ve 30 °C’de inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince
belirli zamanlarda ortamlardan 6rnek alinarak pH degisimi, kuru hiicre miktar1 ve toplam
fenol derisimi izlenmistir. Ayrica baslangic ve bitiste alman Orneklerde KOI analizi
yapilmistir. Yaklasik 400 st siiren denemede, her iki maya tiirliniin de 50 st gibi bir siire
sonunda logaritmik ¢ogalma fazinin sonuna ulastig1 gézlenmistir (Sekil 4.1). Ulasilan en
yiiksek biyokiitle derisimleri ise R. glutinis ve D. hansenii ig¢in siras1 ile 0.56 mg/ml ve
0.48 mg/ml’dir. Cogalma sonundaki toplam fenol giderimi ise daha fazla ¢ogalmanin
oldugu R. glutinis ortaminda %75 ve D. hansenii ortaminda ise %52 olarak bulunmustur
(Sekil 4.2, 4.3). Bu bulgu, fenol gideriminin biyokiitle miktar1 ile orantili oldugunu
gostermektedir. Ayn1 sekilde KOI gideriminde de benzer orant1 goriilmektedir. %35 karasu
ortaminda D. hansenii %24’lik KOI giderimi saglarken, R. glutinis %52 giderim
saglamustir (Sekil 4.3). Yapilan galismalarda hiicre ¢ogalmasi ve toplam fenol giderimi ile
birlikte pH’da da artis gézlenmistir. Her iki maya ile biyoaritim sonunda ortamlarin pH
degerleri 8.0’ lizerine ¢ikmistir (Sekil 4.4). Yapilan biyolojik aritimlarda kontrol olarak
maya aktarilmamis abiyotik ortam da ayni kosullarda tutulmustur; ancak bu ortamda
izlenen parametrelerde herhangi bir degisim gozlenmemistir. Bu denemenin sonucu olarak

R. glutinis ’in zeytin karasuyu ortaminda daha basarili bir aritim sagladig1 belirlenmistir.
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Sekil 4-1 R. glutinis ve D. hansenii’nin %5 zeytin karasuyu ig¢eren biyoaritim ortaminda
cogalma egrileri (T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-2 . R. glutinis ve D. hansenii ile yapilan %5 zeytin karasuyu igeren biyoaritr
ortaminda toplam fenol derisiminin zaman ile degisimi (T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-3 R. glutinis ve D. hansenii ile yapilan %35 zeytin karasuyu igeren biyoaritim
sonunda KOI ve TF giderimleri (T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-4 R. glutinis ve D. hansenii ile yapilan %5 zeytin karasuyu igeren biyoaritim
ortaminda pH degerinin zaman ile degisimi (T=30 °C, N=150 rpm)
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Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces hansenii’nin zeytin karasuyunun fenollerini karbon
kaynag1 olarak kullanim potansiyellerinin goriilmesinin ardindan, sivi ortamda %5’den
daha yiiksek karasu derisimine ¢ikilabilmesi i¢in yeni bir deneme tasarlanmistir. Seyreltik
karasu ortamlarindan baslanilarak, bu ortamlarda ¢ogalmis mayalarin yeni hazirlanan daha
derigik karasu ortamlarina aktarilarak, yeni ortama ileri adaptasyonlarma caligilmistir.
Santrifiijlenmis zeytin karasuyu ile hazirlanan ve %5, 10, 25 ve 40 karasu igeren 200 ml
hacimli ortamlar, 2 g/ amonyum siilfat, 1 g/L maya 0ziitii ile desteklenerek 500 ml
erlenlerde otoklavda sterilize edilmistir. Daha sonra UYM agar ortaminda cogaltilan
mayalar ilk once %35 karasu ortamina aktarilarak 150 rpm ve 30 °C’ de ¢alisan ¢alkalamali
hava banyosuna konulmustur. Bu ortamlarda hiicre c¢ogalmasit gozlendikten sonra,
ortamdan alinan 5 ml hiicreli siispansiyon %10 karasu ortamina aktarilmistir. %10 karasu
ortaminda ¢ogalma gozlenince bu ortamdan %25 karasu ortamma ve ardindan benzer
sekilde %40 karasu ortamina hiicreler logaritmik biiyiime fazindalarken aktarilmistir.
Ortamlardan belirli zamanlarda alian 5’er ml 6rneklerde kuru hiicre agirligi, toplam fenol
giderimi ve pH degerleri dl¢iilmiis; ayrica %25 karasu ortamu i¢in ilk ve son Orneklerde

KOI tayini yapilnustir.

Debaruomeyces hansenii %10 karasu ortaminda 16 st siiren bir uyum fazinin ardindan
cogalmaya baslayarak es zamanli olarak fenol tiiketmeye baslamistir (Sekil 4.5). Fenollerin
yikilmasiyla birlikte de pH degerinde artis gozlenmistir (Sekil 4.6). Biyoaritim siirecinde
%35 karasu ortaminda 0.48 mg/ml olan en yiiksek biyokiitle derisimi ise %10 karasu
ortaminda 0.62 mg/ml diizeyinde kadar ylikselmistir. Bu ortamda toplam fenol giderimi ise
%77 olarak hesaplanmistir. %10 karasu ortamindaki hiicreler iistel ¢ogalma fazinda iken
bu ortamdan alinan 5 ml hiicreli slispansiyon %25 karasu ortamina aktarilmistir. Ancak D.

hansenii %25 karasu ortaminda 430 st siiren inkiibasyon siireci sonunda ¢ogalmamuistir.
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Sekil 4-5 D.hansenii’nin %10 ZK ortaminda ¢ogalma egrisi ve toplam fenol derigiminin
zaman ile degisimi (T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-6 D. hansenii ile %10 ZK ortaminda yapilan biyoaritimda pH degerinin ve toplam
fenol derigiminin zaman ile degisimi (T=30 °C, N=150 pm)
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Rhodotorula glutinis ise % 10 zeytin karasuyu ortaminda Debaryomyces hansenii 'ye gore
daha kisa bir uyum fazi1 gostererek hiicre gogalmasi ile birlikte fenolleri metabolize etmeye
baslamistir (Sekil 4.7). Fenollerin tiiketilmesiyle birlikte de pH artis1 gozlenmektedir (Sekil
4.8). R. glutinis %10 ZK ortaminda 0.78 mg/ml biyokiitle diizeyine kadar ¢ogalmis ve
toplam fenol giderimi %87 olarak hesaplanmistir. %10 zeytin karasuyu ortamindan %25
ZK ortamma aktarilan R. glutinis, D. hansenii’nin aksine bu ortamda hiicresel aktivite
gostermistir. R. glutinis, %25 ZK ortaminda 212 st siiren bir uyum fazindan sonra
cogalarak fenol yikimina baslamis (Sekil 4.9) ve ortamin pH degeri de artirmustir (Sekil
4.10). Bu ortamda en yiiksek biyokiitle derisimi 1.48 mg/ml, toplam fenol ve KOI
giderimleri ise sirasi ile %88 ve %55 olarak Glgiilmiistiir. %25 karasu ortaminda hiicre
cogalmasmin ardindan iistel cogalma fazinda ortamdan 5 ml hiicre siispansiyonu alinarak
yeni hazirlanan %25 ZK ortamina aktarim yapilmistir. Bu ortamda da hiicre cogalmasi
goriilmiis ve yedniden %25 ZK ortami hazirlanip ayni iglem tekrarlanmistir. Tekrarlayan
aktarimlar sonucunda %25 lik ortamlarda toplam fenol giderimi siras1 ile %55, 56 ve 58
olarak dl¢iilmiistiir. Ortamlarda her aktarimda uyum fazinin kisaldigi gézlenmistir. Birinci
%25 ZK ortaminda uyum faz1 200 st iken t¢iincii %25 ZK ortaminda uyum fazi 100 st’in
altma diismiistiir. Ugilincii %25 ortammdan %40 karasu iceren ortama yapilan hiicre

aktariminda ise 430 st siiren inkiibasyon stireci hiicresel aktivite gdzlenmemistir.

Bu deneme grubunda hem Rhodotorula glutinis’in hem de Debaryomyces hansenii’nin
zeytin karasuyu ortamina adapte olabildigi goriilmiistiir. %25 karasu ortamina adapte olan
R. glutinis’i muhafaza edebilmek igin, %25 ve %100 karasu igeren agar ortamlarma (%25
ZK agar ve %100 ZK agar), %25 sivi karasu ortamimdan hiicre alinarak aktarim
yapilmgtir. 30 °C’de 60 st siiren inkiibasyonun ardindan ¢ogalan R. glutinis kiiltiirleri daha

sonraki denemelerde kullanilmak tizere buzdolabina konulmustur.
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Sekil 4-7 R. glutinis’in %10 ZK ortaminda ¢ogalma egrisi ve toplam fenol derisiminin
zaman ile degisimi (T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-8 R. glutinis ile %10 ZK ortaminda yapilan biyoaritimda pH degerinin ve toplam
fenol derigiminin zaman ile degisimi (T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-9 R. glutinis ile %25 ZK ortamindaki ¢ogalma egrisi ve toplam fenol derigiminin
zaman ile degisimi (T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-10 R. glutinis ile %25 ZK ortaminda yapilan biyoaritimda pH degerinin ve toplam
fenol derigiminin zaman ile degisimi (T=30 °C, N=150 rpm)

Kat1 ortamin zeytin karasuyuna adaptasyon etkisini incelemek amaciyla da ayr1 bir deneme

tasarlanmistir. Bunun i¢in UYM agar, %25 karasu iceren UYM agar (%25 ZK agar) ve
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%100 karasu iceren UYM agar (%100 ZK agar) ortamlar1 hazirlanarak dolapta muhafaza
edilen hiicrelerden sub-kiiltiir yapilmistir. Hazirlanan UYM agar ortamma UYM agardaki,
%25 ZK agar ve %100 ZK agar ortamlarina ise dolapta muhafaza edilen %25 ZK agar ve
%100 ZK agardaki Rhodotorula glutinis kiiltiirlerinden aktarma yapilmustir. ilk
aktarimdaki 60 st siiren inkiibasyon siiresinin, yeni aktarilan ortamlarda 24 ste diistiigi
gozlenmistir. Kat1 agar ortamlarindaki ¢ogalmanmn ardindan R. glutinis, bir onceki
denemeyle ayni sekilde hazirlanan 500 ml erlenlerdeki 200 ml 2 g/ amonyum siilfat, 1
g/LL maya 0Ozitl destekli %25 karasu ortamlarina aktarilarak 30 °C, 150 rpm de c¢alisan
calkalamali hava banyosuna konulmustur. Yaklasik 400 st siiren inkiibasyon siireci
sonunda UYM agardan aktarilan mayalarda ¢ogalma gozlenmezken, %25 ZK agardan ve
%100 ZK agardan aktarilan mayalar ¢ogalarak biyolojik etkinlik gostermislerdir. %100 ZK
agar ortamindan aktarilan hiicreler, %25 ZK agardan aktarilanlardan yaklasik 154 st 6nce
istel ¢ogalma fazinin sonuna ulagsmiglardir (Sekil 4.10). Uyum fazlarinin farklilik
gostermesine karsin her iki ortamda da toplam fenol giderimi esit olup %88 olarak

Olctilmiistiir.
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Sekil 4-11 %25 ZK agar ve %100 ZK agar ortamlarindan %25 zeytin karasuyu iceren
biyoaritim ortaminda aktarilan R. glutinis’in ¢ogalma egrileri (T=30 °C, N=150

rpm)
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Bu deneme grubunda elde edilen sonuglar Rhodotorula glutinis’in zeytin karasuyu
ortamina daha iyi adapte oldugunu gostermistir. Bu nedenle daha ileri aritim ve adaptasyon

denemelerine R. glutinis ile devam edilmesine karar verilmistir.

4.2 Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu Biyoaritimi

Rhodotorula glutinis’in zeytin karasuyu ortaminda gosterdigi aktivitenin ardindan, ortam
kosullarinin iyilestirilerek daha iyi Dbiyoaritim saglanabilmesi amaciyla farkli
parametrelerin denenmesi ¢alismalarina baslanilmistir. Biyoaritim kosullarini iyilestirmek
icin ZK derisimi, azot kaynagi ve derisimi, sicaklik, calkalama hizi, santrifiij ve

sterilizasyon gibi farkli parametrelerin etkisi ayr1 ayr1 incelenmistir.

4.2.1 Azot kaynag ve azot derisimi etkisi

Hiicresel cogalmada 6nemli bir parametre olan baslangic azot derisiminin etkisi dncelikle
amonyum siilfat kullanilarak incelenmistir. Denemede TF=622 mg/L, pH=4.6 ve
KOi=38453 mg O,/L olan zeytin karasuyu kullanilmistir. 2, 3 ve 4 g/L amonyum siilfat
iceren %25 karasu aritim ortamlar1 hazirlanirken zeytin karasuyu santrifiijlenmis ve 1 g/L
maya Oziitii ile desteklenmistir. 500 ml hacimli erlenlere konulan 200 ml ortamlar,
otoklavda sterilize edildikten sonra %100 ZK agarda cogalmis Rhodotorula glutinis
kiiltiirleri ile inokule edilmis ve ardindan 30 °C ve 150 rpm de ¢alisan ¢alkalamali hava
banyosuna konulmustur. Bu denemede, baslangi¢c azot miktar: arttik¢a, hiicrelerin uyum
fazlarmin kisaldigi goézlenmistir. Ancak ulasilan en yiiksek biyokiitle miktarinda (SeKil
4.12), pH artisinda (Sekil 4.13) ve toplam fenol gideriminde (Sekil 4.14) 6nemli 6l¢iide bir
farklilik gézlenmemistir. Biyoaritim sonunda biitiin ortamlarda toplam fenol giderimi %85
olarak hesaplanmistir. KOI giderimi ise baslangi¢ derisimleri 2, 3 ve 4 g/L amonyum siilfat

olan ortamlar i¢in siras1 ile %34, 45 ve 45 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4-12 R. glutinis ile %25 zeytin karasuyu ortaminda 2, 3, 4 g/L amonyum siilfat
derigiminin hiicre ¢ogalmasina etkisi (T=30 °C, N=150 rpm)
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Zaman (saat)

Sekil 4-13 R. glutinis ile %25 zeytin karasuyu ortaminda 2, 3, 4 g/L amonyum siilfat
derigiminin pH degisimine etkisi (T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-14 R. glutinis ile %25 zeytin karasuyu ortaminda 2, 3, 4 g/L amonyum siilfat
derigiminin toplam fenol giderimine etkisi (T=30 °C, N=150 rpm)

Bu denemeye ek olarak, R. glutinis hiicrelerinin ZK ortaminda azot derisimine doyum
noktasmi gérmek amaciyla yeni bir deneme yapilmistir. Denemede %25 zeytin karasuyu
ile hazirlanan ortamlar 1 g/L maya 6ziitii ile 4 ve 5 g/L amonyum siilfat ile desteklenmistir.
Ortamlar bir Onceki denemeyle ayni kosullarda inokule edilerek inkiibasyona

brrakilmiglardir.

Hiicre ¢ogalma egrilerine bakildigi zaman 5 g/ amonyum siilfat ortaminda, uyum fazi1 4
g/L amonyum siilfat igeren ortama gore yaklasik 200 st daha kisadir (Sekil 4.15). Ancak
toplam fenol giderimleri her iki ortamda da benzer olarak %91 civarindadir. Her iki

ortamda son pH diizeyleri de benzerdir ve 8.5 civarindadir (Sekil 4.16).
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Sekil 4-15 R. glutinis ile yiiksek amonyum siilfat derisimlerinde gergeklestirilen

biyoaritimlarda kuru hiicre derisiminin zamanla degisimi (%25 ZK, 1 g/L
maya 0ziitii, T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-16 R. glutinis ile yiikksek amonyum siilfat derigimlerinde gergeklestirilen
biyoaritimlarda pH’m zamanla degisimi (%25 ZK, 1 g/L maya 6ziitli, T=30 °C,
N=150 rpm)
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Bu denemedeki 4 g/ amonyum siilfat ortamiyla bir Onceki denemedeki esdeger
ortamlardaki hiicre kinetikleri benzerlik gostermektedir ki bu durum denemelerin

tekrarlanabilirligini ortaya koymaktadir (Sekil 4.17).

pH
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Sekil 4-17 R. glutinis ile 4 g/ amonyum siilfat derisiminde esdeger kosullarda
gerceklestirilen iki ayr1 biyoaritimda pH’in zamanla degisimi (%25 ZK, 1 g/L
maya 0ziitii, T=30 °C, N=150 rpm)

Amonyum siilfatla yapilan denemelerin ardindan diger azot kaynaklarinin da biyoaritima
etkisinin incelenmesi i¢in yeni ortamlarla denemelere devam edilmistir. %25 zeytin
karasuyu (TF=900 mg/L, pH=4.31) ile hazirlanan dort ayr1 ortama siras1 ile 3.03 g/L
amonyum nitrat, 2.27 g/L iire, 5 g/L amonyum siilfat ve 6 g/l amonyum siilfat eklenmistir.
Ortamlara eklenen amonyum nitrat ve {ire miktarlari, 5 g/l amonyum siilfat ortaminin
icerdigi azot miktarina denk olacak sekilde hesaplanmistir. Diger parametreler 6nceki
deneme ile ayni olacak sekilde ortamlar sterillenerek biyoaritim baslatilmistir. Yaklasik
130 st siiren biyoaritim silireci sonucunda biitlin ortamlarda da hiicresel aktivite

gozlenmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4-18 R. glutinis ile farkli azot kaynaklar1 varhginda gerceklestirilen biyoaritimlarda
kuru hiicre derisiminin zamanla degisimi (%25 ZK, 1 g/L maya o6ziitii, T=30
°C, N=150 rpm)

Farkli azot kaynaklar1 i¢ceren ortamlarda zamanla pH degisimlerine bakildiginda, iire iceren
ortamin baglangic pH’smin diger ortamlardan daha yiiksek oldugu goézlenmis ve bu
ortamda pH daha hizli bir sekilde artip diger ortamlardan daha yiiksek bir degere ulagmustir
(Sekil 4.19). pH egrilerine gore biyokimyasal kinetik agisindan uyum fazlarinda iire ortami

disinda bir fark goriilmemistir; ancak hiicre ¢cogalma egrileri benzerdir.

Biyoaritim sonunda toplam fenol giderimleri ise amonyum nitrat iceren ortam i¢in %86,
iire iceren ortam icin %87; 5 g/L ve 6 g/L amonyum siilfat igeren ortamlar i¢in sirasiyla
%82 ve 86 olarak hesaplanmistir. Biyoaritim sonundaki KOI giderimleri ise amonyum
nitrat, tire, 5 g/L ve 6 g/L amonyum siilfat ortamlarinda sirasi ile %44, %22, %44 ve %47
olarak hesaplanmistir. 5 g/ ve 6 g/ amonyum siilfat ortamlarmin biyoaritim
parametreleri ve ortam kinetikleri arasindaki benzerlik, bu ortamda azot bakimindan

doygunluga ulasildigini gostermektedir.
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Sekil 4-19 R. glutinis ile farkli azot kaynaklar1 varhgida gerceklestirilen biyoaritimlarda
pH’n zamanla degisimi (%25 ZK, 1 g/L. maya 6ziitli, T=30 °C, N=150 rpm)

Bu denemede iire iceren ortamin baslangi¢c pH diizeyinin diger ortamlardan daha yiiksek
olmas1 ve ortam pH’smin diger ortamlara gore daha hizli artmasi 6nemli bir bulgu olarak
degerlendirilmistir. Ure igeren ortamda toplam biyokiitle miktar1 diger ortamlara gore daha
az olsa da toplam fenol giderimi diger ortamlardan daha yiiksek ¢ikmus; ancak KOI

giderimi daha diisiik hesaplanmustir.

Bu denemenin ardindan denemelere farkli tire derigimleri ile devam edilmesine karar
verilmistir. Bunun i¢in %25 zeytin karasuyu ile (TF=900 mg/L, pH=4.31) sirasiyla 0.454,
1.362, 2.27 ve 2.724 g/L iire igeren ortamlar hazirlanarak bir 6nceki deneme ile ayni
kosullarda biyoaritimlar baslatilmistir. Biyoaritim siireci sonunda biitiin ortamlarda

hiicresel aktivite gézlenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4-20 R. glutinis ile farkli tire derisimlerinde gerceklestirilen biyoaritimlarda kuru
hiicre derisiminin zamanla degisimi (%25 ZK, 1 g/LL maya oziitii, T=30 °C,
N=150 rpm)

Hiicre ¢ogalma egrilerine gore baslangig tire derisimi arttik¢a toplam biyokiitle miktarinda
azalma olmaktadir. Bu durum iirenin ayni zamanda hiicreler iizerinde toksik etkisi
yaptigmi gosteriyor olabilir. Ure miktar1 arttik¢a ortamlarin baslangic pH diizeyleri ve pH
artis hizlar1 artmaktadir (Sekil 4.21). Ortamlarm toplam fenol giderimleri artan iire derisimi
icin sirasi ile %84, 86, 86 ve 86 olarak hesaplanmistir. KOI giderimleri de ayni sirayla
%47, 32, 22 ve 33 olarak bulunmustur
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Sekil 4-21 R. glutinis ile farkl iire derisimlerinde gergeklestirilen biyoaritimlarda pH’in
zamanla degisimi (%25 ZK, 1 g/LL maya 6ziitii, T=30 °C, N=150 rpm)

Urenin zeytin karasuyu ortanminda hiicre ¢ogalmasma pozitif etkisinin daha yiiksek karasu
derisimlerinde denenmesi amaciyla 2.724 g/L iire iceren %50 ve %100 zeytin karasuyu
ortamlar1 hazirlanarak diger ortamlarla ayni kosullarda biyoaritim gergeklestirilmistir.
Biyoaritim siireci sonunda %50 zeytin karasuyu ortaminda hiicre ¢ogalmas1 gézlenirken

(Sekil 4.22) %100 karasu ortaminda herhangi bir hiicresel aktivite gdzlenmemistir.
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Sekil 4-22 R. glutinis ile 2.724 g/L iire derisiminde ve %50 zeytin karasuyu ile
gerceklestirilen biyoaritimda kuru hiicre derisiminin zamanla degisimi (%25
ZK, 1 g/L maya oziti, T=30 °C, N=150 rpm)

pH diizeyleri bakimindan diger ortamlar ile karsilastirildiginda ise %50 karasu ortaminin
baslangi¢c pH diizeyinin, esdeger miktarda iire iceren %25 karasu ortamimdan daha diisiik
oldugu, ancak ulasilan son pH diizeylerinin benzer oldugu gézlenmektedir (Sekil 4.23).
%50 zeytin karasuyu iceren ortamda toplam fenol ve KOI giderimleri ise siras1 ile %87 ve

%26 olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4-23 R. glutinis ile iire igeren ortamlarda gerceklestirilen tiim biyoaritimlarda pH’in
zamanla degisimi (%25, %50, %100 ZK, 1 g/LL maya 6ziitii, T=30 °C, N=150
rpm)

Bu veriler 1s131nda artan iire derisiminin, her ne kadar biyokiitle miktarmi ve toplam KOI
giderimini diisiirse de, lirenin yiiksek karasu derisimlerinde hiicrelerin yasayabilmesi i¢in
onemli oldugu goriilmiistiir. Bu nedenle denemelere daha yiiksek zeytin karasuyu igeren
ortamlarda biyoaritimin basarilabilmesi i¢in, tire miktarinin karasu derisimi ile orantili

olarak arttirilarak devam edilmesi planlanmustir.

4.2.2 Rhodotorula glutinis’in yiiksek zeytin karasuyu ortamina adaptasyonu i¢in

kademeli biyoaritim

Rhodotorula glutinis hiicrelerini daha yiiksek zeytin karasuyu igeren ortama adapte
edebilmek amaciyla farkli karasu derisimlerinde hazirlanan ortamlarda biyoaritimlar

gerceklestirilmistir.

Denemeler sirast ile %25, 50, 75 ve 100 zeytin karasuyu iceren ortamlarda yapilmustir.

%25 zeytin karasuyu ortami 2.27 g/L iire icermektedir. Ancak %50, 75 ve 100 zeytin
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karasuyu ortamlarinda azot/karasu orani (g/L) sabit olacak sekilde eklenen {ire miktar1
(2.27, 454, 6.81, 9,08 g/L) karasu ile orantili olacak sekilde arttirilmistir. Maya 6ziitii
derisimi tiim ortamlarda 1 g/L dir. Denemeler 500 ml hacimli erlenlerde 200 ml toplam
ortam hacim ile 150 rpm karistirma hiz1 ve 30 °C sicaklikta ¢alkalamali hava banyosunda

gerceklesmistir.

Denemeye %25 karasu ortanmu ile baslanilmistir. Oncelikle bu ortama %2100 zeytin
karasuyu ile hazirlanmig agar ortaminda ¢ogalan mayalardan aktarim yapilmistir. Bu
ortamda hiicre ¢ogalmasi gozlendikten sonra alman 5 ml hiicreli ortam %50 zeytin
karasuyu ortamma aktarilmistir. Daha sonra ayni igslemler diger derisimdeki ortamlar i¢in

de sirast ile yapilmustir.

Bu sekilde kademeli aktarim ile hiicrelerin %100 zeytin karasuyu ortaminda yasamalari
saglanmistir. Biitiin ortamlarda baslangic pH’lar1 lire miktarlarmin farkli olmalarindan
otirii farklilik gostermektedir; ancak sonug¢ olarak ulasilan pH diizeyleri benzerdir (pH =

9.0-9.5) (Sekil 4.24).
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Sekil 4-24 R. glutinis ile farkli karasu derisimindeki ortamlarda gergeklestirilen
biyoaritimlarda pH’in zamanla degisimi (1 g/L maya o6ziitii, T=30 °C,
N=150 rpm)
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%100 zeytin karasuyu i¢eren ortamda en fazla hiicre derisimine ulasilmistir (Sekil 4.25).
Bu da R. glutinis hiicrelerinin zeytin karasuyunun organik yiikiinii etkili bir sekilde
biyokiitleye dontistiirdiiklerini gostermektedir. Kademeli biyoaritim sonrasinda %25, 50,
75 ve 100 karasu i¢eren ortamlarda toplam fenol giderimleri siras1 ile % 82, 68, 62 ve 83

olarak hesaplanmistir. KOI giderimleri ise gene ayni sira ile % 26, 17, 5 ve 10’dur.
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Sekil 4-25 R. glutinis ile farkli karasu derisimindeki ortamlarda gergeklestirilen

biyoaritimlarda kuru hiicre derisiminin zamanla degisimi (1 g/L maya 6ziitii,
T=30 °C, N=150 rpm)

Azot kaynagi etkisini incelemek lizere yapilan denemelerin sonuglari, iirenin zeytin
karasuyunun R. glutinis ile aritimindaki etkisinin nasil oldugunu net olarak agiklamaya
yetmemektedir. Gergek etkinin zeytin karasuyunun sterilizasyon isleminde ire ile
etkilesimi iizerinden mi, yoksa iire eklenen ortamlarin baslangic pH degerlerinin diger
ortamlara gore daha yiiksek olmasi mi oldugunu anlamak iizere iki kontrol denemesi

yapilmistir.

[Ik denemede iirenin sterilizasyon sirasinda zeytin karasuyu ile kimyasal etkilesim yapip
yapmadig1 kontrol edilmistir. Bu amagla, pH= 4.38 olan zeytin karasuyu es hacimde iki

ortama boliinmiis; birinci ortam iire konularak, ikinci ortam ise iire konulmadan sterilize
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edilmistir. Ayrica ikinci ortama sterilizasyondan sonra eklenmek tizere derisimi birinci
ortamla esdeger olacak sekilde hazirlanan iire ¢zeltisi de sterillenmistir. Sterilizasyondan
sonra birinci ortam steril iire ¢ozeltisi ile karistirilmistir. Daha sonra ortamlarda toplam
fenol derisimleri Olglilmiis ve ayrica ortamlardan ekstrakte edilen fenoller HPLC’de
analizlenmistir. Bu denemeye ait gézlemler ile ortamlarin sterilizasyondan once ve sonraki

pH degerleri, TF diizeyleri ve HPLC kromatogramlari EK 3’de verilmistir.

Bu denemede, ham zeytin karasuyunun pH diizeyi sterillendikten sonra 0.1 birim kadar
diiserken, iire iceren zeytin karasuyunun pH’s1 6.34’e yiikselmistir. Ure ¢dzeltisinin
pH’sinda da yiikselme olmustur; ancak bu ¢ozelti zeytin karasuyu ile Karistirildigi zaman
bile pH diizeyi ikinci ortaminki kadar yiikselmemistir. Bu durum sterilizasyon sirasinda
zeytin karasuyu ve iire arasinda meydana gelen kimyasal etkilesimlere isaret etmektedir.
Ancak, olabilecek bu degisimler yapilan HPLC analizleri ile belirlenememistir. Farkli

analizler ile bu etkilesim anlasilabilir.

Zeytin karasuyunun R. glutinis ile biyolojik aritiminda iirenin etkisini anlamak amaciyla
yapilan diger deneme baslangic pH degeri iizerinedir. Bu amagla, %100 ZK (TF=400
mg/L, pH=4.33) ile hazirlanan 6 farkli 200 ml ortam siras1 ile 2, 5 ve 20 g/L amonyum
stilfat ve azot miktarlar1 molar bazda esit olacak sekilde 0.908, 2.27 ve 9.08 g/L iire ile
desteklenerek sterilize edildikten sonra pH degerleri 1M NaOH ile 6.0+0.1° getirilmis ve
500 ml erlenlere konulmustur. Ortamlar daha dnceden %100 karasu ortamindan alinan R.
glutinis ile hazirlanmis immobilize mikrobank boncuklarla inokule edilerek 30 °C sicaklik
ve 150 rpm ¢alkalama hizinda ¢alisan hava banyosuna konulmustur. Yaklasik 200 st stiren
biyoaritim silireci boyunca amonyum siilfat iceren ortamlarda gelisim gdzlenmezken, iire
iceren ortamlarda hiicreler c¢ogalmayr basarmislardir. Daha onceki denemelerde de
gbzlendigi gibi lire miktar1 arttik¢a toplam biyokiitlede azalma goézlenmistir (Sekil 4.25).
Daha onceki denemelerde 2 g/ amonyum siilfat varhginda %25 zeytin karasuyunda
cogaldig1 gozlenen hiicreler (Bolim 4.2.1), aynt amonyum siilfat derisimi ancak %100
zeytin karasuyu ortaminda -yani yiiksek karasu derisiminde- ¢ogalmamislardir. Ortamlarda
zamanla pH degisimlerine bakildiginda ise iire i¢eren ortamlarda kinetigin birbirine benzer

oldugu goriilmektedir (Sekil 4.27).
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Sekil 4-26 R. glutinis ile farkli iire derisimi ancak ayni baslangic pH degerlerindeki
ortamlarda gergeklestirilen biyoaritimlarda kuru hiicre derisiminin zamanla
degisimi (%100 ZK, 1 g/L. maya 06ziitii, T=30 °C, N=150 rpm)
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Sekil 4-27 R. glutinis ile farkli {ire derisimi ancak ayni baglangic pH degerlerindeki
ortamlarda gergeklestirilen biyoaritimlarda pH’in zamanla degisimi (%100 ZK,
1 g/ maya 0ziitii, T=30 °C, N=150 rpm)

47



Ug ayr1 derisimde iire igeren ortamlarda toplam fenol giderimi %88 olarak hesaplanmustir .
Bu denemeden elde edilen verilerden, iirenin zeytin karasuyu aritimmdaki etkisinin sadece
baglangic pH’sin1 yiikseltmesinden kaynaklanmadigi, R. glutinis’in bu ortama adapte

olmasi ve yasabilmesinde onemli bir nutrient oldugu anlasilmaktadir.

4.2.3 Rhodotorula glutinis ile biyoaritimda maya oziitii etkisi

Rhodotorula glutinis ile yapilan biyoaritimlarda ortam bilesenlerinden maya oOziitiiniin
etkisi, maya Oziitii olmaksizin gergeklestirilen bir deneme ile incelenmistir. Calisma, 500
ml hacimli erlenlerde 200 ml toplam ortam hacmu ile 150 rpm karistirma hizi ve 30 °C
sicaklikta yapilmistir. Biyoaritim ortaminda %25 ZK (TF=400 mg/L pH=4.33) ve 2.27 g/L
iire bulunmaktadir. Zeytin karasuyu biyoaritimdan 6nce 12000xg de 10 dk santrifiijlenmis
ve ardindan 120 °C’de 20 dk siire ile sterillenmistir. R. glutinis hiicreleri %100 ZK ile
hazirlanan agar ¢ogalma ortamindan biyoaritim ortamma aktarilarak denemeler

baslatilmistir.

Sekil 4.28’de pH ve kuru hiicre derisiminin zamanla degisimi yer almaktadir. Hiicre
¢ogalmasi ile uyumlu olarak ortamda zamanla pH artis1 olmus ve pH=9.5 civarinda
sabitlenmistir. Hiicre ¢ogalma egrilerinde ise maya 06ziitii igeren ve igermeyen ortamlarda
uyum fazi ve logaritmik ¢ogalma fazlar1 benzerlik gosterirken ileri saatlerde maya Oziitii
iceren ortamda daha fazla biyokiitle 6l¢iilmiistiir. Ancak yiiksek hiicre derisimi daha fazla
toplam fenol giderimi saglamamistir. Maya 0ziitii iceren ve igermeyen biyoaritimlarda
sirasi ile %82 ve %85 toplam fenol %27 ve %45 KOI giderimi saglanmistir. Bu bulgular
1s181inda, %25 karasu ortamina eklenen 1 g/L maya ozitiiniin Rhodotorula glutinis ’in bu

ortamdaki biyolojik etkinligine olumlu etkisinin olmadig1 sonucuna varilmaistir.
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Sekil 4-28 R. glutinis ile yapilan %25 ZK iceren biyoaritim ortaminda maya Oziiti
varliginda ve yoklugunda pH degerinin ve kuru hiicre derisiminin zaman ile
degisimi (T= 30 °C, N=150 rpm)

4.2.4 Rhodotorula glutinis ile biyoaritimda onislemlerin etkisi

Rhodotorula glutinis ile yapilan biyoaritimlarda fiziksel 6nislemlerden biyoaritimdan 6nce
zeytin karasuyuna uygulanan santrifiij ve santriflij + sterilizasyonun etkileri 500 ml hacimli
erlenlerde 200 ml toplam ortam hacim ile 150 rpm karistirma hizi ve 30 °C sicaklikta

calkalamali hava banyosunda incelenmistir.

Onislemlerden santrifiij biyoaritima etkisinin incelendigi ¢alismalarda biyoaritim
ortaminda %25 ZK, 2.27 g/L iire ve 1 g/L maya 6ziitli bulunmaktadir. Ortamlardan sadece
bir tanesi 12000xg’de 10 dk santrifiijlenmis ve her iki 6rnek de 120 °C’de 20 dk siire ile
sterillenmistir. R. glutinis hiicreleri %100 ZK (TF=900 mg/L, pH=4.31) ile hazirlanan agar
cogalma ortamindan biyoaritim ortamma aktarilmistir. Sekil 4.29°de santrifiijlenmis ve
santrifiijlenmemis ortamlar ile yapilan biyoaritimlarda zamanla pH degerinin artisi
karsilagtirmali olarak verilmistir; egriler birbiri ile ¢akismaktadir. Caligmalarda pH’daki

artigin hiicre ¢ogalmasi ile ilintili oldugu belirlendigi icin bu degisimden iki farkli
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biyoaritimdaki hiicre ¢ogalma kinetiklerinin de ayni oldugu anlagiimaktadir. Santrifiij
uygulanmis ve uygulanmamis ortamlardaki toplam fenol giderimleri ise sirasiyla % 86 ve
82 olarak bulunmustur. KOI giderimleri ise sirastyla %22 ve %32 olarak hesaplanmustir.
Bu sonuglar, R. glutinis ile yapilan biyoaritimdan 6nce zeytin karasuyunu santrifiijlemenin

bir olumlu bir etkisi olmadigini gostermektedir.
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Sekil 4-29 Onislemlerden santrifiijiin R. glutinis ile biyoaritimda pH degisimine etkisi (T=
30 °C, N=150 rpm)

Onislem olarak santrifiij + sterilizasyon etkisinin incelendigi c¢alismada ise biyoaritim
ortammda %100 ZK (TF=400 mg/L, pH=4.33), 9.08 g/L iire ve 1 g/L maya Oziiti
bulunmaktadir. Ortamlardan sadece bir tanesi 12.000xg de 10 dk santrifiijlenmis ve
ardindan 120 °C’de 20 dk siire ile sterillenmistir. Diger ortama herhangi bir 6nislem
uygulanmamustir. R. glutinis hiicreleri %100 ZK ile hazirlanan agar ¢ogalma ortamindan
biyoaritim ortamina aktarimistir. Sekil 4.29°da santrifiijlenmis + sterillenmis ve herhangi
bir Oniglem uygulanmamis ortamlar ile yapilan biyoaritimlarda zamanla pH degerinin ve
kuru hiicre derisiminin artislar1 karsilastirmali olarak yer almaktadir. Onislem gdren
ortami baglangic pH’sinimn daha yliksek olmasi, otoklavda yiiksek sicaklikta meydana
gelen kimyasal degisimler nedeniyledir. Ancak biyoaritim siiresince her iki ortamda

ulasilan pH diizeyleri aynidir (pH=9.5). Hiicre ¢ogalma egrile ri incelendigi zaman ise
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uyum fazlarinda benzerlik goriilmektedir; ancak Onislem gormemis ortamda biyokiitle
miktar1 daha fazladir. Bunun nedeni, santrifiij ile baslangigta ortamdan ayrilmamis kati
maddelerin de 6l¢iilmiis olmasidir. Onislem gdrmiis ve gérmemis ortamlarda toplam fenol
giderimleri ise swasi ile %83 ve 82 olarak KOI giderimleri ise %10 ve 19 olarak
hesaplanmistir. Bu bulgular zeytin karasuyuna uygulanan santrifiij+ sterilizasyon
onigleminin %100 ZK ortaminda R. glutinis’in biyolojik aktivitesine olumlu etkisinin

olmadigini gostermektedir.
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Sekil 4-30 Onislemlerden santrifiij+ sterilizasyonun R. glutinis ile biyoaritimda pH ve kuru
hiicre degisimine etkisi (T= 30 °C, N=150 rpm)

4.2.5 Rhodotorula glutinis ile biyoaritimda sicaklik etKisi

Rhodotorula glutinis ile zeytin karasuyunun biyoaritiminda sicaklik etkisi 10, 20 ve 30 °C
degerleri i¢in %25 ZK (TF=900 mg/L, pH=4.31), 500 ml haciml1 erlenlerde 200 ml toplam
ortam hacmi ile 150 rpm sabit karigtirma hizinda incelenmistir. Biyoaritim ortami %25 ZK,
2.27 g/L iire, 1 g/ maya 0ziitli icermektedir. Zeytin karasuyu biyoaritimdan dnce 12000xg
de, 10 dk santrifiijlenmis ve ardindan 120 °C’de 20 dk siire ile sterillenmistir. R. glutinis
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hiicreleri %100 ZK ile hazirlanan agar ¢ogalma ortamindan biyoaritim ortamina aktarilarak

denemeler baglatilmistir.

Calisilan ii¢ sicaklikta da zamanla hiicre derisiminin ve pH degerinin arttig1 gozlenmistir
(Sekil 4.31). Sicaklik artisi ile hiicrelerin uyum fazlar1 kisalmakta ve ¢ogalma hizlari
artmaktadir. Ancak 20 ve 30 ° C sicakliklarda ¢ogalma hizlarinda ve ulasilan biyokiitle
miktarlarinda ¢ok Onemli bir fark yoktur. Hiicreler ¢ogalmalarini tamamladiklar1 zaman
ortamlarin pH degerleri 9.0-9.5 araliginda sabitlenmektedir. Ortamlardaki fenol giderimi
de sicaklikla artmaktadir. 10, 20 ve 30 °C sicakliklarda toplam fenol giderimi sirasi ile
%72, 78 ve 82 olarak hesaplanmistir. KOi giderimi ise 10, 20 ve 30 °C sicakliktaki
biyoaritimlar igin igin siras1 ile %17, 31 ve 26 olarak bulunmustur. Sonu¢ olarak, R.
glutinis i¢in denenen sicakliklar arasinda en iyi biyolojik aritim sicakliginin 30 °C oldugu

belirlenmistir.
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Sekil 4-31 R. glutinis ile yapilan %25 ZK igeren biyoaritim ortaminda farkli sicakliklarda
pH degerinin zaman ile degisimi (N=150 rpm)
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Sekil 4-32 R. glutinis ile yapilan %25 ZK igeren biyoaritim ortaminda farkl sicakliklarda
kuru hiicre derigiminin zaman ile degisimi (N=150 rpm)

4.2.6 Rhodotorula glutinis ile biyoaritimda karistirma hiz etkisi

Rhodotorula glutinis ile zeytin karasuyunun biyoaritimmda karistirma hizinin etkisi statik,
50 ve 150 rpm karistirma hizlarinda gergeklestirilen denemeler ile incelenmistir.
Denemelerde %25 ZK (TF=400 mg/L, pH=4.33), kullanilmis, 500 ml hacimli erlenlerde
200 ml toplam ortam hacmu ile 30 °C sabit sicaklikta ¢alisilmistir. Biyoaritim ortami %25
ZK ve 2.27 g/L iire icermektedir. Zeytin karasuyu biyoaritimdan 6nce 12000xg’de 10 dk
santrifiijlenmis ve ardinda 120 °C’de 20 dk siire ile sterillenmistir. R. glutinis hiicreleri
%100 ZK ile hazirlanan agar g¢ogalma ortamindan biyoaritim ortamma aktarilarak

denemeler baslatilmistir.

R. glutinis ile statik, 50 ve 150 rpm Karistrma hizlarinda yapilan biyoaritimlarda elde
edilen sonuglar, karigtirma hizinin arttik¢a ortamin pH degerindeki artis hizinin arttigini ve
8.5-9.5 araliginda sabitlendigini gdstermistir (Sekil 4.33). Yapilan tiim denemelerde

zamanla ortamin pH artisinin hiicre ¢cogalmasi ile paralellik gosterdigi gozlenmis oldugu
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icin, bu veriler ayn1 zamanda karistirma hizinin artis1 ile hiicrelerin uyum fazlarinin ve
toplam biyoaritim siiresinin kisaldigin1 da gostermektedir. Statik ortamda ve 50 rpm
karistirma hizinda biyokiitle miktar1 ¢cok diisiik oldugu igin saglikli dlglimler yapilamamis
ve bu nedenle hiicre ¢ogalma grafigi ¢izilmemistir. Toplam fenol giderimi de karistirma
hizinin artmasi ile artmaktadir. Statik, 50 ve 150 rpm kosullarinda elde edile n toplam fenol
giderimleri sirastyla % 72, 80 ve 85°dir. KOI giderimi ise ayni sira ile %36, 23 ve 45
olarak dl¢lilmistiir. Bu denemeler sonucunda yiiksek karistirma hizinda daha iyi biyoaritim

gergeklestigi belirlenmistir.
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Sekil 4-33 R. glutinis ile yapilan %25 ZK igeren biyoaritim ortaminda farkli karistrma
hizlarinda kuru hiicre derisiminin zaman ile degisimi (T=30 °C)

4.2.7 Biyoaritimda oOnislem gormemis ve ek nutrient icermeyen zeytin karasuyu

kullanimi

Rhodotorula glutinis ile zeytin karasuyunun biyoaritiminin ortamda herhangi bir destek
besin maddesinin olmamasimin etkisi, 500 ml hacimli erlenlerde 200 ml toplam ortam

hacmu ile 150 rpm sabit karistirma hizinda 30 °C sicaklhikta galkalamali hava banyosunda
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incelenmistir. Biyoaritim ortami santrifiijlenmemis ve sterillenmemis %100 ZK (TF=400
mg/L, pH=4.33), olusmaktadir. Deneme, 9.08 g/L iire ve 1 g/L maya 06ziitii igeren 100%
zeytin karasuyu ortaminda ¢ogalmis olan R. glutinis hiicrelerinin (5 ml), higbir onislem
gérmemis, azot ve maya Oziitii takviyesi yapilmamis 100 ml %100 zeytin karasuyuna

aktarilmasi ile baslatilmistir.

9.08 g/L iire + 1 g/LL maya 06ziitii igeren ve igcermeyen ortamlar biyoaritimlarinda pH ve
kuru hiicre derisimlerinin zamanla degisimi incelenmistir (Sekil 4.34). Veriler 6nislem
gormemis sadece %100 ZK igeren ortamda da R. glutinis hiicrelerinin ¢ogaldigini ve
zamanla pH degerinin arttigin1 géstermektedir. Ancak, nutrient destegi igeren %100 ZK
ortami ile kiyaslandiginda destek igermeyen ortamin son pH diizeyi daha diisiik seviyede
kalmistir. Bunun ortamdaki tirenin etkisinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Hiicre
cogalmasi ve pH degerleri farklilik géstermesine karsin her iki ortamda da yiiksek fenol
giderimi goézlenmistir. Toplam fenol giderimi nutrient destegi iceren ve igermeyen
ortamlarda sirasi ile %82, %89 ve KOI giderimleri ise ayn1 sirayla %19 ve %18 olarak

hesaplanmistir.

Bu denemeden elde edilen verilere gore karasuyun R. glutinis ile biyoaritimmda ek besin
destegine ihtiya¢ olmadigi sonucu ¢ikarilabilir. Ancak ayni zamanda goriilmiistiir ki her ne
kadar toplam fenol ve KOI giderimine etkisi olmasa da hiicrelerin yiiksek derisimdeki
karasu ortaminda yasayabilmeleri ve uyum fazlarmnin kisalmasi i¢in lireye ihtiyaglari
vardir. Bununla birlikte %100 kati zeytin karasuyu ortamindan %100 ZK ortamina
dogrudan aktarilan hiicreler yasayamazken (Boliim 4.2.1) yiiksek {ire derisimi iceren
karasu ortaminda g¢ogalmis mayalar sivi siispansiyon halinde toplam hacmin % 2.5
miktarinda hi¢cbir islem gormemis ve destek nutrient icermeyen karasu ortaminda

biyoaritimi basarmislardir.
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Sekil 4-34 R. glutinis ile yapilan %100 ZK igeren biyoaritim ortaminda iire + maya 6ziiti
varliginda ve yoklugunda pH degerinin ve kuru hiicre derisiminin zaman ile
degisimi (T= 30 °C, N=150 rpm)

4.2.8 Kaesikli-beslemeli sistemde zeytin karasuyunun biyoaritim (Erlen denemeleri)

Biyoreaktor denemelerine  gegilmeden Once beslemeli sistemde biyoaritimin
uygulanabilirligini gérmek amaciyla erlenlerde kesikli-beslemeli bir isletim yapilmstir.
Deneme i¢in oncelikle %10 zeytin karasuyu ortami hazirlanmis (TF=622 mg/L, pH=4.6);
santrifiijlenen 100 ml ortam 1 g/L. maya 6ziitii ve 4 g/l amonyum siilfat ile desteklenerek
otoklavda sterilize edilmistir. Ortama besleme yapmak i¢in kullanilacak olan stok ZK
(%100) ise ayni sekilde 1g/L maya oziitii ve 4 g/ amonyum siilfat ile desteklenerek
santrifiij edildikten sonra sterillenmistir. %10 ZK ortami bir erlene almarak, ZK agarda
cogalan Rhodotorula glutinis mayalar1 ile inokule edilmistir. Biyoaritim siiresinde pH
degeri izlenerek hiicresel aktivite gdzlenmis ve pH belli bir diizeye ulasmca (pH=8.0+0,4)
ortama %100 ZK ortami eklenerek toplam ortam hacmi arttirilmigtir. Biyoaritim boyunca
dort kere bu islem tekrarlanmis ve bu sekilde toplam hacim 250’ml ye ¢ikarilmistir. Son
stok ZK ekleme adiminda ise, ortamdan 50 ml ZK alinip yerine 50 ml stok ZK eklenmistir.
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Stok ZK ekleme miktarlar1 ve zamanlar1 Cizelge 4,1 de, toplam fenol derisimi, pH ve kuru

hiicre derisiminin zamanla degisimleri ise Sekil 4.35’de verilmistir.

Cizelge 4.1 Kesikli-beslemeli erlen denemesinde besleme ekleme zamani ve miktari

Besleme zamani (t,st) Besleme hacmi (V, ml)

44 27.7
144 37.6
187 47.6
257 +/- 50.0

Bu denemede, biyoaritim siireci boyunca ortama toplamda 144 ml karasu eklenmistir. Bu
miktar lizerinden hesap yapildig1 zaman, biyoaritim sonunda (t=377 st) ortamdaki toplam
zeytin karasuyu derigimi %61.5 ve toplam fenol giderimi %73 diir. Kullanilan stok zeytin
karasuyunun KOI degeri 38453,25 mg Oy/L iken 377. stin sonunda ortamdan alinan
ornegin KOI degeri 23648,7488 mg Oy/L olarak Slciilmiistiir. Bu degerlere gore toplam
KOI giderimi %38 olarak hesaplanmistir. Bu sekilde kesikli biyoaritimda belirli

zamanlarda ham ZK ekleyerek daha yiiksek derisimlere ¢ikilabilecegi goriilmiistiir.
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Sekil 4-35 R. glutinis ile yapilan kesikli-beslemeli erlen denemesinde pH degeri, kuru
hiicre derisimi ve toplam fenol derisiminin zaman ile degisimi (T= 30 °C,
N=150 rpm)

4.3 Biyoreaktorde Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu Aritim

Erlende yapilan kesikli-beslemeli biyoaritimin ardindan, Rhodotorula glutinis ile zeytin
karasuyu biyoartiminin endiistriye uygulanabilirliginin goriilmesi amaciyla, biyoreaktorde
kesikli-beslemeli ve siirekli isletimler yapilmistir. Biyoreaktor denemelerinde %100 ZK
(TF=400 mg/L, pH=4.33) kullanilmistir. Her iki tiir isletimde de Oncelikle erlenlerde
mikroorganizmalarm 6n ¢ogalmasi yapilmis, hiicresel aktivite gdzlendikten sonra ortamlar
biyoreaktor tankina aliarak siire¢ baslatilmistir. Erlenlerde yapilan tiim denemelerde pH
artigt ile toplam fenol gideriminin iligkili oldugu gorilmiistiir. Siirekli isletimdeki
biyoreaktdr denemelerinde kemostat kosullarint saglamak icin bu iliskiden yararlanilmistir.
Biyoaritim ortammin pH diizeyi sistem tarafindan eszamanli olarak izlenmekte ve
kaydedilmektedir. Ortamm pH degeri belli bir diizeye set edildigi durumda, biyoreaktoriin
kontrol birimi asitligi istenilen diizeyde tutabilmek ic¢in asit ya da baz pompalarmi
calistrmaktadir. Zeytin karasuyu biyoartiminda pH degeri artma egiliminde oldugu igin,

asit pompast ham ZK (sterillenmemis ve santrifiijlenmemis) iceren stok sisesine
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baglanmistir. pH degeri istenilen diizeye ulastigi zaman sistem asitligini bu diizeyde
tutmak tizere asit pompasi ile ortama ZK beslemektedir. Siirekli sistemde ortam hacmini
sabit tutmak icin asit pompastyla senkronize bir sekilde c¢alisan bir diger pompayla bir
tahliye baglantis1 eklenmistir. Tahliye baglantisi biyoreaktor tankinin dibinden, ortama
eklenen ham karasuya es hacimde sivi ¢ekmekte ve tahliye tankinda toplamaktadir. Bu
sekilde biyoreaktdr igindeki hacim sabit tutularak kemostat kosullar1 saglanmaya
calisilmistir. Kesikli-beslemeli isletimde ise tahliye baglantisi bulunmamaktadir (Sekil 3.1,
3.2).

4.3.1 Kaesikli-beslemeli isletim

Kesikli-beslemeli (yari-kesikli) isletim ile biyoaritim igin 6ncelikle %100 ZK santrifiijlenip
pH degeri 6.0’a ayarlandiktan sonra 2.27 g/L iire ile desteklenmistir. Otoklavda sterilize
edilen 100 ml ortam 250 ml’lik erlene alinarak sivi ZK ortaminda ¢ogalan 10 ml maya
stispansiyonu ile inokulasyon yapilmistir. Calkalamali hava banyosunda inkiibasyona
birakilan 6n ¢cogalma ortaminda hiicresel aktivite gdzlendikten sonra, 400 ml 2.27 g/L fire
iceren ve herhangi bir Onislem gérmemis olan %100 ham ZK ortamma eklenerek
biyoaritim siireci baglatilmistir. Besleme ortami olarak ise Onislem gormemis ve

destekleyici nutrient igermeyen ham ZK kullanilmistir.

Baslangi¢ aninda biyoreaktordeki ortamin pH degeri 5.15°dir. Siire¢ baslatilarak
biyoreaktoriin pH degeri 8.0’a set edilmistir. 35 st sonra ortam pH’1 8.0’a gelmis ve sistem
pH degerini bu diizeyde tutabilmek i¢in ortama sabit debi ile ham ZK pompalamaya
baslamistir. Statik pH=8.0 kosullarinda biyoaritim 58 st boyunca siirdiiriilmiistiir. Bu siire¢
boyunca toplamda 827 ml ham ZK ortama beslenmistir. Bu deger 14 ml/st ZK sarfiyatina
denktir. Statik pH=8.0 siirecinin basinda (t=36 st) ve ortalarinda (t=71 st) ortamdan alinan
orneklerdeki toplam fenol giderimi sirast ile %13 ve %19’dur. pH kontrolii 58 st sonunda
kapatilarak sistem kendi haline birakilmistir. Bu noktadan sonra ortam pH diizeyi artmaya
devam etmistir. Ortam pH diizeyi 8.3’¢ ulastig1 anda (t=100 st) ortamdan 6rnek alinarak

toplam fenol tayini yapilmis ve toplam fenol giderimi % 80 olarak hesaplanmustir.
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Biyoreaktorde pH, kuru hiicre derisimi, toplam fenol derisimi ve ham ZK sarfiyatinin

zaman ile degisimi Sekil 4.36°de gosterilmistir.

Kurulan bu sistem ile ulasilan veriler kesikli beslemeli erlen denemesinde (Boliim 4.2.9)
elde edilen verileri desteklemektedir. Bu sekilde, R. glutinis zeytin karasuyu ortaminda
cogalmaya basladiktan sonra kontrollii olarak hicbir igslem gérmemis ZK eklenerek

biyoaritimin stirdiiriilebilecegi goriilmiistiir.
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Sekil 4-36 R. glutinis ile yapilan kesikli-beslemeli isletimde pH degeri, kuru hiicre

derigimi, toplam fenol derigimi ve ham ZK sarfiyatinin zaman ile degisimi (T=
30 °C, N=250 rpm)

60

1000

800

600

400

200

Ham ZK sarfiyati (ml)



4.3.2 Siirekli isletim

Deneme-I

Deneme-I"de 1 L %100 ham ZK’nin pH degeri 6.0’a ayarlanmis ve 2.27 g/L fire ile azot
takviyesi yapildiktan sonra otoklavda sterilenmistir. Ardindan ortamlar 500 ml erlenlerde
toplam 200 ml hacimlere bdliistiiriilerek inokule edilmistir. Baslangic pH diizeyi 6.8 olan
on c¢ogalma ortamlarinin pH’lar1 yaklasik 170 st sonra 8.4 civarina gelmis ve ortam
biyoreaktor tankia aliarak deneme baglatilmistir. Deneme-I"deki 6n ¢cogalma ortami ve
biyoreaktdr ortammin pH ve toplam fenol derisiminin zamanla degisimi Sekil 4.37°de,
biyoreaktordeki pH degeri, kuru hiicre derisimi, toplam fenol derisimi ve ham ZK

sarfiyatinin zaman ile degisimi ise Sekil 4.38’da yer almaktadir.

Ortamin pH degeri dnce 9.0’a set edilmistir. 8 st sonra pH=9.0 olmus ve pompa calisarak
ortama ham ZK beslenirken ayni anda da ortamdan kemostat kosullarinda calismak

amaciyla ayni hacimde aritilmis karasu ¢ekilmeye baslanmistir.
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Sekil 4-37 R. glutinis ile yapilan siirekli isletim 6ncesi 6n ¢ogalma ortaminda ve siirekli
isletimde (Deneme-I) pH degeri ve toplam fenol derisiminin zaman ile degisimi
(Erlen: T=30 °C, N:150 rpm; Biyoreaktor: T= 30 °C, N=250 rpm)
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Sekil 4-38 R. glutinis ile yapilan siirekli isletimde (Deneme-I) pH degeri, kuru hiicre

derisimi, toplam fenol derisimi ve ham ZK sarfiyatinin zaman ile degisimi (T=
30 °C, N=250 rpm)

Sistemde, pH=9.0 kosulunda 103 st siiresince toplam 576 ml karasu sarfiyat1 yapilmustir.
Bu sarfiyat 6 ml/st ZK sarfiyatina esittir. pH=9.0 siireci igerisinde iki farkli zamanda 6rnek
almmistir. Bu Orneklerde yapilan analizlerde toplam fenol derisiminin siire¢ boyunca
diisme egiliminde oldugu goriilmiistiir. Girdi olarak ham ZK’nin toplam fenol derisimi goz
oniinde bulunduruldugunda, bu siire¢ icerisindeki ilk Ornekleme noktasinda (t=37.st)

toplam fenol giderimi %68, ikinci noktada (t=74 st) ise %81 olarak hesaplanmustir.

pH=9.0 siireci sonrasinda ortam pH degeri 9.35’¢ set edilmistir. Sistem, pH=9.35 olana dek
ortama ham ZK pompalamaya ara vermistir. 22 st sonra ortam pH diizeyi 9.35 degerine
ulasmis ve yeniden ham karasu sarfiyat: baslamistir. pH=9.35 siireci 32 st boyunca
stirdiiriilmiistiir. Bu siire¢ boyunca toplamda 98 ml ham karasu sarfiyat: gerceklesmistir.
Bu deger 3 ml/st ZK sarfiyatina esittir. Toplam fenol giderimi ise siire¢ sonunda %89

olarak hesaplanmustur.
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Deneme-I1

Deneme-I1, Deneme-I ile ayn1 kosullarda gergeklestirilmistir; ancak 6n ¢ogalma ortamina
destekleyici madde olarak iire konulmamistir. On ¢ogalma ortamu olarak 180 ml ZK erlene
konularak Deneme-I’den alinan 20 ml hiicreli ortam ile inokule edilmistir. Sonrasinda
erlen calkalamali hava banyosuna konularak hiicrelerin yeni ortamda ¢ogalmasi
beklenilmistir. Hiicresel aktivite gozlendikten sonra ortam hacmi kademeli olarak 1 L’ye
cikarilmistir. Ardindan 1 L 6n cogalma ortami biyoreaktor tankina alinarak biyoaritim
baslatilmistir. Deneme-11°deki 6n ¢ogalma ortami ve biyoreaktdr ortaminin pH ve toplam
fenol derisiminin zamanla degisimi Sekil 4.39°da, biyoreaktorde pH degeri, kuru hiicre
derisimi, toplam fenol derisimi ve ham ZK sarfiyatinin zaman ile degisimi ise Sekil

4.40’da yer almaktadir.

Sistemde baslangi¢ olarak pH degeri 8,0’a set edilmistir. 12 st siiren pH=8.0 kosullarinda
207 ml karasu sarfiyati gerceklesmistir. Bu miktar 17 ml/st ZK sarfiyatina denk
gelmektedir. Daha sonra sistem pH degeri 8.25°¢ set edilmistir. Ortam pH’smin bu degere
ulagmasi1 yaklasik 2 st siirmiistiir. 10 st siirdiirilen pH=8.25 siirecinde ise 59 ml karasu
sarfedilmistir; bu deger ise 5.9 ml/st ZK sarfiyatina esittir. Son olarak sistem pH=8.5
kosullarinda ¢alistirilmistir. 44 st siiren pH=8,5 kemostat siireci boyunca 153 ml ham ZK
sarfiyat1 yapilmistir. Bu deger 3,5 ml/st ZK sarfiyatina denktir. Toplam fenol giderimleri
ise pH=8, pH=8.25 ve pH=8.5 kosullar1 i¢in siras1 ile %41, 74 ve 77 olarak hesaplanmustir.
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Sekil 4-39 R. glutinis ile yapilan siirekli isletim 6ncesi 6n ¢ogalma ortaminda ve siirekli
isletimde (Deneme-1l) pH degeri ve toplam fenol derisiminin zaman ile
degisimi (Erlen: T=30 °C, N:150 rpm; Biyoreaktor: T= 30 °C, N=250 rpm)
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Sekil 4-40 R. glutinis ile yapilan siirekli isletimde (Deneme-IT) pH degeri, kuru hiicre

derisimi, toplam fenol derisimi ve ham ZK sarfiyatinin zaman ile degisimi (T=
30 °C, N=250 rpm)

4.3.3 SiireKkli isletimlerin karsilastirilmasi

Yapilan siirekli sistem biyoaritim denemelerinde goriilmiistiir ki, Rhodotorula glutinis
adaptasyon islemlerinin ardindan 6nislem gormemis karasuyun aritimini belirli 6lgiide
saglayabilmektedir. Denenen parametrelere gore toplam fenol giderimi agisindan en iyi
aritim kosulunun Deneme-I°deki pH=9.35 siireci oldugu goriilmiistiir (Cizelge 4.2). Bu
kosullarda 1 L biyoreaksiyon ortaminda dakikada 0.05 ml karasuyun aritimi
gerceklesebilmektedir. Bu veriler endiistriyel uygulamada orta olgekli bir isletmeye
kurulabilecek bu sekilde ¢alisan 5 tonluk bir biyoreaktor ile st’te 15 L karasu

arttilabilecegini gostermektedir.
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Denenen parametrelere gore toplam fenol gideirmi agisindan, statik pH degeri arttikga
verim artmaktadir. Ancak pH=8.0 statik kosulunda birim zamanda ortama verilen ve
ortamdan alinan zeytin karasuyu miktar1 daha fazla oldugu i¢in toplam fenol giderimi
verimliligi daha fazla gibi goziikmektedir. Ancak bu kosullarda toplam fenol giderimi ¢ikt1

acisindan diger kosullardan daha diisiiktiir.

Cizelge 4.2 Siirekli isletim denemelerinin karasu aritim etkinlikleri

Deneme-I Deneme-I1
Statik pH siireci 9 9.35 8 825 85
Zeytin karasuyu aritim kapasitesi 0.1 0.05 0.28 0.098 0.058

(ml antilan ZK/L biyoreaktor hacmi/dk)
Toplam fenol giderim verimliligi (mg 1.944 1.068 2.7552 1.74 1.071

toplam fenol/L/st)
Toplam fenol giderimi (%o) 81 89 41 74 77

KOI giderimi (%) 33 27 33 37 34

4.4 Tutuklanms Rhodotorula glutinis ile Biyoaritim

4.4.1 Rhodotorula glutinis’in zeytin ¢ekirdeklerine tutuklanmasi

Rhodotorula glutinis ’in zeytin ¢ekirdeklerine adsorpsiyon ile ne derecede tutuklandigmin
belirlenmesi i¢in bir n deneme yapilmistir. On ¢ogalma ortamu olarak 250 ml erlene
konulan 100 ml %100 ZK ortamma 9.08 g/L iire katildiktan sonra otoklavda sterillenmis
ve mikrobank ortaminda muhafaza edilen maya ile inokule edilerek 30 °C ve 150 rpm’de
calisan calkalamali hava banyosuna konulmustur. Tutuklama materyali olarak ise 20 g

zeytin ¢ekirdegi 170 ml %100 ZK (TF=400, pH=433) i¢ine konularak ortam 500 ml
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erlende sterillenmistir. Daha sonra bu ortama hiicresel aktivite ve pH artis1 gozlenen 6n
cogalma ortamindan 100 st sonra alinan 10 ml ortam aktarilmistir. Bu denemeye paralel
olarak 20 g zeytin ¢ekirdegi 180 ml %100 ZK ortamma konularak sterillenmis; ancak

hiicre inokiile edilmemistir.

Her iki erlen de 30 °C ve 75 rpm kosullarinda calisan ¢alkalamali hava banyosuna
konulmustur. 144 st sonra tutuklama ortaminda hiicresel aktivite ve pH artis1 goriilmiistiir.
Bu noktada erlenlerden zeytin ¢ekirdekleri ¢ikarilarak kurutulmus ve tartilmistir.
Inokulasyon yapilan ortamdaki zeytin ¢ekirdekleri abiyotik ortamdakinden 0.467 g daha
fazla bulunmustur. Bu sekilde tutuklama 0.023 g kuru hiicre/ g cekirdek olacak sekilde
gerceklesmistir. Aynm1 st’te sivi ortamdan alman Ornekte ise 2.8 mg/ml kuru hiicre

Olctilmiistiir.

4.4.2 Tutuklanms Rhodotorula glutinis ’in biyoaritimda kullanilmasi

Zeytin ¢ekirdeklerine tutuklanmis Rhodotorula glutinis ile biyoaritimin incelenmesi i¢in
Boliim 4.4.1°de anlatildig1 gibi sekilde 144 st siiren tutuklama isleminin ardindan, zeytin
¢ekirdekleri ortamdan alinarak 9.08 g/L iire ile desteklenerek santrifiijlenmis ve otoklavda
sterilize edilmis 100 ml ZK (TF=400 mg/L, pH=4.33) ortamina aktarilmistir. 68 st siiren
30 °C ve 150 rpm kosullarindak biyoaritim sonunda 5.2 olan baslangic pH diizeyi 8.3 e
yiikselerek hiicresel aktivite ve biyoaritim gergeklestigi goriilmiistiir. Bu ortamda toplam

fenol giderimi ise %19 olarak bulunmustur.
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5 TARTISMA VE SONUC

5.1. Biitiinsel Yaklasim

Yerylizii giinesten aldig1 enerji sayesinde, kendi igerisinde termodinamik ve kiitle
korunumu agisindan bir denge halindedir. Bu dinamik denge, mikro ve makro 6l¢ekteki
madde dongiileriyle saglanmaktadir. Ve yeryiiziinde yasayan canlilarin bu denge
iizerindeki etkisi ¢ok biiyiiktlir. Canlilar birbirinden tamamen bagimsizmis gibi goriinen
farkli madde dongiilerini birbirlerine baglarlar ve bu sayede bir dinamik denge hali
saglanmig olur. Ancak insanoglu, dogadaki bu dongiilerden bagimsiz isleyen sistemler
kurmaktadirlar. Bu sistemler; schirler, binalar, gemiler ve fabrikalar gibi i¢ isleyis
bakimindan dogadan bagimsiz ancak girdi ve ¢ikt1 bakimindan tamamen dogaya bagimli
olan sistemlerdir. Bu sistemler doganin iirettigini alir, tliketir ve sistem igerisinde
kullanamayacagi atig1 dogaya geri birakir. Bu atiklar doga tarafindan dongii icerisine tekrar
dahil edilirler.

Son yiizyildaki istatistiksel veriler gostermektedir ki doga, bu sistemlerin agiga ¢ikardigi
atiklar1 yeterli Olgiide karsilamamaya baslamistir. Bu durumun en iyi gostergesi
atmosferdeki karbondioksit diizeyleridir. Sanayi devriminden sonra atmosfer karbondioksit
diizeyi tistel artisa ge¢mistir. Ancak insanoglu gelinen noktayr geriye dondiirebilecek
teknoloji ve bilgi birikimine sahiptir. Bunu yapabilmenin en giizel yolu ise kurulan
sistemleri isleyis bakimindan dogal dongiiye uyumlu hale getirmektir. Bu uyumluluk
slirecinin bir pargasi da bu sistemlerden ¢ikan atiklarin dogal dongiilerine en kisa siirede ve

en zararsiz bicimde geri katilimlarmi saglamaktir.

Dogal kosullarda dalinda yetisen bir zeytin tanesi zamani geldiginde topraga diiser,
meyvesi canlilar tarafindan katabolize edilerek yeniden biyokiitleye, enerjiye, o bitkinin
yeniden fotosentezde kullanacagi karbondioksite ve suya doniislir. Cekirdegi de uygun
kosullar buldugunda, yaslanarak 6len agaglarin yerini alacak yeni bir birey meydana

getirir. Insanoglu ise bu zeytinleri dalindan toplayarak fabrikalara gétiiriir, iginden yagm1
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cikarir, geriye kalan posay1 ve suyu dogaya geri birakir. Ancak bu kez durum dalindan
diisen zeytininkinden farklidir. Meydana gelen atiklar toksik fenolik bilesikler bakimindan
daha konsantredir ve desarj edildikleri ¢evrede bulunan bitkiler ve mikroorganizmalar

yiiksek hacimde ve yliksek derigimdeki fenolik icerigi olan atig1 tolere edemeyerek oliirler.

Zeytinyag1 iiretimi sirasinda agiga ¢ikan sivi atigin toksik 6zelliklerini diisiirebile cek ¢cok
etkin fiziksel ve kimyasal yontemler mevcuttur. Ancak bu yontemler de yukarida
bahsedilen dogal dongiilere uyumluluk ilkesinden uzaktirlar; ¢linkii bu teknikler de sonug
olarak atik Ttretirler. Siirdirilebilirlik kavrami tam bu noktada 6nem kazanmaktadir.
Biyoteknolojik teknikler, sistemlerin siirdiiriilebilirliginin saglanmasi agisindan oldukga
elveriglidir. Sistemlerden g¢ikan artiklarin tekrar sistem igerisinde geri kazaniminin
saglanmasi, enerji kullanim etkinligi a¢isindan 6nemlidir. Bu sekilde degerlendirilemeyen
atiklarin ise dogaya birakilmadan once kirletici yiiklerinin 1lhimli diizeylere indirilmesi
gerekmektedir. Bu sekilde dogadaki madde dongiilerine en kisa ve en zararsiz sekilde

katilmalar1 saglanmis olur.

Zeytinyag1 fabrikasindan ¢ikan sivi atik da aym sekilde sistem igerisine geri
kazandirilabilir ya da siirdiiriilebilir bir islem ile atik 6zellikleri iyilestirilebilir. Ancak bu
atigin bu sekilde bertarafina iliskin uygulanabilir bir sistem heniiz gelistirilmemistir. Bu
yikksek lisans tezinde, biyoteknolojik teknikler kullanilarak zeytinyagi fabrikasi sivi

atigmin 6zelliklerinin iyilestirilmesi amaglanmustir.

5.2. Teknik Degerlendirme

Gergeklestirilen yiiksek lisans ¢alismasinda, Rhodotorula glutinis ve Debaryomyces
hansenii mayalart literatiirde ilk kez kullanilarak erlen ve biyoreaktor denemeleri ile zeytin
karasuyu biyoaritimi incelenmistir. Biyoaritim i¢in Oncelikle mayalarin toksik olan bu
ortama adaptasyonlar1 saglanmig, ardindan ortama daha iyi uyum gosteren R. glutinis ile
azot kaynagi ve derisimi, sicaklik, ¢alkalama hizi, maya 6ziitii, santrifiij ve sterilizasyon

etkileri incelenmistir. Biyoreaktor denemelerinde ise -0Ozellikle siirekli isletim ile-
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biyoaritim denemelerinin biiyiik Olgcekte uygulanabilirligi hakkinda onemli fikirler

edinilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda goriilmiistiir ki R. glutinis ve D. hansenii karasuyun toksik
etkisine karsi direng gelistirebilmektedirler. Ancak biyoaritimdan 6nce mutlaka bir
adaptasyon asamasi gerekmektedir. Kat1 ¢ogalma ortamina zeytin karasuyu katilmasi, bu
ortamda ¢ogalan mayalarin karasuya adaptasyonunu saglayabilmektedir. Bununla birlikte
zeytin karasuyu ortamina katilan iire, R. glutinis’ in bu ortamda yasayabilme kapasitesini

etkin bir sekilde arttrmaktadir.

Her ne kadar hiicrelerin ortama alismasi i¢in ¢esitli 6n adaptasyon teknikleri ve iire ilavesi
gerekse de, bazi erlen ve biyoreaktor denemeleri gostermistir ki, hiicreler bir kere bu
ortama adapte olduktan sonra biyoaritim ortamina seyreltilmemis, destek azot icermeyen,
santrifiij ve sterilizasyon gibi Onislemler gormemis karasu beslemesi yapildiginda
biyoaritim sorunsuzca devam etmektedir. Biyoaritim sonucunda elde edilen sivi; toplam
fenolik igerik bakimindan oldukg¢a diisiiktiir. Ancak kimyasal oksijen ihtiyaci giderimi, bu
derece etkin degildir ve renkte de herhangi bir agilma goriilmemistir. Buna karsin,
karasuyun karakteristik keskin kokusu yok olmus ve asitlik diiserek pH diizeyi alkali
bolgeye yiikselmistir. Toksisiteden ve keskin kokudan sorumlu olan bilesikler daha ¢ok
diisiik molekiiler agirlikli ve monofenollerdir. Koyu renkten sorumlu olanlar ise yiiksek
kiitleli polimerize olmus fenollerdir. Elde edilen sonuglar géstermistir ki, R. glutinis
yiiksek zincirli fenollerin yikiminda etkin degildir ve monofenollerin karasuyun KOI

yiikiine katkis1 azdir.

Phanerochaete chrysosporium ve P. ostreatus mikroorganizmalariyla yapilan
biyoaritimlarda karasuyun renginde %50’ye varan dekolorizasyon saglandigi
kaydedilmistir. Ancak toplam fenol gideriminde bu tez ¢aligmasinda oldugu kadar etkin bir
giderim saglanamamistir (Singh, 2006). Bu verilerden anlagilimaktadir ki karasuyun
biyoaritiminda birden fazla mikroorganizmayla kombine sistemler kurularak daha iyi

aritim saglamak miimkiin olabilecektir.
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Yapilan denemelerde, calkalama hizi, sicaklik, santrifiij, sterilizasyon, maya 6ziitii gibi
parametrelerin de biyoaritima etkisi incelenmistir. Statik, 50 ve 150 rpm kosullarinda
yapilan denemelerde toplam fenol giderimi seyreltilmis karasu ortaminda sirastyla %72, 80
ve 85 olarak Slgiilmiistiir. Literatiirde seyreltilmemis karasuyla yapilan Trametes versicolor
ile statik ve 150 rpm’de yapilan denemede toplam fenol giderimi sirasi ile %39 ve %70
olarak ol¢iilmiistii (Ergiil vd. 2009 ). Bu ¢alismada denenen parametreler arasindaki en iyi
biyoaritim saglayan sicakligm 30 °C ve ¢alkalama hizinin 150 rpm oldugu, ortama maya
oOziitii ilavesinin, santrifiij ve sterilizasyonun ise herhangi bir etkisi olmadig1 goriilmiistiir.
Erlenlerde bu kosullarda seyreltilmemis, santrifiij ve sterilize edilmemis karasuyla R.
glutinis ile yapilan, 150 st siiren biyoaritimda %89 TF giderimi ve %18 KOI giderimi

saglanmistir.

Biyoaritim ortamlarinda pH’nin hiicre biiyiimesi ve toplam fenol derisimi ile iligkili oldugu
goriilmiistlir. Ortamlarda hiicreler cogaldikca ve fenoller yikildikca pH’da artis olmaktadir.
Denemelerde hiicresel aktivitenin indikatorii olarak pH dikkate almmuistir. Ayrica
biyoreaktor denemelerinde statik pH kosullarinda aritimin saglanmasi i¢in bu iligkiden

faydalanilmistir.

R. glutinis ile ¢ok sayida fenolik bilesen iceren zeytin karasuyunun biyoaritimi
calismalarinda ulasilan en 6nemli bulgulardan biri de ortama konulan iirenin varligidir.
Biyoaritim ortamina iire eklenmesinin, diger azot kaynaklar1 amonyum siilfat ve amonyum
nitrattan farkli sonuglar vermesi, nutrient 6zelligi ve ortam pH’smin ayarlanmasi disinda

bagka etkileri oldugunu da diistindiirmiistiir.

Urenin, R. glutinis ’in zeytin karasuyu ortanmindaki yasayabilme kapasitesini ne sekilde
arttirmaya yardimci oldugunu anlamak i¢in yapilan denemelerde goriilmiistiir ki iire
eklendikten sonra sterilize edilen zeytin karasuyu ortammm pH diizeyi artmaktadir. Urenin
biyoaritima olumlu etkisinin pH artisindan m1 kaynaklandigini anlamak i¢in molar bazda
denk azot derisimi icerden amonyum siilfat ve lire ortamlarin pH degerleri esitlenmis ve bu
sekilde yapilan biyoaritimlarda goriilmiistiir ki amonyum siilfat ortaminda mayalar %100

zeytin karasuyunda yasayamazken {ire ortammda ¢ogalmis ve fenol giderimi
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saglanabilmistir. Yapilan bu deney ile tirenin ortam pH’sin1 arttrmasiyla mayanin fenolik
ortama adaptasyon ve fenolleri kullanma kapasitesinin dogrudan iliskili olmadig1 sonucuna

varilmistir.

Fenolik bilesikler hiicre membranmi pargalayarak bakterisidal etki gosterirler. Bununla
birlikte fenol toksisitesi enerji transformasyonuyla ilgili aktiviteleri, membran bariyer ve
membran protein fonksiyonlarini bozarak hiicresel 6lime neden olur. Ancak bazi
mikroorganizmalar birgok mekanizma iizerinden fenole kars1 diren¢ gelistirebilirler. Bu
mekanizmalardan biri hiicre membranmdaki cis- konfigiirasyonundaki doymamis yag
asitlerinin trans- forma izomerizasyonudur. Bu tiir adaptasyon mekanizmalar1 hiicre
membranimin yapisal saglamligini arttirarak fenollere kars1 dayanimini artwrmaktadir (Tay

et al., 2006).

Fenolik bilesikler ayni zamanda enzimatik inhibisyon ile de toksik etki gosterirler. Ancak
mikroorganizmalar bu bilesikleri pargalayan enzimleri iireterek fenolleri katabolize ederler.
Fenolik maddelerin pargalanmasinda gorev yapan enzimler, mikroorganizma tiiriine,
kullanilan substrata ve kosullara gore degismesine karsin oksidorediiktaz grubu
enzimlerdir ve zeytin karasuyundaki fenollerin pargalanmasinda baslica lakkaz (EC
1.10.3.2), lignin peroksidaz (LiP; EC 1.11.1.14), Mn peroksidaz (MnP; EC 1.11.1.13) ve

tirozinaz (polifenol oksidaz; EC 1.14.18.1) enzimleri aktivite gosterir.

Zeytin karasuyunun igerisinde temel olarak bulunan fenolikler 4-(2-hidroksi etil)fenol
(tirazol), 4-(2-hidroksietil)-1,2-benzendiol (hidroksitirosol)’diir. Urenin hidroksifenol
bilesikleriyle tepkimeye girerek difenil karbonat, fenilkarbamat, 4-hidroksibenzamid,
salisilamid ve hidroksi difenil iire grubu bilesikler verdigi bilinmektedir. (WeiWei and
Sun,http://www.chem.queensu.ca/Conferencess CHEMRAWN/Sun_STUDY %200N%20T
HE%20REACTION%200F%20UREA%20WITH%20PHENOL %200VER%20ZINC%2
0COMPOUNDS.ppt). Ancak yukarida bahsedildigi gibi tire yiiksek sicakliklarda

hidroksifenol bilesikleriyle tepkimeye girerek yeni bilesikler olusturmaktadir. Olusan yeni
bilesiklerin hiicre {izerindeki olusturdugu stres, iiresiz formlarindan daha diisiik olabilir.

Ayrica iire formundaki bu bilesikler de maya tarafindan salgilanana lakkaz enzimi
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tarafindan yikilmaktadir. Yapilan bir ¢alismada N’, N’-dimetil-N-(4-hydroksifenil)iire
grubu bilesiklerin de lakkaz enzimi tarafindan yikima ugradiklar: gosterilmistir (Jolivalt et
al, 1999) Yapilan literatiir taramasi, elde edilen deneysel bulgular kullanilarak ve kontrol
denemeleri ile analizler yapilarak iire-adaptasyon iliskisi bu sekilde yorumlanmaya
caligtlmistir; ancak netlesmesi i¢in daha ileri enzimatik ve biyoaritim c¢alismalari

yapilmalidir.

Biyoreaktér denemelerinde kesikli-beslemeli ve siirekli sistem ile biyoaritim
gerceklestirilmistir. Kesikli beslemeli sistemde statik pH=8.0 kosullarinda biyoaritim 58 st
boyunca siirdiiriilmiistiir. Bu siire¢c boyunca toplamda 827 ml ham ZK ortama beslenmistir.
Stire¢ boyunca t=36 st ve t=71 st zamanlarinda ortamdan alinan 6rneklerdeki toplam fenol
giderimi sirasi ile %13 ve %19’dur. pH Kontrolii kapatildiktan sonra sistem pH s1 artmustir
ve pH=8.3 noktasinda toplam fenol giderimi %80 olarak Ol¢tilmiistiir. Stirekli sistem
denemelerinde ise en iyi aritimin saglandig: statik pH kosulu, erlen 6n gogalma ortamimin
tire ile desteklendigi pH=9.35 kosuludur. Bu kosullarda gerceklesen siirekli isletimde %89
toplam fenol giderimi saglanmistir. Ancak aritim kapasitesi diistiktiir (0.05g ml ZK/L
biyoreaksiyon hacmi/dk). Endiistriyel 06lcekte uygulama icin aritim kapasitesinin

arttirilmasina yonelik optimizasyon c¢alismasi yapilmalidir.
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EK 1 Deneylerde kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler

Cizelge EK 1-1 Deneylerde kullanilan kimyasal ve biyokimyasal maddeler

Kimyasal Firma Katalog No
Agar Scharlau 07-004
Etanol Sigma Aldrich 34870
Hidroklorik asit Riedel-de Haén 07102
Malt oziitii Scharlau 07-080
Maya oziitii Scharlau 07-079
Pepton Fluka 70171
Ure Merk 108488
Glukoz Applichem Al1349
Amonyum siilfat Sigma A4915
Amonyum nitrat Sigma A9642
Folin-ciocalteu reaktifi Sigma 9252
Pirogallol Sigma 254002
Etil asetat Sigma 27227
Sodyum hidroksit Sigma-Aldrich 06203
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EK 2 Analizlerin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi

Toplam fenol derisimi tayin yontemi:

Toplam fenol (TF) derisim yonteminin dogrulugunu O6lgmek {izere yapilan deneyde
13.11.2010’da Burhaniye’den gelen zeytin karasuyu kullanilmistir. Bu amagcla, 5 ayri tiipe
S’er ml santrifiijlenmis ve pH’st %37 HCI ile 2 ye ayarlanmis karasu konulmustur.
Ornekler etil asetatla 3’er kere ekstakte edildikten sonra organik fazlar toplanmis ve doner
buharlastiricida buharlastirilmistir. Buharlastiric1 balonlarinin dibinde kalan fenolik kalint1
5 ml etanol su ¢ozeltisiyle ¢oziilmiisiir. Daha sonra Folin-Ciocalteau yontemiyle toplam
fenol derisim Olgiimii yapilmistir (Boliim 3.3.2). Kullanilan zeytin karasuyunun fenol
iceriginin ¢ok yiiksek oldugu tahmin edilerek fenol ekstraktlar1 kimyasal reaksiyondan
once 2 kat seyreltilmistir. Toplam fenol tayininde 3 paralel 6rnek ile ¢alisilmistir (Cizelge

EK 2-1).

Cizelge EK 2-1 Folin-Ciocalteau TF derisim 6l¢iimiinde 6rneklerin absorbans degerleri

ZK No Abs1(765nm) Abs2(765nm) Abs3(765nm)
1 0,668 0,632 0,710
2 0,646 0,752 0,867*
3 0,724 0,657 0,650
4 0,632 0,617 0,669
5 0,717 0,666 0,706

*Hesaplamaya alimmayan deger

Elde edilen absorbans degerlerinden Sekil 3.3’de verilen standart grafigine gore TP

derigimleri ve standat sapma ve varyanslar1 hesaplanmistir (Cizelge EK 2-2).

Cizelge EK 2-2 Hesaplanan 5 farkhh TF derisimi, standart sapma (S) ve varyans (S?)

degerleri
ZK 1 2 3 4 5 S S?
TFg/L 1,876 1,957 1,896 1,789 1,949 0,067722 0,004586
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Bu denemede toplam fenol yonteminde 5 esit hacime boliinmiis ZK 6rnekleri ayri ayri
ekstrakte edilmis ve bu ekstraktlardan renk reaksiyonu ile elde edilen absorbans
degerlerinden TF diizeyleri hesaplanmistir. Bir baska denemede ise tek bir ZK Ornegi
ekstrakte edildikten sonra ekstrakt 5 esit hacime boéliinerek Folin-Ciocalteau yontemiyle TF
derigim tayini yapilmistir. Bu ekstraklara ait absorbans, hesaplanan TF derisimleri, standart

sapma ve varyans verileri Cizelge EK 2-3 te verilmistir.

Cizelge EK 2-3 Aym1 ZK ekstraktina ait 5 farkli TF derisimi i¢in renk reaksiyonu
absorbans, standart sapma ve varyans verileri

Ekstrakt 1 2 3 4 5 S S°
Absorbans (765 nm) 0.835 0.936 0.863 0.886 0.969 0.05422 0.002939

Hesaplanan standart sapma degeri Cizelge EK 2-2 deki verilere gore degerlerin

ortalamasmin %3.5’1 kadardir. Bu deger kabul edilebilir bir araliktadir.

KOI analizi

KOI analizleri Diizen Norwest Cevre, Gida ve Vet. Sag. Hiz. Egt. Dans. Tic. A.S.
tarafindan yapilmistir. Metot Dedeksiyon Limiti < 11,2. Olgiim belirsizligi = % 5,6 dr.

Kuru hiicre agirhg:

Kuru hiicre agirligi 6l¢iimlerinin dogrulugunu hesaplamak icin biyoaritim ortamindan ayni
zamanda alman 6 Ornekten paralel olarak Bolim 3.3.1’de anlatildigi gibi kuru hiicre

derigimi 6l¢iilmiistiir. Bu denemeye iliskin veriler Cizelge EK 2-4 te verilmistir.
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Cizelge EK 2-4 Biyoaritim ortamindan ayni zamanda alman 6 Ornegin kuru hiicre
derigimi, standart sapma ve varyans verileri

Ornek 1 2 3 4 5 6 S S°

Kuru hiicre 072 052 070 0.66 0.68 0.72 0.075542 0.005706

derisimi (mg/ml)

Hesaplanan standart sapma degeri Cizelge EK 2-4 deki verilere gore degerlerin

ortalamasinin %11°1 kadardir.
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EK 3 Urenin kimyasal etkisi

Urenin zeytin karasuyu ortamindaki kimyasal etkisini anlamak iizere yapilan deneme
sonunda pH degeri 4.38 olan ham ZK (Ortam 1), iire ile sterillendigi zaman zaman ortamin
pH’1 6.34’¢ yiikselmistir. Zeytin karasuyu (Ortam 2) tek basina otoklava konuldugu zaman
ise pH degeri degismemistir. Sulu ¢ozeltideki tire (Ortam 3) sterillenince pH’s1 7.85’den
9.48 e ylikselmistir. Ancak sterilizasyondan sonra bu ortamlar (Ortam 2 ve 3) karistirilsa
da esderisimlerde ZK ve iire i¢eren ortam (Ortam 1) kadar pH yiikselmemistir (Cizelge EK

3-1). Bu sonug, iire ve ZK’nin yiiksek sicaklikta reaksiyona girdigi anlamina gelebilir.

Sterilizasyondan sonra ZK + iire igeren ortamlarin toplam fenol derisimlerine bakilmustir.
Ure ile birlikte sterilize olan ZK ortammin toplam fenol derisimi diger ortamdan biraz daha
diistik degerdedir. Ardindan ayni ortamlarin fenol ekstraktlar1 HPLC’de analizlenmistir.
HPLC analiz kosullar1 Cizelge EK 3-2’de yer almaktadir. HPLC kromatogramlarma goére
yeni bir bilesik olusumu veya azalan fenolik madde yoktur (Sekil EK 3-1).

Bu denemeden elde edilen verilere goére ZK ile iire arasinda sterilizasyon sirasindaki
yiiksek sicaklik ve basing altinda kimyasal tepkime olmaktadir. Ancak HPLC analizleri ile
bu tepkimenin fenolik bilesenler lizerinden mi, yoksa zeytin karasuyundaki diger maddeler
iizerinden mi oldugu anlasilamamistir. Ortamm pH diizeyini artran bu kimyasal

degisimlerin tam olarak ne olduklar1 bagka analiz yontemleri ile ile anlasilabilir.

Cizelge EK 3-1 Urenin kimyasal etkisini anlamak iizere yapilan denemelerde ortamlarin
pH ve TF derisimleri

Ortam pH pH TF derisimi

(sterilizasyondan (sterilizasyondan (mg/L)
once) sonra)

Ortam 1 (ZK + 4.38 6.34 142

iire)

Ortam 2 (ZK) 4.40 4.30 -

Ortam 3 (iire 7.85 9.48 -

¢ozeltisi)

Ortam 2 + Ortam 3 - 4.60 159
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Sekil EK 3-1 Ortam 1 ve (Ortam 2 + Ortam3) e ait HPLC kromatogramlari

Cizelge EK 3-2 a. HPLC analiz kosullar

Ortam 1

N WJ‘\M\,J\,/\W‘,/\_‘Q_____M/”\
O.OOJ ‘

L L s e e e B A S e e e T E e e o e B T e e B
0.00 10.00 20.00 30.00 40.00 50.00 60.00

80.00

Degisken Deger

Cihaz Waters Alliance 2695

Kolon XTerra RP18 (Waters)

Kolon boyutu 4.6 mmx 150 mm, 5 um

Hareketli faz akis hiz 0.33 ml/dk

Kolon sicakhig 25°C

Dedektor UV-VIS Dual Absorbance
Detector

(Waters 2487)
Dalga boyu 254 nm
Enjeksiyon hacmi 20 ul

b. HPLC analizinde uygulanan gradyen program

Zaman(dk) A mobil faz1 % (ACN:H,0 70:30) B mobil faz1 % (%0.1 H3PO,)

0 20
60 30
70 50
80 20

80
70
50
80
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