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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

TUTUKLANMIS Rhodotorula glutinis ILE ZEYTINYAGI FABRIKASI SIVI
ATIGININ BIYOARITIMI

Gaye BOZKOYUNLU

Ankara Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danigsman: Prof. Dr. Serpil TAKAC

Calismada, zeytinyagi liretim fabrikalarimin sivi atig1 zeytin karasuyunun tutuklanmig
Rhodotorula glutinis hiicreleri ile biyoaritimi incelenmistir. Tutuklama materyal ve
yonteminin, biyoaritim kosullarinin ve igletim tiiriiniin ortamin pH degisimi ve toplam
fenol derisimi lizerine etkileri arastirilmistir. R. glutinis, Ca-aljinat pelletleri, zeytin
cekirdegi, agar, poliiiretan kopiik ve zeolit olmak iizere bes farkli materyale fiziksel
adsorpsiyon veya hapsetme yontemi ile tutuklanmis ve en uygun tutuklama materyali
olarak Ca-aljinat pelletleri se¢ilmistir. Tutuklama islemindeki aljinat derisimi ve pellet
cap1 degistirilerek, biyoaritimlarin %3 Na-aljinat ¢ozeltisi ile olusturulan D= 3 mm
capl pelletler ile yapilmasina karar verilmistir. Tiim biyoaritimlarda zaman ile ortamin
pH degeri artmis ve bununla uyumlu olarak toplam fenol derigimi azalmigtir. TFy=390-
1187 mg/L araliginda baslangi¢ toplam fenol derisiminin artmasi ile fenol giderim hizi
artmis; ancak t=120 st sonunda biyoaritimlar tamamlanarak tim ortamlarda %83-87
araliginda fenol giderimi saglanmistir. Tutuklanmis hiicre miktarinin biyoaritima etkisi
0.03-0.7 g yas hiicre/g pellet araliginda incelenmis ve en yiiksek hiicre miktarinda ilk 24
st sonunda %355 toplam fenol giderimi saglanmistir. Azot kaynagi olarak biyoaritim
ortammna eklenen iire, amonyum siilfattan daha yliksek hiz ile fenol gidermistir.
Biyoaritima karistirma hizinin etkisi N= 150, 200 ve 250 rpm degerlerinde incelenmis
ve karigtirma hizinin artmasi ile toplam fenol giderim hizinin da arttig1 belirlenmistir.
Tutuklanmis R. glutinis hiicreleri kesikli sistemde her biri 48 st olan 5 ardisik isletimde
kullanilmis ve ilk 3 isletimde ayni fenol giderim etkinligi saglanirken sonrasinda
giderilen toplam fenol derisimi azalmistir. Yar1 kesikli isletimde ayni hiicre miktar ile
gerceklestirilen kesikli isletime gore daha fazla hacimde zeytin karasuyu aritilmistir.
Ca-aljinat pelletlere tutuklanmis R. glutinis ile gerceklestirilen biyoaritimlarda en
yiiksek toplam fenol giderimi kesikli isletimde TFy=1068 mg/L, N=200 rpm, 0.03 g yas
hiicre/g pellet, T=30 °C kosullarinda t= 96 st de %84 olarak elde edilmistir.

Ocak 2013, 88 sayfa

Anahtar Kelimeler: Biyoaritim, Fenol giderimi, Rhodotorula glutinis,Tutuklama, Zeytin
karasuyu



ABSTRACT

Master Thesis

BIOREMEDIATION OF OLIVE MILL WASTEWATER BY IMMOBILIZED
Rhodotorula glutinis

Gaye BOZKOYUNLU

Ankara University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemical Engineering

Supervisor: Prof. Dr. Serpil TAKAC

Bioremediation of olive mill wastewater (OMW), which is a by-product of olive oil
process,by immobilized Rhodotorula glutiniscells was studied. The effects of the type
of immobilization material and method, bioremediation conditions and operating
strategies on the variations of medium pH and total phenol concentration were
investigated. R.glutinis was adsorbed or entrapped on five different materials such as
Ca-alginate beads, olive stones, agar, polyurethane foam, zeolite; and Ca-alginate was
found to be the best material. The most suitable pellets for bioremediation were chosen
as D,=3 mm in diameter which were prepared using 3% Na-alginate solution among the
investigated several pellet diameters and alginate concentrations. The medium pH value
increased and total phenol concentration decreased with time. Throughout all
bioremediations within TFy=390-1187 mg/L total phenol concentration range, higher
removal rate of phenol was observed at higher phenol concentrations. After 120 hours,
83-87% phenol removal was achieved in all of the bioremediation media. The amount
of immobilized cell concentration was changed in the range of 0.03-0.7 g wet cell/g
pellet and 55% total phenol removal was obtained after 24 hours with the highest cell
concentration. Urea, which was the supplemental nitrogen source, provided higher rate
of phenol removal than ammonium sulphate. The increase of the agitation rate was also
found to increase the phenol removal rate in the studied range (N=150, 200 and 250
rpm). Immobilization R. glutinis cells provided the same phenol removal efficiency for
the 3 of the 5 sequential usage, which were conducted for 48 hours in batch mode. The
total phenol reduction was found to decrease for the rest of the media. Higher amount of
OMW was bioremediated by fed-batch operation than batch operation, using the same
amount of cells. The highest total phenol reduction was achieved as 84% after 96 hours,
with the Ca-alginate entrapped R.glutinis cells in batch mode under TFy=1068 mg/L,
N=200 rpm, 0.03 g wet cell/g pellet and T=30 °C conditions.

January 2013, 88 pages
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1. GIRIS

Diinyada “Akdeniz diyeti’ne olan ilgi nedeniyle zeytinyag tiiketiminin artisiyla birlikte
son 10 yilda zeytinyagi sektorii daha fazla 6nem kazanmistir. 2004/2005 ile 2009/2010
yillart arasinda diinyadaki zeytinyagi iiretiminin ortalama 2 793 200 ton/yil oldugu
bildirilmistir. En fazla zeytinyagi {iretimi, toplam tiretimin %75.3 ile Avrupa Birligi
iilkelerindedir. Bu iilkelerin siralamas1 Ispanya (%52.2), Italya (%27.9) ve Yunanistan
(%17.3) seklindedir. Tunus (%5.9), Suriye (%4.8), Tiirkiye (%4.6), Fas (%3.2) ve

Cezayir (%1.2) de  zeytinyagi  iretiminde  diger Onemli  {lkelerdir

(http://www.internationaloliveoil.org/productionl ang.,201 I, http://www.internationalol

iveoil.org/production2 _ang., 2011).

Zeytinyag: iretiminde farkli yontemler kullanilmaktadir. Geleneksel olarak zeytinyagi
ekstraksiyonu i¢in kullanilan zeytin presi, ilerleyen yillarda yerini katilardan yag: ayiran
santrifiij yontemi ile elde edilen modern zeytinyagi {iretimine birakmistir. Son
zamanlarda siirekli 2-fazli ve 3-fazli santrifiij sistemleri yaygin olarak kullanilmaktadir.
Zeytinyagi liretiminde -prosese gore degismesine karsin- fazla miktarda su kullanimi
zeytin karasuyu ad1 verilen fazla atik su agiga ¢ikarmaktadir. Ug fazli sistemde 2-fazli

sisteme gore daha fazla zeytin karasuyu aciga ¢ikmaktadir (McNamara vd. 2008).

Zeytin karasuyu oldukca fazla organik yiike sahip olup fitotoksik, mikrobiyal inhibitor
etki gosteren fenolik bilesikleri ve uzun zincirli yag asitlerini igerir. Ana organik
bilesikler sekerler (fruktoz, mannoz, glukoz, sakkaroz ve pentoz) ve polifenollerdir.
Zeytin ¢ekirdekleri ve meyvesindeki etli kisimda bulunan fenolik bilesikler sulu fazda
yaga gore daha cok c¢oziinlir ve zeytin karasuyundaki derisimleri 0.5 ile 25 g/L
araliginda degisir. Zeytin karasuyunda 30’dan fazla fenolik bilesigin varlig1 tespit
edilmistir. Zeytin karasuyu bilesimi; bolgeye, kullanilan prosesin tiiriine, giinliik
kullanim kosullarina ve bolgesel isletim yontemlerine gore degisiklik gostermektedir.
Icerdigi fitotoksik fenolikler nedeniyle zeytin karasuyu tarimsal iiretimde sulama amagch

kullanilamaz (McNamara vd. 2008).



Zeytin karasuyu aritimi i¢in 1s1l prosesler, fizikokimyasal islemler, degerli bilesiklerin
ekstraksiyonu, biyolojik islemler gibi birgok yontem denenmistir (Morillo vd. 2009). En
cok kullanilan yontem ise zeytin karasuyunun saklama havuzlarinda buharlastirilmasidir

(Roig vd. 2006).

Zeytin karasuyunun koyu renginin giderilmesinde, organik yiikiin azaltilmasinda ve
fitotoksik etki gosteren bilesenlerin uzaklastirilmasinda bircok mikroorganizma
denenmistir. Bu amagla baslica, bakteri, fungus, birlestirilmis bakteri-fungal sistemi,
anaerobik mikroorganizmalar ve birlestirilmis aerobik-anaerobik mikroorganizmalar
kullanilmaktadir (McNamara vd. 2008). Bu calismada kullanilan maya Rhodotorula
glutinis’in gesitli fenolik maddeleri metabolize ettigine dair ¢aligmalar literatiirde yer
almasina karsin (Bilton ve Cain 1968, Cain vd. 1968, Gupta vd. 1986, Katayama-
Hirayama 1991a,b) zeytin karasuyunun biyoaritiminda kullanimi oldukca kisithdir.
Calismada,R.glutinis hiicreleri serbest ve tutuklanmis formda =zeytin karasuyu
biyoaritiminda kullanilmistir. Literatiirde tutuklanmis R. glutinis ile zeytin karasuyunun
biyoaritimina yonelik herhangi bir bilgi olmamasi bu yiiksek lisans ¢aligmasinin baglica

Ozgiinligidiir.

Gergeklestirilen yliksek lisans ¢alismasi, ayn1 zamanda 109M290 nolu ve “Zeytinyagi
Fabrikast Sivi Atigmin Ozelliklerinin Iyilestirilmesi ve Antioksidan Uretiminde
Kullanilmas1 i¢in Biyoproses Gelistirilmesi” konulu TUBITAK; ve 12B4343001 nolu
ve “Zeytin Karasuyunun Biyoaritiminda Kullanilmak Uzere Rhodotorula glutinis’in

Tutuklanmas1” konulu Ankara Universitesi BAP projeleri ile desteklenmistir.

Endiistriyel biyoproseslerde, mikroorganizma veya enzimlerin uygun bir materyal igine
veya Tlzerine aktivitelerini koruyarak hapsedilmesi/tutuklanmasi ile hazirlanan
tutuklanmis biyokatalizorlerin kullanimi tercih edilir. Biyokatalizor tutuklanmasinda
kullanilacak materyal ve yontem secimi Onemlidir. Organik (dogal ve sentetik
polimerler) ve inorganik (mineraller ve fabrikasyon maddeler) yapida bir¢ok malzeme
tutuklama materyali olarak kullanilabilir. Kullanilacak materyale gore baglama veya

hapsetme gibi yontemler kullanilir.



Bu yiiksek lisans caligmasinda, zeytinyagi tiretim fabrikalarinin sivi atigr olan zeytin
karasuyunun biyoaritiminda, Rhodotorula glutinis mayasinin tutuklanarak kesikli
karigtirmali ve dolgulu kolon sistemlerde kullanilmasi, tutuklama materyalinin ve
yonteminin karasuyun toplam fenol derisimi, kimyasal oksijen ihtiyaci, pH degisimi ve
hiicre derisimi iizerine etkilerinin incelenerek zeytin karasuyunun o6zelliklerini
iyilestiren ve uzun kullanim siireli ve/veya yiiksek kullanim sayili tutuklanmig

hiicrelerin hazirlanmasi amaglanmistir.

Bu yiiksek lisans ¢aligmasinin deneyleri 3 ayri alt projede gerceklestirilmistir.

1. Alt Proje: R. glutinis’in farkli ozellikteki materyallere uygun yontemler ile

tutuklanmasi ve en uygun tutuklama materyalinin se¢imi

e Tutuklanan hiicre miktar1 ve biyoaritimdaki etkinligi incelenmistir.

2. Alt Proje:Secilen materyal ile tutuklanmis R. glutinis pelletlerinin iyilestirilmesi ve

zeytin karasuyu aritiminda uygun kullanim kosullarinin arastirilmasi

e Pellet capi, hiicre miktari, zeytin karasuyu baslangi¢ toplam fenol derigsimi, azot
kaynag tiirii etkisi, karistirma hizi ile birlikte pellet saglamliginin artirilmasi igin

gerekli kosullar ve pelletlerin tekrar kullanilabilirligi incelenmistir.

3. Alt Proje: Tutuklanmis R. glutinis 'inkesikli, yar1 kesikli ve dolgulu kolon sistemlerde

kullaniminin karsilastirilmasi

e Zeytin karasuyu biyoaritiminda daha kisa siirede, daha yiiksek hacimde ve daha
fazla toplam fenol giderimi saglayan en uygun isletim sekli (kesikli, yar1 kesikli,

dolgulu kolon) belirlenmistir.



2. KAYNAK ARASTIRMASI VE KURAMSAL TEMELLER

2.1 Zeytinyag ve Uretim Prosesleri

Zeytinyag1 ekstraksiyonu i¢cin hammadde olan zeytinin kimyasal bilesimi; zeytin tiiri,
toprak tiiri, iklim kosullar1 ve yillara bagl olarak degisir. Genellikle %18-28 yag, %40-
50 su ve g¢ekirdek, %30-35 meyve/etli kisitm olusur (Morillo vd. 2009). Cizelge 2.1°de

zeytin meyvesinin bilesimi verilmistir (Azbar vd. 2004).

Cizelge 2.1 Zeytin meyvesinin bilesimi (Azbar vd. 2004)

Icerik Etli kisim (%) Cekirdek (%) Tohum (%)
Su 50-60 9.3 30

Yag 15-30 0.7 27.3
Seker 3-7.5 41 26.6
Seliiloz 3-6 38 1.9
Mineraller 1.2 4.1 1.5
Polifenoller 2-2.25 0.1 0.5-1
Azotlu bilesikler 2-5 3.4 10.2
Diger - 34 24

Zeytinyag1 tretimi; presleme ile zeytinyagr ekstraksiyonu, 3-fazli santrifiijlii
ekstraksiyon veya 2-fazli santrifiijlii ekstraksiyon proseslerinden biriyle gergeklestirilir
(Borja vd. 2006). Sekil 2.1°de ekstraksiyon proseslerinin akim semasi1 yer almaktadir

(Azbar vd. 2004).
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Sekil 2.1 Zeytinyagi ekstraksiyon prosesleri(Azbar vd. 2004)

Zeytinyag1 Uretiminde kullanilan her proses farkli 6zellikte atiklar olusturur (Borja vd.
2006). Presleme (kesikli) prosesinde zeytinler yikanir, ezilir ve sicak su eklenerek
yogurulur. Olusan kek/hamur daha sonra yag cikarmak icin preslenir. Preslemeden
sonra olusan siv1 atik; zeytin suyu, eklenen su ve atik yag karisimini icerir. Zeytinyagi
dikey santrifiij ya da ¢okelme ile sudan ayrilir. Presleme teknolojisi az su gerektirir;

ancak oldukga kirli atik su aciga ¢ikarir.

Ug-fazli ve 2-fazli sistemlerde yatay santrifiij, siirekli isletime olanak verir. Bu
sistemlerin presleme teknolojisine gore iistlinliikleri; fazla {iriin olusturmasi, kiiciik alan
gerektirmesi ve az emek harcanmasidir. Dezavantaji ise ilk yatirim maliyetlerinin
yiiksek olmasidir (Azbar vd. 2004). Ug-fazli santrifiijlii sistem, zeytin karasuyu adi
verilen atik suyu iki-fazli sisteme gdre daha fazla iiretir. Ug-fazli santrifiijlii zeytinyag
tiretim prosesinde genellikle %20 zeytinyagi, %30 yar1 kati/sulu karisim ve %50 atik su
olusur. Zeytinin icerdigi su, yitkama suyu ve prosesten gelen su ile birleserek zeytin
karasuyunu olusturur (Borja vd. 2006). Iki-fazli sistem, atik suyu %80 oraninda azaltir
ve %20 enerji tasarrufu saglar. Iki-fazli sistemde atik su az olmasia karsin pirina adi
verilen yar1 kati/sulu karisim agiga c¢ikar (Niaounakis ve Halvadakis 2006). Cizelge

2.2°de zeytinyagi liretim tekniklerinin karsilastirilmasi verilmistir (Azbar vd. 2004).



Cizelge 2.2 Zeytinyagi iiretim tekniklerinin karsilastirilmasi (Azbar vd. 2004)

Uretim Giren Giris Miktari Cikan Cikis Miktar
Prosesi Akim Akim (kg)
Geleneksel Zeytin 1 ton Yag ~ 200
Presleme Yikama suyu 0.1-0.12 m’ Kat1 atik ~ 400
Prosesi Zeytin ~ 600
karasuyu
(%88 su+tkati
Enerji 40-63 kWh kisim ve yag)
Ug-Fazli Zeytin 1 ton Yag =~ 200
Sistem Yikama suyu 0.1-0.12 m’® Kat1 atik =~ 500-600
Coktiirme icin 0.5-1m’° Zeytin ~1000-1200
su karasuyu
(%94 su)
Enerji 90-117 kWh
Iki-Fazli Zeytin 1 ton Yag ~ 200
Sistem Yikama suyu 0.1-0.12 m’® Kati+zeytin =~ 800-950
karasuyu
Enerji <90-117 kWh

Son 10 yildir Ispanya’da 2-fazli sistem kullanilmakta; ancak 2-fazli sistemde olusan
camurun bertarafi zor oldugu i¢in diger iilkeler 3-fazli sistemi tercih etmektedirler
(McNamara vd. 2008). Sekil 2.2’de Avrupa’da zeytinyagi lretiminde kullanilan

teknolojiler karsilastirmali olarak verilmistir.
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Sekil 2.2 Avrupa’da kullanilan teknolojiler(Roig vd. 2006)

2.2 Zeytin Karasuyu

Zeytinyag iiretiminde her yil tahmini 10-30 milyon m’ zeytin karasuyu agiga
cikmaktadir (McNamara vd. 2008). Zeytin karasuyunun 6zellikleri kullanilan prosesin

tiiriine, iklim kosullarina ve bolgeye gore farklilik gosterir.

2.2.1 Ozellikleri

Zeytin karasuyu; koyu siyah renk, kendine 6zgii kokusu, yiiksek organik kirlilik
(KOI:40-220 g/L, BOI:35-110 g/L), diisiik pH:3-6, yiiksek toplam organik bilesik (25-
45 g/L), elektrik iletkenligi, yiiksek polifenol igerigi (0.5-24 g/L) gibi ozelliklere
sahiptir (Niaounakis ve Halvadakis 2006). Cizelge 2.3’de 3-fazli sistemden agiga ¢ikan

zeytin karasuyunun bilesimi yer almaktadir.



Cizelge 2.3 Zeytin karasuyunun kimyasal bilesimi (Morillo vd. 2009)

Parametre Ortalama Deger
pH 4.84
Organik madde (g/L) 55.80
Toplam organik karbon (g/L) 37.00
Na (g/L) 0.26
Mg (mg/L) 121.25
Ca(g/L) 0.35
Fe (mg/L) 81.70
Yogunluk (g/cm’) 1.04
Yaglar (g/L) 6.39
Fenoller (g/L) 4.98
Karbonhidratlar (g/L) 7.16
KOI (g/L) 124.67
BOI (g/L) 65.00

Zeytin karasuyunun organik kismi fazla miktarda proteinleri, yaglar1 ve polisakkaritleri
icerir. Ayrica, mikrobiyal ¢ogalmay1 engelleyen fitotoksik bilesenleri de igermektedir.
Zeytinyagindaki fenolik bilesenler, zeytin karasuyunun antimikrobiyal ve fitotoksik
Ozelliklerini belirler. Bu bilesikler, aslinda zeytin bitkisi tarafindan patojenlere karsi
korunma amagli sentezlenmekte ve zeytinyagi ekstraksiyon prosesinde agiga

cikmaktadir (Morillo vd. 2009).

Zeytin karasuyu yiiksek organik kirlilik nedeniyle oldukg¢a ciddi ¢evre problemleri
yaratir. Organik kirlilige neden olan polifenollerin ise biyolojik olarak bozunmasi
zordur. Fenolik bilesenler amfifiliktirler, bu nedenle bir kismi yag fazina gecerken
bliyiik bir kismi ise atik suya gecer. Fenolik bilesenleri igeren zeytin karasuyunun toksik
0zelliginin evsel atik sudan yaklasik 1000 kat daha fazla oldugu bildirilmistir (Morillo
vd. 2009).



2.2.2 Zeytin karasuyundaki fenolik bilesenler

Fenolik bilesiklerin olusumu meyveye (olgunluk, bitki tiirii), iklim kosullarina, saklama
siiresine ve kullanilan prosese baglidir. Zeytin karasuyunun fenol profili karmasik ve
degiskendir. Zeytin karasuyunun kararli olmayisi nedeniyle igerisindeki fenoller
saklama esnasinda pargalanmasi zor olan yiiksek molekiil agirlikli polimerlere

dontismeye egilimlidir (Morillo vd. 2009).

Fenolik bilesenlerin karmasiklig1 literatiirde aydinlatilmistir (Morillo vd. 2009). Zeytin
karasuyunda 30’dan fazla fenolik bilesigin varlig1 tespit edilmistir (McNamara vd.
2008). Farklr ozellikteki ii¢ zeytinde ana fenolik bilesenlerin tirozol, hidroksitirozol,
oleosid metil esteri, oleosid dimetil esteri ve oleuropein oldugu saptanmistir (Morillo
vd. 2009). Zeytin karasuyundaki ana biyofenoller ¢izelge 2.4’de verilmistir (Takag ve
Karakaya 2009).

Cizelge 2.4 Zeytin karasuyundaki ana biyofenoller (Taka¢ ve Karakaya 2009)

Biyofenol Kimyasal Yapisi Ozellikleri

IUPAC ismi: 4-(2-
OH hidroksietil)fenol
Molekiil agirligr: 138.164 g/mol
CAS No.: 501-94-0

Tirozol
HO

IUPAC ismi: 4-(2-hidroksietil)-
OH 1,2-benzendiol
Molekiil agirligr: 154.16 g/mol
CAS No.: 10597-60-1

Hidroksitirozol
HO
OH
IUPAC ismi: 4S,5E,6S)-4-[2-
[2-(3,4-dihidroksifenil )etoksi]-
2-oksoetil]- 5-etiliden-6-
o [[(2S,3R,4S,5S,6R)-3,4,5-
trihidroksi-6-(hidroksimetil)- 2-
Oleuropein i ?’0 tetrahidropiranil]oksi]-4H-
HO/\[TJ’O oy piran-3-karboksilik asit, metil
o ester
Molekiil agirligi: 540.514 g/mol
CAS No.: 32619-42-4




2.2.3 Zeytin karasuyunun cevre iizerine etkileri

Koyu renk, yiiksek biyolojik ve kimyasal oksijen ihtiyaci (BOI-KOI) ve fitotoksik
bilesenlerin varlig1 atiksularin kiy1 sularina veya topraga dokiilmesini engeller. Zeytin
karasuyunun direkt olarak topraga dokiilmesi topragin gozeneklilik ve pH gibi fiziksel
ve kimyasal 6zelliklerini etkiler. Zeytin karasuyunun direkt kullanimindaki esas engel
yiiksek derisimdeki fenolik bilesenlerin fitotoksik etki nedeniyle bitki tohumlarinin
cimlenmesini engellemesidir. Ayrica zeytin karasuyu yiizey sularma dokiildiigliinde
onemli etkilere sahiptir. Zeytin karasuyundaki yiiksek derisimli koyu renkli polifenoller
gollerin ve akarsularin rengini bozabilir. Yiiksek derisimli indirgenmis sekerler
¢Ozlinmis oksijen derisimini azaltarak mikrobiyal solumunu arttirir (McNamara vd.

2008).

Zeytin karasuyunun kontrolsiiz bir sekilde bertarafi Akdeniz iilkelerinde Onemli
problemlere yol agar (Morillo vd. 2009). Genellikle lagiinlerde depolanip yaz aylarinda
buharlastirilir. Baz1 iilkelerde zeytin karasuyu desarji hakkinda yasal diizenleme soz
konusu degildir. Sadece Italya zeytin prosesi atiginin yok edilmesi/geri doniisiimii

hakkinda mevzuata sahiptir (Niaounakis ve Halvadakis 2006).

2.2.4 Zeytin karasuyu aritim yontemleri

Zeytin karasuyu aritim prosesleri; fiziksel, kimyasal, biyolojik veya bu yontemlerin
birlesimi olabilir. Aritim prosesi; etkili olmali, kiigiik 6lgekte kolay ve ekonomik isletim
imkan1 sunmalidir (McNamara vd. 2008). Kullanilan metotlarin hepsi bilimsel ac¢idan
ilgi ¢ekici olmasina ragmen genellikle endiistriyel 6lgekte kullanilmazlar (Roig vd.

2006).
2.2.4.1 Fiziksel aritim
Buharlastirma: Diisiik yatirnm gerektirmesi ve Avrupa iilkelerinde elverisli iklim

kosullar1 nedeniyle yaygin olarak kullanilan yontem, saklama havuzlarinda zeytin

karasuyunun depolanip buharlastirilmasidir; ancak bu yontemde genis alanlara ihtiyag
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duyulur. Ayrica koétii koku ve bocek olusumu gibi bir¢ok probleme neden olur (Roig vd.
2006). Bu yontem, zeytin karasuyunun yiiksek KOI ve toksik 6zelligini gideremez;
sadece zeytin karasuyunun aritilmadan hacmi azaltilmis olur (McNamara vd. 2008).
Zeytin karasuyu buharlastirildiginda sulu ¢amur olusur. Olusan ¢amur kat1 atik sahasina
birakilir veya tarimda ya da yag igerigine bagli olarak 1s1 kaynagi olarak da

kullanilabilir (Roig vd. 2006).

Topraga direkt bosaltma: Bazi calismalarda zeytin karasuyu topraga dokiilmiis,
organik gilibre olarak pozitif ya da negatif etkileri incelenmistir. Yiiksek besin degeri
gibi pozitif etkilerinin yani sira mineral tuz igerigi, diisiikk pH ve fitotoksik bilesenlerin
varlig1 gibi negatif etkileri de mevcuttur. Zeytin karasuyunun bir diger karakteristik
Ozelligi ise patojenlere kars1 yiiksek antimikrobiyal kapasiteye sahip olmasidir (Roig vd.

2006).

2.2.4.2 Fizikokimyasal aritim

Kimyasal maddelerin eklenmesiyle suda ¢oziinen organik bilesenlerin koagiilasyon,
coktiirme veya yok etme yoluyla aritimdir (Roig vd. 2006). Karasuyun kimyasal aritimi
amactyla kullanilan kimyasal bilesiklerden bazilar1 FeCl;, H,SO4, HCI ve Ca(OH),’dir.
Yapilan kimyasal aritilabilirlik caligmalarinda koagiilant olarak genellikle Ca(OH),
kullanilmistir (Anonim 2003).

2.2.4.3 Biyolojik arittim

Biyolojik aritim ¢evresel ag¢idan uyumlu ve en ucuz yontem oldugu i¢in tercih
edilmektedir. Bu tiir proseste, zeytin karasuyundaki kimyasallar1 parcalayan ve/veya
biyopolimer ve biyoyakit gibi katma degerli bilesenlerin {iretiminde atiklari
degerlendiren mikroorganizmalar kullanilir. Mikroorganizma tiirii, zeytin karasuyu
aritimindaki kosullara da bagli olarak aerobik veya anaerobik olabilir (Morillo vd.

2009).
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Aerobik biyolojik parcalama: Aerobik biyolojik aritim, genellikle atik sulardan
kirleticileri uzaklagtirmak i¢in kullanilir, amaci ise atik sularin organik yiikiinii, koyu
rengini ve zehirliligini gidermedir. Genellikle aerobik bakteriler bazi diisiik molekiil
agirlikli fenolik bilesiklere karsi etkili olurken zeytin karasuyunun koyu rengine neden
olan bazi1 biiyiikk molekiil agirlikli fenolik bilesiklere karsi etkisizdir. Arastirmalar,
mantarlarin hem basit hem de karmasik fenol bilesiklerini parcalamada bakterilerden
daha etkili olduklarin1 gdstermistir. Zeytin karasuyundaki aromatik bilesiklerin yapisi
bircok lignin monomerine benzer ve ancak birka¢ mikroorganizma lignin peroksidaz,
mangan peroksidaz ve lakkaz gibi ligninotik enzimleri iireterek par¢alamada etkindir.

(Morillo vd. 2009).

Zeytin karasuyundaki fenolik bilesiklerin giderimiyle fitotoksik etkinin azaldigi
saptanmistir. Bliylik Olgekte zeytin karasuyu aritiminda filamentus mantarlarin
kullanimi, siirekli sistemde mantar pelletlerinin kullaniminin zor olmasi ve birikimler
nedeniyle birtakim problemler yaratir. Bu kisitlamalar nedeniyle aritimda mayalar
kullanilabilir. Geotrichum candidum, Candida tropicalis, Candida boidinii ve
Saccharomyces sp. gibi bazi mayalar zeytin karasuyu fenolik bilesikleri ve KOI

gideriminde etkilidir (Morillo vd. 2009).

Anaerobik biyolojik parcalama: Aerobik proseslere kiyasla bu ydntemin bircok

listiinliigii mevcuttur. Avantajlar;

e Yiksek organik kirlilige sahip beslemede ¢ok iyi giderim/saflastirma
saglanabilir

e Az besin gereklidir

e Az miktarda atik {iretilir

e Biyogaz iiretilebilir.

Zeytin karasuyunun kararsiz yapist (yiiksek C/N orani (~50), diisik pH) anaerobik

parcalanma i¢in probleme neden olur.
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Zeytin karasuyunun kararsiz yapisi ve toksik etkisi gibi problemlerin iistesinden gelmek
icin anaerobik par¢alanmadan Once Onislemler uygulanabilir. Seyreltmenin yani sira
aerobik biyolojik parcalama, bazi mantar tiirleri ile 6nigslem ve baz1 azot kaynaklarinin

eklenmesi gibi 6nislemler uygulanabilir.

Anaerobik ve aerobik biyobozunma karsilastirildiginda, anaerobik proses genellikle ilk
yatirim maliyeti yiiksek olup fazla emek isteyen bir sistemdir. Ayrica, zeytin
karasuyunun iiretildigi yerden aritilacagi yere tasinmasi da maliyetlidir. Bununla
birlikte, giinlimiizdeki ¢aligmalar biyoyakit iiretim potansiyeli nedeniyle anaerobik

aritimlar lizerine de odaklanmistir (Morillo vd. 2009).

Kompostlama: Atiklarin kullanilmasiyla giibre {iretimini amaglayan ve en c¢ok
kullanilan tekniklerden birisidir. Bugday/misir saplar1 ve pamuk atiklar1 gibi bir¢cok
hacim arttirict (bulking) madde kompostlama i¢in kullanilabilir (McNamara vd. 2008).
Atiklarin birkag haftada fitotoksik etkisini azaltip ekim alaninin zenginlesmesini saglar
(Morillo vd. 2009). Ayrica kompostlama ile bu tiir atiklarin topraga direkt verilmesiyle

meydana gelen negatif etkilerden de kagiilmis olur (Roig vd. 2006).

2.3 Mikroorganizma/Enzim Tutuklama

Uygulamada enzim katalizli reaksiyonlarda {i¢ 6nemli dezavantaj s6z konusudur.

e Birgok enzim, isletim kosullarinda kararli degildir ve otooksidasyon,
par¢alanma, denatiirasyon nedeniyle katalitik aktivitelerini kaybedebilirler.

e Enzimler genellikle suda c¢oziinen molekiiller olduklari i¢in hem sulu
cozeltilerden geri kazanmak hem de substrat ve iiriinlerden ayirmak zordur.

e Endiistriyel proseslerin verimliligi, enzimlerin yiiksek derisimdeki substrat ve

tirtinlere toleransinin kisith olmasi nedeniyle genellikle diistiktiir.

Biyokatalizorlerin tutuklanmasi ile bu problemlerin iistesinden gelinebilir (Faber 2011).

Biyokatalizorler, enzimler veya enzim kaynaklari olan hiicrelerdir.
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2.3.1 Tutuklama materyal ve yontemleri

Tutuklanmis hiicre hazirlanmasinda kullanilacak materyal ve uygulanacak yontem

onemlidir. Organik (dogal ve sentetik polimerler) ve inorganik (mineraller ve

fabrikasyon maddeler) yapida birgok malzeme tutuklama materyali olarak kullanilabilir.

Malzemenin se¢iminde yiizey alani, yenilenebilirlik, kimyasal, 1s1l, mekanik dayanim,

uygun sekil ve gozenek cap1 temel alinan parametrelerdir. Kullanilacak materyale gore

de baglama (fiziksel adsorpsiyon, iyonik baglama, kovalent baglama, ¢apraz baglama)

veya hapsetme (matris veya membran i¢ine hapsetme) gibi yontemler uygulanir. Sekil

2.3’de tutuklama yontemleri sematik olarak gosterilmistir (Faber 2011).

Baglama
Tasnciva Capraz
baglama “ o baglama
P ’
.r. Tu, » =
12 | e
ITE:= Tr e ! _' :
| [ t [ (1]
L L 3 Y
Adsorpsivonivonk Kovalent Capraz Birkikie capsaz
baglama baglama baglama basl § f
Hapsetme
Miatris igine Membran igine
hapsetme < - hapsetme
a b '.// \-._
-~ - -~ -
- J
[ < — =
= b - = ol : T [
| 0
| ey (1 y o FEda = |
=8 Ao |© &)
—4 - 4 \ L1 |
Jel/polmer Ters misel Hallow Membran
fiber reaktor
i) = Biyokatalizbr {enzim hiicre) [T]=Tasyicas (Enz) = Enzim

Yizey aktif madde

Sekil 2.3 Tutuklama yontemleri(Faber 2011)

2.3.1.1 Baglama

Taswyicrya baglama

Adsorpsiyon:

Biyokatalizoriin

suda c¢oOziinmeyen makroskopik bir

tasiyictya

adsorpsiyonu en kolay ve en eski yontemdir. Adsorpsiyon, izole enzimlere ve tiim canli
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hiicrelere uygulanabilir. Van der Waals kuvvetleri, iyonik etkilesim, hidrojen bag1 gibi
farkl1 ancak zayif baglar olusur. Zayif bag nedeniyle enzim aktivitesinde azalma
genellikle azdir; ancak tasiyicidan desorpsiyon/sizma; substrat derisimi, ¢Ozicii,

sicaklik, pH gibi reaksiyon parametrelerinde az da olsa degisiklige neden olabilir.

Aktif komiir, aliimina, silika, seliiloz, gbzenekleri kontrollii cam ve sentetik recineler

gibi bir¢cok inorganik ve organik materyal tasiyici olarak kullanilabilir (Faber 2011).

Iyonik baglama: Iyon degistirici regineler polar yiizeyleri nedeniyle proteinleri kolayca
adsorplarlar, bu nedenle de enzim tutuklamada oldukca yaygin kullanima sahiptirler.
Karboksimetil seliiloz, Amberlit IRA gibi katyon degistirici regineler ve N,N-dietil-
aminoetilseliilloz, Sephadex gibi anyon degistirici recineler endiistriyel alanda
kullanilirlar. Baglama, fiziksel adsorpsiyondan daha kuvvetli olmasina karsin ortamdaki
diger iyonlardan kolaylikla etkilenir. Bu nedenle enzim desorpsiyonunu dnlemek igin

iyon derisimi ve pH korunumu iyonik baglamada énemlidir (Faber 2011).

Kovalent baglama: Enzim makroskopik tasiyiciya kovalent baglanirken kararl
kimyasal baglar tersinmez bir sekilde olusur, bdylelikle disar1 sizma onlenmis olur. Bu
yontemin dezavantaji ise aktivite kayiplarinin gozlenebilmesidir. Kovalent baglama

genellikle iki adimda gergeklestirilir:

e Reaktif grup ile tasiyicinin aktivasyonu

e Enzim baglanmasi

Gozenekli cam kovalent baglama i¢in yaygin olarak kullanilan inorganik bir tastyicidir.
Polisakkarit tiiri dogal polimerler (seliiloz, dekstran, nisasta, kitin, agaroz) iyi
tanimlanmis gozenek boyutu nedeniyle inorganik materyallere alternatif olabilirler.
Kovalent baglama ile enzim tutuklama yontemine yeni bir alternatif, uyari-cevap diger
bir adiyla “akill’” polimerlerdir. Sicaklik, pH gibi kiigiik cevresel degisimlere yapisini
degistirerek cevap verir (Faber 2011).
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Capraz baglama

Tastyict kullanimi katalitik aktivitenin azalmasina neden olur. Bu durum, enzim
molekiillerinin birbirine capraz baglamasi ile asilabilir. Boylece suda ¢oziinmeyen
biiyiik molekiil kiimeleri elde edilir. Enzim molekiilleri ya birbirine ¢apraz baglanir ya
da inaktif molekiillere baglanir. Capraz baglama ile tutuklamada en ¢ok kullanilan
biyofonksiyonel reaktiflere a,w-glutaraldehit, dekstran polialdehit 6rnek verilebilir. Bu
yontem basit olmasina karsin bazi dezavantajlar1 vardir. Yumusak kiimeler dolgulu
kolonlarda kullanilamaz, ayrica difiizyon problemleri nedeniyle aktiviteleri de kisithidir

(Faber 2011).

2.3.1.2 Hapsetme

Matris icine hapsetme

Jel icine hapsetme: Bazi1 durumlarda enzim direkt olarak baglamay1 tolere etmeyebilir;
bdyle durumlarda gozenekli matrise fiziksel olarak hapsedilebilir. Katalitik aktiviteyi
koruyabilmek i¢in substrat ve liriin molekiilleri gézenekli yapidan rahatca igeri girip
disart  ¢ikabilmelidir. Hapsetme, 1limli bir ydntemdir ve canli hiicrelerin
tutuklanmasinda da kullanilabilir. Canli hiicreler icin sik kullanilan biyolojik matrisler
agar, aljinat veya «-carrageenandir. Bu tiir biyolojik matrislerin sicaklik ve iyon
degisimlerine karsi kararsiz olusu, diisiik mekanik dayanim gibi bazi dezavantajlar
vardir. Bu durumun {stesinden gelmek icin metal Si-alkoksitin hidrolitik
polimerizasyonuyla olusan daha kararli bir yap1 olan inorganik silika matrisler
kullanilabilir. Bu proses sol-gel metodu olarak bilinir ve biiyiik dlgek isletime uygundur

(Faber 2011).

Misel ve kabarcik olusumu: Organik bir ¢oziicii ve bir deterjan gibi su igeren bazi
bilesenlerin karisimi, organik ¢oziiciiniin siirekli fazda oldugu durumlarda seffaf bir
cozelti olustururlar. Su, 6-40 nm ¢apa sahip mikroskobik damlalar olusturur ve ylizey
aktif madde ile damlalarin etraft sarilir. Olusan yap1 organik ¢oziicii igine gomiilii ve

misel yapist ters donmiis haldedir. Bu yapiya “ters misel” adi verilir. Yigin fazda su
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bulundugu zaman miseller yiizey aktif madde ile simetrik ¢ift katli bir katmanla

cevrelenebilirler; boylece “kabarcik” olusur. Sekil 2.4’de ters misel ve kabarcik yapisi

gorilmektedir.
Ters misel Kabarcik-Lipozom
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Sekil 2.4 Ters misel ve kabarcik i¢gine enzim hapsetme(Faber 2011)

Kabarcik icine hapsedilen su “normal” sudan farkli olarak diisiik donma noktasi, ytliksek
viskozite, diisiik hidrojen bag1 gibi kimyasal ve fiziksel 6zellige sahiptir. Enzimler bu su

havuzunda kalip katalitik aktivitelerini koruyabilirler (Faber 2011).

Membran icine hapsetme: Enzimler bir membran ile sinirlt bir bolgeye hapsedilebilir.
Aslinda tutuklama iglemi olmadan enzim igin sinirli bir alan yaratir. Reaktor tiiriine gore
cesitlilik (hollow fiber, diiz ve silindirik) gosterir. Kiiclik substrat ve/veya iiriin
molekiilleri membran gozeneklerine rahat¢a difiizlenirken biiyiik enzimler diflizlenemez

(Faber 2011).

Sentetik membranlar: Hassas biyolojik matrislere alternatif olarak poliamid veya
polietersiilfon temelli sentetik membranlar kullanilabilir. Sentetik membranlar,
enzimlerin ultrafiltrasyon ile saflagtirilmasinda kullanilmaktadir ve 500 ile 300 000 Da
araligin1 kapsayan belli bir gozenek boyutuna sahip olup ticari olarak mevcutturlar.
Biyokatalizor membran i¢ine hapsedildiginde ancak kiiciik substrat/iiriin molekiilleri

kolayca bariyerin gozeneklerinden difiizlenebilir. Bu yontem, stirekli isletime olanak
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verir; ayrica kiitle aktarim kisitlamalart ve katalitik Ozelliklerin  degisimi  gibi

dezavantajlardan da kacginilmis olur (Faber 2011).

2.4 Kaynak Ozetleri

Literatiirde zeytin karasuyu biyoaritimi ile ilgili bir¢ok calisma yer almasina karsin
tutuklanmis mikroorganizmalar ile zeytin karasuyu biyoaritim ¢alismalar1 sinirhidir. Bu
boliimde, serbest mayalar ile gerceklestirilen bazi zeytin karasuyu biyoaritim ¢aligmalari
ve hapsetme ya da ylizey adsorpsiyonu ile tutuklanmis mikroorganizmalar kullanilarak

gergeklestirilen zeytin karasuyu biyoaritim ¢aligmalarina yer verilmistir.

2.4.1 Serbest hiicreler ile zeytin karasuyu biyoaritimi

Zeytin karasuyunda ¢ogalan Yarrowia lipolytica, karasuyun KOI degerini 24 st’de %80
azaltmig; ayni kosullarda 22.45 g/L biyokiitle ile lipaz enzimi olusmustur. Proses
sirasinda organik ve inorganik maddelerin biiyiik bir kismi tiiketilmistir (Scioli vd.

1997).

Bir diger ¢alismada da benzer sekilde, Y. lipolytica ve C. rugosa’nin zeytin karasuyunda
cogalma ve atig1 parcalarken degerli bilesenler iiretmesi incelenmistir. Hiicrelerin
cogalmast ve karasuyun pargalanmasina bilesim, seyreltme ve eklenen besi
maddelerinin etkileri belirlenmistir. Hiicreler, seyreltilmemis ve KOI degeri 100-200
g/L arasinda olan ortamlarda c¢ogalmis, hemen hemen ortamda bulunan tiim sekeri
tiikketmis ve KOI degerini énemli dl¢iide azaltmislardir. Y. lipolytica karistirma hiz1 ve
eklenen besi maddelerinden daha az etkilenmistir (Gongalves vd. 2009). Ayni
arastiricilar bir diger calismalarinda, Y. lipolytica ve C. rugosa’nin seyreltilmemis
zeytin karasuyunda ¢ogalabildiklerini ve lipaz tiretimini gergeklestirdiklerini bildirmistir

(Gongalves vd. 2007).

Iki tiir Y. lipolytica 'mn zeytin karasuyunda ¢cogalmasi ve lipaz gibi degeri yiiksek madde
iiretim yeteneginin incelendigi bir diger ¢alismada, ¢ogalmay1 ve zeytin karasuyunun
parcalanmasini etkileyen faktorlerden azot destegi, hiicre derisimi ve ylizey aktif madde

ilavesinin etkileri incelenmistir. Her iki tiir de KOI degeri 19 g/L ve toplam fenol
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derisimi 800 mg/L olan zeytin karasuyunda ¢ogalmistir. Lipaz iiretimi 6 g/L ye kadar
amonyum siilfat eklenmesiyle artmis ve KOI degerinde %80, toplam fenolde %70
azalma saglanmistir. Sonuglar, lipaz iiretim kosullar1 ile KOI uzaklasmasi kosullarinin

ayni olmadigin1 gostermistir (Lopes vd. 2008).

Panus tigrinus, Funalia trogii ve Trametes versicolor beyaz ciirlik¢lil mantarlar
calkalamali erlenlerde zeytin karasuyu aritimi ve fenoloksidaz enzim iiretiminde
kullanilmiglardir. 7. versicolor %60 renk, %72 KOI ve %87 fenol gidermistir. F. Trogii
ise 27000 U/g lakkaz enzimi iiretmistir. Ayrica, 7. versicolor kabarcik kolon
biyoreaktdrde cogaltilarak siirekli isletim ile %65 KOI ve %73 fenol giderimi
saglamistir. P. tigrinus ise diisiik performansindan dolayi tercih edilmemistir (Cerrone

vd. 2011).

Bir diger c¢alismada, C. oleophila zeytin karasuyundan izole edilerek biyoaritimda
kullanilmistir. Ek besin maddesi ilave edilmeden ham ZK kullanildiginda %350 organik
yiik ve %83 toplam polifenol giderimi elde edilmistir (Amaral vd. 2012).

Rhodotorula mucilaginosa zeytin karasuyundan izole edilerek zeytin karasuyu ve ayrica
karasuda bulunan 6 fenolik bilesenin biyoaritiminda kullanilmistir. Zeytin karasuyunda
bulunan protokatesik asit, vanilik asit, p-kumarik asit ve tirozol bilesenlerini tamamen;
gallik asit ve katesolii sirasiyla %56 ve %44 oraninda giderebilmistir. R. mucilaginosa,
kullanilan ZK aritim ortamlarina gore %5.84-%34.81 fenol ve %38.38-%56.91 KOI
giderimi saglamistir (Jarboui vd. 2012).

Aragtirma grubumuz tarafindan gerceklestirilen ¢alismalarda ise Rhodotorula glutinis
zeytin karasuyu biyoaritiminda c¢ogaltilmig ve toplam fenol giderimi izlenmistir. R.
glutinis ile biyoaritimda baslangic zeytin karasuyu derisimi, azot kaynagi tlir ve
derisimi, sicaklik ve karigtirma hizi etkisi incelenmis ve biyoaritim ortamindaki pH
artisinin toplam fenol giderimine karsilik geldigi belirlenmistir. Zeytin karasuyunun
herhangi bir 6niglem gérmeden kullanildigi ve iire iceren biyoaritim ortaminda 30 °C
sicaklik ve 150 rpm karistirma hizi kosullarinda ortam pH degeri 8.9’a ulasirken, 120 st
sonunda %89 toplam fenol giderimi elde edilmistir (Karakaya vd. 2012).
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2.4.2 Tutuklanms hiicreler ile zeytin karasuyu biyoaritim

Lentinula edodes poliiiretan koplik iizerine tutuklanarak zeytin karasuyu aritimi i¢in her
biri 8 giin siiren ardisik ii¢ kesikli isletimde kullanilmigtir. Tutuklama isleminde,
gozenek boyutu 0.4-0.6 mm olan yaklasik 30 adet politiretan kopiik, 200 ml ortam ve 5
ml hiicre siispansiyonu igeren erlene konularak 28 °C ve 200 rpm’de ¢alisan ¢alkalamali
hava banyosunda 5 giin tutulmustur. Uzerine hiicrelerin tutuklandigi kéopiikler;
sakkaroz, maya 0ziitii ve Tween 80 ile desteklenen 300 ml zeytin karasuyuna konulmus
ve 30 °C ve 30 rpm’de calisan cgalkalamali hava banyosunda 8 giin tutulmustur. Ug
isletim icin sirastyla %83.5, %88.5 ve %78 toplam fenol, ayrica % 75, %72 ve %34
renk giderimi saglanmistir (D’ Annibale vd. 1998).

Coriolus versicolor veFunalia trogii hiicreleri Ca-aljinat taneciklerine tutuklanmis ve
kesikli sistemde kullanilmistir. Tutuklanan hiicreler 50 ml zeytin karasuyu igeren erlene
konulmus,30 °C ve 150 rpm’de ¢alisan ¢alkalamali hava banyosunda 6 giin tutulmustur.
C. versicolor yaklasik olarak %63 KOI, %90 fenol ve %65 renk giderimi, F. trogii
yaklasik olarak %70 KOI, %93 fenol ve %81 renk giderimi saglamistir (Yesilada vd.
1998).

Candida tropicalisYMEC14, Ca-aljinat taneciklerine tutuklanarak kesikli biyoreaktérde
kullanilmistir. 50 rpm’de ¢alisan kesikli biyoreaktorde hekzan igeren zeytin
karasuyunda 24 saat sonunda % 69.7 KOI, %69.2 monofenol ve %55.3 polifenol
giderimi saglamistir (Ettayebi vd. 2003).

Bir diger ¢aligmada, zeytin karasuyunun aritilmasi i¢in bazi kiif tiirleri odun talasina
tutuklanmistir. Deneyler karistirmal1 erlenlerde gergeklestirilmis pH, polifenol ve KOI
degerleri izlenmistir. Deneylerde, 10 g odun talasi ve 5 ml besi yeri erlene konulmus,
ortama ekim yapilmis ve 50 ml zeytin karasuyu eklenmistir. Erlen 30 °C’de ¢alisan
calkalamali hava banyosunda 15 giin tutulmustur. Bu siire sonunda KOI’nin %60
azaldig1, polifenol pargalanmasinin %87 gerceklestigi ve pH degerinin 4.5 dan 6.6 ya
ciktig1 belirlenmistir (Amhayjji vd. 2005).
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Phanerochaete  chrysosporium “loofa” {lizerine tutuklanarak kesikli sistemde
kullanilmistir. Yaklagik 1 cm uzunluk ve 7 cm ¢apa sahip olan loofa diskler hazirlanmas,
1 saat sicak saf suda bekletilmis ve 50 °C’de kurutulmustur. Kurutulan diskler erlene
alinmis tizerine 18 ml zeytin karasuyu ve 2 ml hiicre siispansiyonu eklendikten sonra
30°C’ de 8 giin ¢alkalamadan bekletilmistir. Bu siire sonunda %90 toplam fenol, %50
KOI, %60 renk ve %95 aroma giderimi saglamistir (Ahmadi vd. 2006).

Phanerochaete chrysosporium poliiretan koptige tutuklanarak kesikli biyoreaktdrde
ardisik olarak kullanilmis ve 85 saatte %70 renk giderimi saglamis; Aspergillus niger
poliiiretan siinger parcalarina tutuklanarak kesikli reaktorde ardisik olarak kullanilmis
ve 8 glinde %67 fenol uzaklastirmis; Candida tropicalis hiicreleri Ca-aljinat taneciklere
tutuklanmis, kesikli sistemde kullanilmis ve 24 st’de %60 renk ve %36.5 fenol giderimi
saglamistir (Singh 2006).

Geotrichum candidum kesikli sistemde kullanilmak iizere Ca-aljinat taneciklerine
tutuklanmigtir. Tutuklanan hiicreler 500 ml %75 zeytin karasuyu iceren erlene
konulmustur. Erlen, 25 °C ve 180 rpm’ de galisan ¢alkalamali hava banyosunda 14 giin
tutulmustur. %52 KOI ve %49.1 toplam fenol giderimi saglanmustir (Blevevd. 2011).

Politiretan kopiik iizerine/ylizeyine tutuklanmis Pycnoporus coccineus ve Coriolopsis
polyzona beyaz cliriik¢iil mantarlar1 zeytin karasuyu biyoaritiminda kullanilmiglardir.
Ardisik ii¢ kesikli isletimde kullanilan P. coccineus ile yaklasik %40 KOI ve %50 renk
giderimi saglanirken, iki ardisik sistemde kullanilabilen C. Polyzona ile %45 KOI ve
%25 renk giderimi elde edilmistir (Neifar vd. 2012).

2.5 Rhodotorula glutinis

Rhodotorula glutinis, karotenoid {ireten (torulen, B-karoten) turuncu-kirmizi renkli bir
mayadir (Malisorn ve Suntornsuk 2008). Spor olusturmazlar, ender olarak ilkel yalanci
misel yaptiklar1 saptanmistir. Cogalmalar1 ¢ok yonlii tomurcuklanmayla olur. Dogada
cok yaygin olarak bulunan bu mayalar hava ve toz ile bulastiklar1 igin
laboratuvarlardaki en biiyiik kontaminasyon kaynagini olustururlar. Cok yiiksek oranda

yag igerirler (Anonim 2000).
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Literatiirde, tutuklanmig R. glutinis’in zeytin karasuyunun biyoaritiminda kullanimi
bilgisi yer almamaktadir. R. glutinis’in farkli biyoproseslerde kullanilmak iizere

tutuklamasina yonelik sinirli sayidaki ¢alismalar ise asagida 6zetlenmistir:

Asetofenon ve analoglarinin asimetrik indirgenmesinde Ca-aljinat jellerine tutuklanmis
R.glutinis kullanilmistir. Optimum kosullarda tutuklanmis R.glutinis ile 45 mM (5.4 g)
substrattan (asetofenon) 35mM (4.3 g) iiriin ((S)-1-feniletanol) elde edilmistir. Verim
%77 olarak hesaplanmistir (Kurbanoglu vd. 2010a). Ayni arastiricilar bir diger
caligmalarinda, siirekli isletim ile kiral alkol {iretimi i¢in Ca-aljinat jellerine tutuklanmis
R.glutinis hiicreleri kullanmistir. Optimum kosullarda 30 giin siirekli igletim ile 10.8 mL

(S)-1-feniletanol iiretilmis ve %75 verim saglanmistir (Kurbanoglu vd. 2010b).
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Analiz ve ortam hazirlamada kullanilan kimyasallar analitik saflikta, biyokimyasallar
mikrobiyolojik safliktadir. Calismada kullanilan kimyasal maddeler EK 1°de, cihazlar

ise EK 2’de verilmistir.

3.1.1 Zeytin karasuyu

Zeytin karasuyu, Taylieli Zeytin ve Zeytinyag Isletmesi’nden (Burhaniye/Balikesir)
saglanmistir. Calismada, ZK1, ZK2 ve ZK3 olarak adlandirilan farkli iiretim
donemlerindeki zeytin karasulari kullanilmigtir. Zeytin karasular -30°C’de saklanmugtir.

Cizelge 3.1°de calismada kullanilan zeytin karasularinin 6zellikleri yer almaktadir.

Cizelge 3.1 Caligsmada kullanilan zeytin karasularinin (ZK) 6zellikleri

Zeytin karasuyu pH Toplam fenol derisimi
(mg/L)

ZK1 4.30 1810

ZK2 4.42 1200

ZK3 4.57 1094

Kullanilacak olan zeytin karasuyu 6nce 12.000xg’de 10 dk santrifiijlenerek ¢oziinmemis
katilardan ayirilmis; bu karasu ile hazirlanan biyoaritim ortamlar1 ise 121 °C’de 20 dk

sterilize edildikten sonra biyoaritim baglatilmistir.

3.1.2 Tutuklama materyalleri

Zeytin cekirdegi Taylieli Zeytin ve Zeytinyag1 Isletmesi’nden 6giitiilmiis formda, zeolit
Rota Madencilik A.S’den micir halinde, poliiiretan kopiik ticari olarak bir yapi

marketinden, agar ve Ca-aljinat ise ticari olarak saglanmistir.
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3.2 Yontem
3.2.1 Mikroorganizma ve saklama

Calismada, ticari olarak saglanan Rhodotorula glutinis (DSM 70398) mayasi
kullanilmugtir. R. glutinis, agar igeren egik tiiplerde (+4 °C) ve mikrobank™ viallerde
(Pro-Lab Diagnostics Microbank™) (-30 °C) saklanmis ve belli zaman araliklari ile stok

tazeleme islemi yapilmistir.

3.2.2 Mikroorganizma ¢ogaltma

Rhodotorula glutinis,ZK-agar olarak adlandirilan kati1 ortamda c¢ogaltilmistir. ZK-agar
ortami; 3 g/L maya 06ziitii, 3 g/L malt 6ziitii, 5 g/L pepton, 10 g/L glukoz ve 15 g/L agar
iceren UYM (Universal Yeast Medium) ortamindan farkli olarak 20 g/L agar icerecek
sekilde ve damitik su yerine zeytin karasuyu kullanilarak hazirlanmistir. R. glutinis, ZK-

agar ortamlarinda T= 30 °C’de 24 st siire ile inkiibe edilmis ve +4°C’de saklanmustur.

Mayalar, zeytin karasuyu igeren sivi ortamlarda ¢ogaltildiktan sonra tutuklanmis olarak

veya kontrol olarak kullanilacaklar1 biyoaritim ortamlarina dogrudan aktarilmislardir.

3.2.3 Mikroorganizma tutuklama

Rhodotorula glutinis’i tutuklama materyalleri olarak Ca-aljinat pelletleri, 6giltiilmiis
zeytin ¢ekirdegi, agar, poliliretan kopilik ve zeolit kullanilmigtir. Hiicreler; Ca-aljinat
pelletlerine ve agara hapsetme yontemi ile zeytin ¢ekirdegi, poliiiretan kopiik ve zeolite

ise fiziksel adsorpsiyon yontemi ile tutuklanmaistir.

3.2.3.1 Ca-aljinat pelletlerine tutuklama

Tutuklama isleminde, 25 ml Na-aljinat ¢ozeltisi ile steril kosullarda farkli derisimlerde
ZK ve azot kaynagi (iire veya amonyum siilfat) iceren sivi 6n ¢gogalma ortamindan 48 st
sonunda coktiiriilen ve yas agirligi bilinen hiicre karistirilmistir. Karisim, peristaltik

pompa yardimiyla oda sicaklifinda, siirekli karigtiritlan 0.1 M CaCl, ¢ozeltisi igerisine
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damla damla ilave edilmistir. Bu sekilde sodyum iyonlar ile kalsiyum iyonlar1 yer
degistirerek suda ¢oziinmeyen ve igerisine hiicrelerin hapsoldugu Ca-aljinat jel pelletleri
olusturulmustur. 25 ml Na-aljinat ¢Ozeltisi ile ortalama 296 adet Ca-aljinat pelleti
olusmaktadir. Pellet ¢apmin biyoaritima etkisinin incelendigi deneylerin haricindeki
tiim denemelerde pellet ¢ap1 D,=3 mm’dir. Hazirlanan pelletler, saglam yapida olmalari
icin +4 °C’de 1 st 0.1 M CaCl, ¢ozeltisi igerisinde bekletilmistir. Bu siire sonunda
pelletler bir slizge¢ yardimiyla ortamdan ayirilip kalsiyum iyonlarmin fazlasi ve
tutuklanmayan hiicrelerin uzaklastirilmas: amaciyla fizyolojik su (%0.9 NaCl) ve
ardindan saf su ile yikandiktan sonra kullanilacaklari biyoaritim ortamina alinmistir.
Tutuklama islemi steril kosullarda gergeklestirilmistir. Calismada kullanilan tutuklama

diizeneginin fotografi sekil 3.1°de gosterilmistir.

..

Sekil 3.1 Ca-aljinata tutuklama deney diizenegi

3.2.3.2 Zeytin ¢ekirdegine tutuklama

Kuru agirhigi 40 g olan 6giitiilmiis zeytin ¢ekirdekleri, 121 °C’de 20 dk sterillenmistir.
Steril zeytin ¢ekirdekleri, 500 ml’lik erlendeki farkli derisimlerde ZK ve iire igeren 100
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ml biyoaritim ortamlarina konularak iizerine sivi 6n ¢ogalma ortaminda (kullanilan
biyoaritim ortamui ile ayni bilesimde) 48 st ¢ogaltilan hiicreler slispansiyon halinde (40
ml) ilave edilmistir. Tutuklama isleminin gerceklestirildigi erlenler, T= 30 °C ve N= 75
rpm’de c¢alisan calkalamali hava banyosunda 48 st bekletilmistir. Hiicrelerin
tutuklandig1 zeytin c¢ekirdekleri bir siizge¢ yardimiyla steril kosullarda siiziilerek

kullanilacaklar1 biyoaritim ortamlarina alinmistir.

3.2.3.3 Agara tutuklama

%?2 (a/h) agar ¢ozeltisi hazirlanip, 121 °C’de 20 dk sterillenmistir. Agar sicaklig
yaklasik 42 °C civarma geldigi zaman, 48 st sonunda sivi 6n ¢ogalma ortaminda
(TFy=330 mg/L ve 2.27 g/L iire) ¢ogaltilan hiicreler 33.5xg’de 10 dk santrifiijlenerek
coktliriilmiis ve yas agirligr bilinen hiicreler ile karistirilip petri kabina dokiilerek jel
haline gelmesi beklenmistir. Bir pipet ucu yardimiyla kiiresel sekil verilen jeller ile
birlikte kiiresel sekil verilemeyen kisim sekilsiz olarak 500 ml’lik erlendeki 100 ml

biyoaritim ortamina aktarilmistir.

3.2.3.4 Poliiiretan kopiige tutuklama

Kuru agirhigr 0.3827 g olan ve yaklasik 0.5 cm’lik politiretan kopiik kiipler saf su
igerisinde 121 °C’de 20 dk sterillenmistir. Baglangi¢ toplam fenol derisimi 330 mg/L
olan ZK ve 2.27 g/L iire igceren 100 ml sivi 6n ¢ogalma ortaminda hiicreler 48 st
cogaltildiktan sonra 33.5xg’de 10 dk santrifiijjlenerek ayirilmistir. Ayirilan hiicreler
tartilarak yas agirlig1 belirlenmistir. Steril politiretan koptik kiipler, 500 mI’lik erlendeki
100 ml- s1v1 6n ¢ogalma ortami ile ayn1 bilesime sahip- biyoaritim ortamina konularak
lizerine yas agirlig1 bilinen hiicreler aktarilmistir. Tutuklama isleminin gerceklestirildigi
erlen, T=30 °C ve N=75 rpm’de ¢alisan ¢alkalamali hava banyosunda 1 st bekletilmistir.
Uzerine hiicrelerin tutuklandigs képiikler bir siizge¢ yardimiyla steril kosullarda

stizlilerek biyoaritim ortamlarina alinmistir.
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3.2.3.5 Zeolite tutuklama

Zeolit, kullanilmadan 6nce yilizey alanini artirmak i¢in 6gitiilmiis ve yaklagik 1 mm
capli olanlar1 tutuklama islemi i¢in secilmistir. Zeolit, icerdikleri safsizliklar
uzaklagtirmak amaciyla saf su ile yikanmig; 120 °C’de 3 saat kurutulup sabit tartima
geldikten sonra 121 °C’de 20 dk sterillenmistir. Baslangi¢ toplam fenol derisimi 330
mg/L olan ZK ve 2.27 g/L iire igeren 100 ml s1vi 6n ¢ogalma ortaminda hiicreler 48 st
cogaltildiktan sonra 33.5xg’de 10 dk santrifiijlenerek ayirilmistir. Ayirilan hiicreler
tartilarak yas agirlig1 belirlenmistir. Steril zeolitler, 500 ml’lik erlendeki 100 ml- s1v1 6n
cogalma ortami ile ayni bilesime sahip- biyoaritim ortamina konularak iizerine yas
agirlig1 bilinen hiicreler aktarilmistir. Tutuklama isleminin gerceklestirildigi erlen, T=30
°C ve N=75 rpm’de calisan c¢alkalamali hava banyosunda 1 st bekletilmistir. Bekleme
sonucunda ortamdan siizge¢ yardimiyla ayirilan ve iizerine/gdzeneklerine hiicrelerin

tutuklanmis oldugu zeolitler, kullanilacaklar1 biyoaritim ortamlarina alinmistir.

3.2.4 Tutuklanmms R. glutinis’in Kkesikli ve yar1 Kkesikli isletim ile erlende
gerceklestirilen biyoaritimda kullanim

Rhodotorula glutinis hiicreleri uygun tutuklama yontemi kullanilarak farkli materyallere
tutuklandiktan sonra steril kosullarda zeytin karasuyu igeren sivi biyoaritim ortamlarina

aktartlmiglardir.

Biyoaritim ortamlarindan belli zamanlarda alinan 6rnekler +4 °C ve 12.000xg’de 10 dk
santrifiijlenmistir. Cokelti, sizan hiicre agirhigini belirlemek {izere; st sivi faz ise pH
degeri, toplam fenol derisimi ve kimyasal oksijen ihtiyaci (KOI) belirlemek iizere

ayirilmistir.

3.2.4.1 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanan R. glutinis’in biyoaritimda kullanimi
Steril kosullarda hazirlanan pelletler, farkli derisimlerdeki zeytin karasuyu bulunan
erlenlere konulduktan sonra T=30 °C ve N=150 rpm’de ¢alisan ¢alkalamali hava

banyosuna yerlestirilmis; kesikli veya yar1 kesikli igletimlerile biyoaritimlar

gerceklestirilmistir. Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis hiicre ve tutuklanan hiicreye es

27



deger miktarda serbest hiicre iceren biyoaritim ortamlar1 paralel olarak
hazirlanmistir.Ayrica hiicre igermeyen Ca-aljinat pelletleri de kontrol amacgli olarak

kullanilmustir.

3.2.4.2 Zeytin cekirdegine tutuklanan R. glutinis’in biyoaritimda kullanimi

Steril kosullarda {izerine hiicre tutuklanan zeytin ¢ekirdekleri, farkli derisimlerde zeytin
karasuyu bulunan erlenlere konulduktan sonra T=30 °C ve N=75 rpm’de (karigtirma hizi
deneyleri hari¢) calisan ¢alkalamali hava banyosuna yerlestirilerek biyoaritimlar
gergeklestirilmistir. Bu deneylerde, biyoaritim ortamina tutuklanmis halde aktarilan

hiicre miktar1 belirlenememistir.

3.2.4.3 Agara tutuklanan R. glutinis’in biyoaritimda kullanimi

Steril kosullarda agar igerisine hapsedilen hiicreler, farkli derisimlerde zeytin karasuyu
bulunan erlenlere konulduktan sonra T=30 °C ve N=150 rpm’de ¢alisan ¢alkalamali
hava banyosuna yerlestirilerek biyoaritimlar gerceklestirilmistir. Biyoaritim ortaminda

tutuklanmig halde yas agirlik olarak 0.3153 g hiicre bulunmaktadir.

3.2.4.4 Poliiiretan kopiige tutuklanan R. glutinis’in biyoaritimda kullanimi

Steril kosullarda iizerine/gdzeneklerine hiicre tutuklanan politliretan kopiikler, farkl
derisimlerde zeytin karasuyu bulunan erlenlere konulduktan sonra T=30 °C ve N=150
rpm’de  c¢alisan  calkalamali  hava  banyosuna yerlestirilerek  biyoaritimlar
gergeklestirilmistir. Ancak bu deneylerde, biyoaritim ortamina tutuklanmis halde

aktarilan hiicre miktar1 belirlenememistir.
3.2.4.5 Zeolite tutuklanan R. glutinis’in biyoaritimda kullanim
Steril kosullarda iizerine/gézeneklerine hiicre tutuklanan zeolitler, farkli derisimlerde

zeytin karasuyu bulunan erlenlere konulduktan sonra T=30 °C ve N=150 rpm’de calisan

calkalamali hava banyosuna yerlestirilerek biyoaritimlar ger¢eklestirilmistir. Ancak bu
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deneylerde, biyoaritim ortamina tutuklanmis halde aktarilan hiicre miktar

belirlenememistir.

3.2.5 Tutuklanmus R. glutinis’in kolon sistemde gerceklestirilen biyoaritimda
kullanim

Erlenlerde ¢alkalamali sistemde yapilan kesikli ve yar1 kesikli biyoaritimlarin ardindan,
R. glutinis ile zeytin karasuyu biyoartiminin endiistriye uygulanabilirli§inin denenmesi
amaciyla dolgulu kolon sistemde deneyler gergeklestirilmistir. Kolon sistem
denemelerinde tutuklama materyali olarak hem Ca-aljinat pelletleri hem de zeytin

cekirdegi kullanilmistir.

3.2.5.1 Zeytin cekirdegine tutuklanmis R. glutinis ile kolon sistemde biyoaritim

Zeytin ¢ekirdegine tutuklanan R. glutinis ile geri dongii ile kesikli olarak calistirilan
kolon sistemde biyoaritim gergeklestirilmis olup; kullanilan sistem sekil 3.2°de
gosterilmigtir. Kullanilan kolon i¢in L/D=10, geri dongi akis hizi Q=17.6 ml/dk,
kolonda kalma siiresi 4 dk, siirekli hava gonderilen ve pH degeri izlenen depo tanktaki

karistirma hizi ise N=250 rpm’dir.
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Sekil 3.2. a.Zeytin ¢ekirdegine tutuklanmis R. glutinis ile biyoaritimin incelendigi kolon
sistemi sematik gosterimi, b. Tutuklanmis R. glutinis ile biyoaritimin

incelendigi kolon sistemi fotografi
1.Biyoreaktor kontrol iinitesi; 2. Hava girisi; 3. Mekanik karistirict; 4. pH probu; 5. Sicaklik probu; 6.
Geri sogutucu; 7. Pompa; 8. Cam kolon; 9. Depo tank.
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3.2.5.2 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis ile kolon sistemde biyoaritim

Kati ZK-agar ortaminda c¢ogaltilan hiicreler 24 st sonunda kullanilacak biyoaritim
ortamlariyla ayni bilesime sahip sivi 6n ¢ogalma ortamina (TFy;=980 mg/L, 9.08 g/L
ire) astlanmistir. Sivi ortamda ¢ogaltilan hiicreler tutuklandiktan sonra L/D=10 olan
cam kolona steril kosullarda aktarilmistir. Biyoaritimda, ilk 96 st sekil 3.2 a’da
gosterilen sistemde geri dongii ile calisilmis, ardindan sekil 3.3’de gosterilen siirekli
sistem kullanilmigtir. Sistemdeki V=2 L hacmindeki biyoreaktor tanki geri dongi
deposu olarak kullanilmis ve deneye V=500 ml olacak sekilde baglanilmistir. Ca-aljinat
pelletlerinin kullanildig1 biyoaritimda, 6n ¢ogalma ortamindan farkli olarak Ca-aljinat
pelletlerinin saglamligini artirmak {izere biyoreaktor tankina 0.005 M CaCl,.2H,0 ilave
edilmistir. Kolona yaklagik 710 adet pellet konulmustur. Sistemdeki akis hiz1 24 ml/dk
olup kolonda kalma siiresi 2.6 dk’dir.

Sekil 3.3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis ile biyoaritimin incelendigi

stirekli isletim kolon sistemi sematik gosterimi
1. Biyoreaktor kontrol {initesi; 2. Hava girisi; 3. Mekanik karistirici; 4. pH probu; 5. Sicaklik probu; 6.
Geri sogutucu; 7. Pompa; 8. Cam kolon; 9. Depo tank; 10. Ham ZK sisesi; 11. ZK tahliye sisesi
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Geri dongii tankinda karistirma hizi N= 100 rpm’de sabit tutulmustur. Kolon ve tank
sicakligr sirkiilator yardimiyla T= 30 °C’da sabit tutulmus ve ortama Q=0.6 L/dk akis
hizinda hava beslenmistir. Sistem Once geri dongiilii, daha sonra pH degeri yiikselip
8.00’e ulasinca bu degere set edilerek siirekli isletimde calistirilmistir. Stirekli igletimde
biyoreaktor tankina ham ZK beslenirken yatigkin halin saglanabilmesi amaciyla ayni
miktarda ZK da tanktan atik sisesine alinmistir. Belirli zamanlarda 6rnekler alinarak

toplam fenol ve KOI giderim analizleri yapilmistir.

3.3 Analizler

3.3.1 pH ol¢iimii

Biyoaritim ortamindan alinan 6rnekler, +4 °C ve 12.000xg’de 10 dk santrifiijlendikten

sonra, st fazin pH degeri pHmetre ile izlenmistir.

3.3.2 Toplam fenol derisimi

Ekstraksiyon

Biyoaritim ortamlarindan belirli zaman araliklarinda alinan orneklerin pH degerleri
derisik HCI ile yaklasik 2’ye getirildikten sonra, fenolik bilesenler etil asetat ile ii¢ kez
ekstrakte edilmistir. Organik faz igerisinde kalan sulu fazi1 uzaklastirmak igin susuz
sodyum siilfat ilave edilmistir. Doner buharlastiricida etil asetat kuruluga kadar
buharlastirildiktan sonra etil alkol-su karisiminda (60:40) ¢oziilmiis ve toplam fenol

derisim analizi i¢in Folin-Ciocalteu yontemi uygulanmistir(Ayedvd. 2005).
Folin-Ciocalteu yontemi
Toplam fenol derisim analizi i¢in, ekstrakte edilen 6rneklerden 20 pl cam tiiplere

alinmis; tlizerine 1.58 ml saf su ve 100 pl Folin reaktifi eklenmistir. Vortekslenen

ornekler 5 dk bekletilmistir. Bu siire sonunda 300 pl doygun sodyum karbonat ¢ozeltisi
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ilave edilip tekrar vortekslenen tiipler, agzi kapatilarak 40 °C’deki su banyosuna

konulmustur. Otuz dakika sonra 6rneklerin A=765 nm’de absorbanslar1 okunmustur.

Kalibrasyon dogrusu ve hesaplama

Toplam fenol derisim analizinde standart olarak gallik asit kullanilmistir. Farkli
derisimlerde hazirlanan gallik asit cozeltileri ile kalibrasyon dogrusu c¢izilmistir.
Orneklerin toplam fenol derisimi, kalibrasyon dogrusu yardimiyla gallik asit esdegeri
olarak (mg gallik asit/L) hesaplanmigtir. Kullanilan kalibrasyon dogrusu ile TF derisim
analizlerinin dogruluguna ait bilgiler EK 3’de yer almaktadir. Toplam fenol giderim

yiizdesinin hesaplanmasinda ise esitlik (3.1) kullanilmistir.

. .. Ornegin baslangic TF derisimi—Ornegin son TF derisimi
%TF giderimi = (Orneg Chl L > g 21 4 100 (3.1

Ornegin baslangi¢ TF derisimi

3.3.3 Kimyasal oksijen ihtiyaci1 (KOI)

S1v1 6rneklerden, 2.5 ml cam tiiplere alinmis; {izerine 1.5 ml potasyum dikromat (0.017
M) ve 3.5 ml silfiirik asit-giimiis siilfat (g Ag,SOs/kg HySO4= 5.5) cozeltisi ilave
edilmistir. Tiiplerin kapaklar1 sikica kapatilip birkag kez ters cevrilerek iyice
karistirilmistir. Onceden 150 °C’ye 1sitilmis termoreaktdre yerlestirilen tiipler, 2 st
bekletildikten sonra alinip sogumaya birakilmistir. Soguyan drneklere 1-2 damla ferroin
indikator ¢ozeltisi ilave edilmis ve 0.10 M demir amonyum siilfat (DAS) ¢ozeltisi ile
titre edilmistir. DOniim noktasi, mavi-yesil rengin kiremit kirmizisina doniistiigli yerdir.
Ayni sekilde, 6rnek hacmine es deger miktarda saf su eklenerek kor (tanik) deneme
yiiriitiilmiistir (APHA-1999). Orneklerin kirlilik oranina gére seyreltme yapilmus,
gerekli seyreltme katsayisi kullanilarak gercek KOI degerleri hesaplanmustir.

Hesaplamalarda kullanilan denklem esitlik 3.2 ile verilmistir.

. (A-B)* M %8000
KOI (mg O/L) ==

; (3.2)
Ornek hacmi, mL
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Burada:

A= Kor (tanik) i¢in harcanan DAS ¢ozeltisi, mL
B= Ornek i¢in harcanan DAS ¢dzeltisi, mL

M= DAS ¢ozeltisinin molaritesi, 0.10 M

8000= miliekivalent oksijen agirlig1 *1000 mL/L

KOI &l¢iim ydnteminin dogruluguna ait bilgiler EK 4°de yer almaktadir.

3.3.4 Hiicre derisimi

Kontrol amagl olarak serbest hiicreler ile yapilan biyoaritim deneylerinde ortamdan
santrifiij ile (12.000xg, 10 dk, +4 °C) aymrilan hiicreler 85 °C’de 24 st kurutulmus,
mg/ml olarak kuru hiicre derigimi belirlenmistir.

Ca-aljinat pelletlerinden sizan hiicre miktar1 isebiyoaritim sonunda ortamda ¢dken kati

madde miktar1 olarak belirlenmistir.Biyoaritim ortamia sizan hiicre miktarini

belirleyebilmek amaciyla ise yas-kuru hiicre kalibrasyon grafigi hazirlanmigtir (EK 5).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Calismada, uygun tutuklama yontemi ile farkli materyallere tutuklanmis Rhodotorula
glutinis, kanistirmali ve dolgulu kolon sistemlerde kullanilarak biyoaritim ortamlarinda
biyoaritimin bir gostergesi olan pH, ¢oken katt madde miktari, toplam fenol derisimi ve
KOl derisiminin zaman ile degisimleri incelenmistir. Tiim biyoaritimlar, serbest
hiicreler ile uygun oldugu belirlenen (Karakaya vd. 2012) T=30 °C sabit sicaklikta ve
biyoaritim ortamina iire azotu/ZK orani 0.042 g/L sabit olacak sekilde azot kaynagi

eklenerek gerceklestirilmistir.

4.1 Agar, Zeolit ve Poliiiretan Kopiige Tutuklanms Rhodotorula glutinis ile Zeytin
Karasuyu Biyoaritim

Agar, zeolit ve poliiiretan kopiige tutuklanmis R. glutinis ile; 330 mg/L (ZK2) baslangi¢
toplam fenol derisimine (TFy) sahip ZK ve azot kaynagi olarak 2.27 g/L iire iceren
ortamlarda yapilan biyoaritimlarda zamanla ortam pH’1 ve TF derisiminin degisimi

sekil 4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1 Agar, poliiiretan kopilik ve zeolite tutuklanmis R. glutinis’in kullanildig
biyoaritim ortamlarinda pH ve TF derisimlerinin zaman ile degisimi
(TFy=330 mg/L(ZK2), 2.27 g/L iire, T=30 °C, N=150 rpm, 2.4513 g agar,
0.3827 g politiretan kopiik, 3.2486 g zeolit, 0.2827 g yas hiicre, V=100 ml)
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Sekil 4.2°de ise tutuklama materyali olarak kullanilan agar, poliiiretan kopiik ve zeolit
ile gerceklestirilen biyoaritim ortamlarinda toplam fenol giderim sonuglar1 yer
almaktadir. Biyoaritim ortamlarinda 121 st sonunda agar, koplik ve zeolit i¢in sirasiyla

%84, 84 ve 83 TF giderimi saglanmistir.

120

100

80 I I I

40

%Toplam fenol giderimi

20

agar koplk zeolit

Tutuklama materyalleri

Sekil 4.2Agar, poliliretan koplik ve zeolite tutuklanmis R. glutinis’in kullanildigi
biyoaritim ortamlarinda toplam fenol giderimi (TFy=330 mg/L (ZK2), 2.27
g/L tire, T=30 °C, N=150 rpm, 2.4513 g agar, 0.3827 g poliliretan kopiik,
3.2486 g zeolit, 0.2827 g yas hiicre, V=100 ml, t=121 st)

U¢ farkli tutuklama materyali ile gergeklestirilen biyoaritimlarda toplam fenol
giderimleri oldukga yiiksek olmasina karsin; bu tutuklama materyallerinin kullaniminda
fiziksel sorunlarla karsilasilmistir. Ornegin, agar igine hapsedilen hiicreler biyoaritim
ortamina aktarilirken jele sekil vermede zorluklar yasanmis ve agarin kullanildigi
ortamda zamanla kopiirme meydana gelmistir. Poliiiretan kopiik ve zeolit ile tutuklama
isleminde ise tutuklanan hiicre miktar1 gravimetrik olarak belirlenememistir. Ayrica
politiretan kopiiglin kullanildigi biyoaritim ortamlarinda 48 st’den sonra kopilikte
sekilsel deformasyonlar; zeolitin kullanildig1 ortamlarda ise zeytin karasuyunun bulanik
hale geldigi gézlenmistir.Agar, poliiiretan kopiik ve zeolitin tutuklama materyali olarak

kullanildig1 biyoaritim ortamlarinin fotograflar1 EK 6’da verilmistir.
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4.2 Zeytin Cekirdegine Tutuklanms Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu
Biyoaritimi

Zeytinyag liretim tesislerinin bir diger atig1 olan zeytin ¢ekirdeklerine (ZC) tutuklanmis
R. glutinis ile zeytin karasuyunun c¢alkalamali erlenlerde gerceklestirilen biyoaritimlarda
ZC/ZK ortam orani=1/5 (g/ml) sabit tutulmus ve baslangi¢c toplam fenol derisimi,

karistirma hiz1 ilegeri dongiilii kolon kullaniminin etkileri incelenmistir.

4.2.1 Baslangic toplam fenol derisimi etkisi

Zeytin ¢ekirdegine tutuklanmis R. glutinis ile gerceklestirilen biyoaritimlarda,kullanilan
ZK farkl yilizdelerde seyreltilerek TF;=182, 402 ve 720 mg/L baslangi¢ toplam fenol
derisimlerinde ¢alisilmis ve ortamlarda zaman ile pH ve TF derisimlerinin degisimi

sekil 4.3’de gosterilmistir.
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Sekil 4.3 Zeytin c¢ekirdegine tutuklanmis R. glutinis’in kullanildigi biyoaritim
ortamlarinda pH ve TF derisimlerinin zaman ile degisimi (T=30 °C, N=75
rpm, 40 g zeytin ¢ekirdegi, V=200 ml)

Zeytin c¢ekirdegine tutuklanmis R. glutinis hiicreleri ile yapilan biyoaritimlarda
baslangi¢ toplam fenol derisiminin artmasiyla ayni derecede biyoaritim i¢in gereken

stire uzamistir (Sekil 4.3). Baslangi¢ toplam fenol derisimi 182 mg/L olan biyoaritim
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ortamindat=184 st sonunda %23 TF giderimini elde edilirken, yiiksek ZK
derisimlerinde (TF;=402 ve 720 mg/L) sirastyla t=210 ve 282 st sonunda daha yiiksek
TF giderimi (%42) saglanmistir. Bu sekilde, ZC’ye tutuklanmis R. glutinis ile yiiksek

karasu derisimlerinde caligilabilece§i sonucuna varilmistir.

N=75 rpm calkalama hizinda gergeklestirilen biyoaritimlarda, ortam pH’1 zamanla 6nce
azalmig, daha sonra artmistir. Buna karsin, pH’in azaldigi noktalarda toplam fenol
derisiminin de arttig1 belirlenmistir (Sekil 4.3). Zeytin c¢ekirdeklerinden biyoaritim
ortamina fenol gecisinin buna sebep olacag: diisiiniilerek bir kontrol deneyi yapilmistir.
Ayni1 kosullarda 10 g zeytin ¢ekirdegi saf suya konularak 75 rpm karistirma hizinda 92
st siire ile muamele edilmistir. Bu siire sonunda zeytin ¢ekirdeklerinden suya 24 mg/L
toplam fenol gecisi oldugu belirlenmistir. Buna gore, biyoaritimlarda kullanilan 40 g
zeytin ¢ekirdeginden ortama yaklasik 100 mg/L toplam fenol ge¢isinin oldugu
sOylenebilir. Bu miktar, ortamlardaki toplam fenol derisimindeki artiga yaklagik olarak
karsilik gelmektedir (Sekil 4.3). Boylece biyoaritimin baslangicinda goézlenen pH
diismesi ve toplam fenol derisimi artisinin zeytin ¢ekirdeklerinden gelen asidik

ozellikteki fenolik maddeler nedeniyle oldugu sonucuna varilmstir.

4.2.2 Karnistirma hiz1 etkisi

Zeytin ¢ekirdegine tutuklanmis R. glutinis ile biyoaritimda karigtirma hizinin etkisini
incelemek amaciyla N=75 ve 150 rpm kanistrma hizlarinda biyoaritimlar
gergeklestirilmistir. Tutuklanmis ve serbest hiicre ile yapilan biyoaritimlarda zaman ile

pH degisimi karsilagtirmali olarak sekil 4.4°de yer almaktadir.
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Sekil 4.4 Zeytin ¢ekirdegine tutuklanmis R. glutinis’in kullanildigi biyoaritim
ortamlarinda pH’in zaman ile degisimi (TFy=373 mg/L (ZK1), 2.27 g/L
tire, T=30 °C, N=75 rpm veya N=150 rpm, 40 g zeytin ¢ekirdegi, V=200
ml)

N=75 rpm’de gergeklestirilen biyoaritimlarda, ortam pH degeri 6nce azalip daha sonra
artmasma karsin N= 150 rpm’de herhangi bir azalma gdzlenmemistir. Bu durumun,
yiksek karistirma hizinda kiitle aktarim kisitlamalarinin daha az olmasi bunun
sonucunda zeytin ¢ekirdeginden ortama fenol ge¢isinin daha kisa siirede ve daha hizl

olmas1 sonucu gézlenmemesi nedeniyle oldugu diistiniilmektedir.

Diisiik karigtirma hizinda serbest ve tutuklanmis hiicreler ile yapilan biyoaritimlarda
ortamlarin pH degisimleri birbirinden farkli olsa da yiiksek karistirma hizinda énemli
bir fark yoktur.Tutuklanmis R. glutinis ile N=75 ve 150 rpm karistirma hizlarindaki
biyoaritimlarin sonunda (t=216 ve 139 st) sirasiyla %45 ve 52 toplam fenol giderimleri
elde edilmistir. Sonug olarak, ZC’ye tutuklanmigR. glutinis ile biyoaritimin N=150 rpm

karistirma hizinda yapilmasinin uygun olduguna karar verilmistir.
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4.2.3 Kesikli calkalamahh ve geri dongiilii dolgulu kolon sistemlerinin
karsilastirilmasi

Zeytin ¢ekirdeklerine tutuklanmis R. glutinis ile zeytin karasuyu biyoaritiminin geri
dongiilii kesikli kolon sistemde (Boliim 3.2.5.1) yapilan biyoaritim sonuglari, ayni
kosullarda ZC’ye tutuklanmis R. glutinis ile kesikli calkalamali sistemde yapilan

biyoaritimla karsilastirmali olarak incelenmistir.

Sekil 4.5°de geri dongiilii kolon sistemde ZC’ye tutuklanmis R.glutinis ile gerceklesen

biyoaritimda tankta zaman ile ortam pH ve toplam fenol derisiminin degisimleri yer

almaktadir.
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Sekil 4.5 Zeytin ¢ekirdegine tutuklanmis R. glutinis’in kullanildig1 geri dongiilii kolon
sistemde yapilan biyoaritimda tanktaki pH ve TF derisiminin zaman ile
degisimi (TF=450 mg/L (ZK1), 2.27 g/L iire, T=30 °C, 28.7 g zeytin
cekirdegi, V=1000 ml tank hacmi)

Karsilagtirmak amaciyla kesikli ¢alkalamali erlen sistemde yapilan biyoaritimda (T=30

°C, N=150 rpm) ise 216 st sonunda %69 toplam fenol giderimi ger¢eklesmistir.

Geri dongiilii dolgulu kolon sistemdeki biyoaritimile ayni kosullarda tutuklanmig

hiicrelerin kullanildig1 kesikli ¢alkalamali sistemdeki aritim karsilastirildiginda 129 st
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kadar kisa siirede yaklagik ayni (%68-69) toplam fenol giderimi saglanmistir. Bu
sonuglar geri dongiilii kolon sisteminin ZK biyoaritimda kullanim potansiyelinin oldugu

gostermektedir.

R. glutinis’in fiziksel adsorpsiyon yontemi ile zeytin cekirdeklerine tutuklanarak
kullanildig1 biyoaritim sistemlerinin hepsinde biyoaritim siiresince hiicre sizmasi
gozlenmistir. Zeytin ¢ekirdekleri ile mikroorganizmalar zayif bag olusturduklari igin
karigtirma veya akis etkisiyle biyoaritim sirasinda desorpsiyon gergekleserek sizma
olmaktadir. Hiicre sizmasinin kolon sistemde daha az olmakla beraber yapilan tiim
biyoaritimlarda 6nemli derecede olmasi nedeniyle zeytin ¢ekirdekleri ile tutuklama ve
biyoaritim ¢aligmalar1 sonlandirilmis ve dogal bir polisakkarit olan aljinatin tutuklama

materyali olarak kullanimina geg¢ilmistir.

4.3 Ca-Aljinat Pelletlerine Tutuklanmis Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu
Biyoaritimi

Zeytin karasuyunun biyoaritiminda fenol giderimi saglayan R. glutinis hiicreleri Ca-
aljinat pelletlerine tutuklanarak, zeytin karasuyunun toplam fenol derisimi, ¢oken kati

madde miktar;, KOI derisimi ve pH degisimi iizerine etkileri incelenmistir.

4.3.1 Rhodotorula glutinis’in Ca-aljinat pelletlerine tutuklama kosullarinin etkisi

Ca-aljinat pelletlerine R.glutinis hiicrelerini tutuklama isleminde; pellet ¢api, sodyum

aljinat derisimi ve glutaraldehit ile capraz baglama isleminin etkileri incelenmistir.
4.3.1.1 Ca-aljinat pellet capa etkisi

Biyoaritimda Ca-aljinat pellet ¢ap1 etkisinin denenmesi i¢in ii¢ farkli steril pipet ucu
kullamilmis ve D,= 2, 3 ve4 mm caplh kiiresel pelletler elde edilmistir. Bu capta

pelletlerin  kullanildigr biyoaritim ortamlarinda zaman ile pH ve toplam fenol

derisiminin karsilastirmali degisimi sekil 4.6’da verilmistir.
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Sekil 4.6 Ca-aljinat pellet ¢apinin biyoaritima etkisinin incelendigi ortamlarda zamanla
pH ve toplam fenol derisiminin degisimi (TF;=1089 mg/L (ZK3), 9.08 g/L
tire, T=30 °C, N=150 rpm, 0.03 g yas hiicre/g pellet, V=100 ml)

Farkli pellet ¢aplart kullanildigi ortamlarda toplam fenol derisiminin zaman ile
degisiminde farklilik gézlenmemistir. Bu nedenle ileri ¢calismalara D,=3 mm c¢apli Ca-

aljinat pelletleri ile devam edilmistir.

4.3.1.2 Na-aljinat derisim etkisi

Ca-aljinat pelletlerinin dayanmikliligin1 etkileyen temel faktorlerden biri Na-aljinat
¢ozeltisinin derisimi oldugu icin % 1.5, 2, 3 ve 4 (a/h) Na-aljinat ¢ozeltileri kullanilarak
Ca-aljinat pelletleri hazirlanmistir. Hazirlanan pelletler, zeytin karasuyu iceren erlenlere
konularak T=30 °C ve N=150 rpm’de ¢alisan calkalamali hava banyosunda 7 giin
boyunca tutulmus ve bu siire sonunda pelletler siiziilerek yapilarmma bakilmistir.
Pelletlerde gozle goriilir bir dagilma olmamasma ragmen Na-aljinat ¢ozeltisinin
derigimi arttikca pelletlerin daha sert ve dayanikli oldugu gozlenmistir. Bu nedenle
biyoaritimlar, %3 ve 4 (a/h) Na-aljinat ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanmis pelletler ile

gergeklestirilmistir.
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%3 ve %4 Ca-aljinat pelletlerinin kiyaslanmasi

TFo = 386mg/L baslangi¢ toplam fenol derisimine sahip ZK ve 2.27 g/L {ire kullanilan
biyoaritimlar, %3 ve %4 Ca-aljinat pelletleriyle ger¢eklestirilmis olup; sekil 4.7°de bu

ortamlarin pH ve TF derisimlerinin degisimi zamanla karsilastirmali olarak verilmistir.
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Sekil 4.7 %3 ve %4 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R.glutinis ile yapilan
biyoaritimlarda zaman ile pH ve toplam fenol derisiminin degisimi
(TFy=386 mg/L (ZK2), 2.27 g/L iire, 0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C,
N=150 rpm, V=100 ml)

Sekil 4.8’de 1se%3 ve %4 Na-aljinat derisimine sahip ¢dzeltilerle hazirlanan pelletler ile
gerceklestirilen tutuklanmis biyoaritimlar sonundaki (t=163 st) %TF giderim sonuglari

yer almaktadir.

%3 ve %4 Ca-aljinat pelletlerinin kullanildig1 biyoaritim ortamlarinda 163 st sonunda
toplam fenol gideriminde (%87 ve %88) onemli bir fark gézlenmemistir. Difiizyon
kisitlamalarini biraz daha azaltabilmek amaciyla %3 Na-aljinat ¢ozeltisi kullanilarak

biyoaritim deneylerine devam edilmistir.
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Sekil 4.8%3 ve %4 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis ile toplam fenol
giderimi (TFy=386 mg/L (ZK2), 2.27 g/L iire, 0.03 g yas hiicre/g pellet,
T=30 °C, N=150 rpm, V1=100 ml, t=163 st)

4.3.1.3 Glutaraldehit ile capraz baglama

Hazirlanan Ca-aljinat pelletlerinin saglamligin1 koruyabilmek ve pellet ic¢inden
biyoaritim ortamimna hiicre sizmasim1 engelleyebilmek amaciyla %0.5 ve %l
glutaraldehit (GA) cozeltileri ile ¢apraz baglama yapilmistir. Ayrica GA ile muamele
yapilmadan ayni miktarda hiicre igeren pelletler de kontrol amagli hazirlanmistir.
Hiicreler %3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklandiktan sonra +10 °C’de 10 dk ¢alkalamali
hava banyosunda GA ¢ozeltileri ile muamele edilmistir. Bu siire sonunda ortamlardan
siizilen Ca-aljinat pelletleri saf su ile yikandiktan sonra biyoaritim ortamlarina
aktarilmiglardir. Sekil 4.9°da %0.5 ve %1 GA ¢ozeltileri ile muamele edilen biyoaritim
ortamlarimin ve kontrol ortammin zamanla pH degisim grafigi gosterilmistir.
Glutaraldehit c¢ozeltileri ile muamele edilen Ca-aljinat pelletlerinin kullanildigi
ortamlarda, mikrobiyal aktivitenin bir gostergesi olan pH degerinde artis gézlenmemis
olup biyoaritim gerceklesmemistir. Ayrica kontrol ortamu ile kiyaslandiginda, %0.5 GA
cozeltisi ile muamele edilen Ca-aljinat pelletlerinde az da olsa parcalanma gozlenirken
%1 GA ¢ozeltisi ile muamele edilen pelletler tamamen pargalanmistir. Bu nedenle

orneklerin TF analizleri yapilmamastir.
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Sekil 4.9%0.5 ve %1 GA ile muamele edilen biyoaritim ortamlar1 ve kontrol ortaminin
zamanla pH degisimi (TF;=1068 mg/L (ZK3), 9.08 g/L iire, 0.03 g yas
hiicre/g pellet, T=30 °C, N=150 rpm, V=100 ml)

4.3.2 Tutuklanms Rhodotorula glutinis ile biyoaritim kosullarimin etkisi

Tutuklama kosullarinin etkisinin incelendigi deneylerin sonuglarina gore, %3 Na-aljinat
cozeltisi kullanilarak hazirlanan D,=3 mm c¢apl kiiresel Ca-aljinat pelletleri ile
caligmalara devam edilmistir. Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R.glutinis ile
gerceklestirilen biyoaritimlarda, baslangi¢ toplam fenol derisimi, tutuklanan hiicre

miktari, karistirma hizi ve azot kaynag tiiriiniin biyoaritima etkisi incelenmistir.

4.3.2.1 Baslangi¢ toplam fenol derisimi etkisi

Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmig R. glutinis ile zeytin karasuyunun biyoaritiminda
baslangic fenol derisiminin etkisinin incelendigi deneyler, farkli yiizdelerde
seyreltilerek hazirlanan 390, 800, 1042ve 1187 mg/L TF, derisimine sahip karasu ve iire
azotu/ZK orani1 0.042 g/L olacak sekilde iire iceren erlenlerde gerceklestirilmistir. Bu

deneylere paralel olarak serbest hiicreler ile biyoaritimlar da gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.10°da TFy=390 mg/L olan zeytin karasu ile hazirlanan serbest ve tutuklanmis R.
glutinis igeren biyoaritim ortamlarinin ve hiicre icermeyen kontrol ortaminin zamanla

pH ve TF derisiminin degisimi verilmistir.
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Sekil 4.10 Serbest ve %3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis’in
kullanildigibiyoaritim ortamlarinda ve kontrol ortaminda pH ve TF
derisiminin zaman ile degisimi (TFy=390 mg/L (ZK2),2.27 g/L iire, 0.03 g
yas hiicre/g pellet, T=30 °C, N=150 rpm, V=100 ml)

Sekil 4.11°de TFy=800 mg/L olan zeytin karasu ile hazirlanan serbest ve tutuklanmis R.
glutinis igeren biyoaritim ortamlarinin ve hiicre icermeyen kontrol ortaminin zamanla
pH ve TF derisiminin degisimi yer almaktadir.Deneyin tekraredilebilirligini gorebilmek

amaciyla bu toplam fenol derisimine sahip ZK ile iki kez biyoaritim gergeklestirilmistir.
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Sekil 4.11Serbest ve %3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis’in kullanildig:
biyoaritim ortamlarinda ve kontrol ortaminda pH ve TF derisiminin zaman
ile degisimi

a. TF;=800 mg/L (ZK2), 4.54 g/L iire, 0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C, N=150 rpm,

V=100 ml b. TFy=800 mg/L (ZK2), 4.54 g/L iire, 0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C,

N=150 rpm, V=100 ml
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Sekil 4.12°de TFy=1042 mg/L olan zeytin karasu ile hazirlanan serbest ve tutuklanmig

R. glutinis igeren biyoaritim ortamlarinin ve hiicre icermeyen kontrol ortaminin zamanla

pH ve TF derisiminin degisim grafigi gosterilmistir.
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Sekil 4.12 Serbest ve %3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis’in
kullanildigibiyoaritim ortamlarinda ve kontrol ortaminda pH ve TF
derisiminin zaman ile degisimi (TF;=1042 mg/L (ZK2), 6.81 g/L iire,0.03 g
yas hiicre/g pellet, T=30 °C, N=150 rpm, V=100 ml)
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Sekil 4.13°de TFy=1187 mg/L olan zeytin karasu ile hazirlanan serbest ve tutuklanmig
R. glutinis igeren biyoaritim ortamlarinin ve hiicre icermeyen kontrol ortaminin zamanla

pH ve TF derisiminin degisimi verilmistir.
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Sekil 4.13 Serbest ve %3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis’in
kullanildigibiyoaritim ortamlarinda ve kontrol ortaminda pH ve TF
derigiminin zaman ile degisimi (TFy=1187 mg/L (ZK2), 0.03 g yas hiicre/g
pellet, T=30 °C, N=150 rpm, V1=100 ml)

Farkli baglangic toplam fenol derisimlerinde yapilan biyoaritimlarda tutuklanmis
hiicreler ile serbest hiicrelere kiyasla daha yavas bir toplam fenol giderimi gézlenmistir.
Ayrica, kontrol deneylerinde ortamda 6nemli bir parcalanma ya da oksidasyon olmadigi

da belirlenmistir.
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Sekil 4.14°de farkli TF, derisimine sahip ZK ve tutuklanmis hiicre ile gerceklestirilen

biyoaritimlarda zamanla karsilagtirmali olarak pH ve TF derisim grafigi yer almaktadir.
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ekil 4.14%3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis hiicre i¢eren ve farkli TF, derisimlerine
jmnat p

sahip biyoaritim ortamlarinda zaman ile pH ve toplam fenol derisiminin

degisimi (0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C, N=150 rpm, V=100 ml)

Sekil 4.15°de ise TF( derisimleri farkli olan ZK’nin tutuklanmis ve serbest hiicre ile

biyoaritim sonunda (t=120 st) %TF giderim sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.15 Baslangi¢ TF derisimleri farkli olan ZK’nin tutuklanmis ve serbest hiicre ile
biyoaritim sonunda %TF giderimleri(0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C,
N=150 rpm, V=100 ml, t= 120 st)

Aritim ortamlarinda 96 st’den sonra toplam fenol giderimi yaklasik ayni degere
ulagsmistir, ancak ilk 48 st boyunca baslangi¢ toplam fenol derisimi farkli
biyoaritimlarda baslangic toplam fenol giderim hizlar1 farkli olup ¢izelge 4.1°de

verilmisgtir.

Cizelge 4.1 Farkli baslangic toplam fenol derisimlerinde gerceklesen biyoaritimlarda
baslangi¢c toplam fenol giderim hizlar1 ile 48 st sonunda toplam fenol
giderimleri

Baslangic toplam Baslangic toplam Baslangic toplam Toplam fenol

fenol derisimi fenol giderim hiz1 fenol giderim hizx giderimi (%)
(mg/L) (mg/L st) (mg/g yas hiicre st) t=48 st
390 3.17 0.94 47
800 a 7.64 2.27 20
800 b 8.67 2.58 30
1042 9.01 2.68 29
1187 11.93 3.55 35
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Sonuglar degerlendirildiginde, baslangi¢ fenol derisiminin artmasi ile fenol giderim
hizinin arttif1 ancak biyoaritim yeterince uzun siire gergeklestirilirse diisiik ve yiiksek
baglangic fenol derisimlerinde ayni1 fenol giderimi (%83-87) saglanabilecegi
gorilmektedir. Bu sonug, yiiksek derisimlerinde zeytin karasuyunda bulunan fenollerin
R. glutinis lizerine inhibisyon etkisi yapmadigini gostermesi acisindan da olumludur.
Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis hiicreleri ile seyreltilmemis zeytin

karasuyu biyoaritimi basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Baslangic toplam fenol derisimi etkisinin incelendigi bu deney grubunda, 48 st sonunda
biyoaritim ortamlarinda dl¢iilen kati madde miktarlar1 (sizma) TFy= 390, 800 a, 800 b,
1042 ve 1187 mg/L i¢in sirasiyla 0.14, 0.23, 0.18, 0.26 ve 0.24 g olup artan TF,

derisimi ile orantil1 olarak artmistir.

4.3.2.2 Tutuklanms hiicre miktar etkisi

Hiicre miktarinin biyoaritima etkisini incelemek i¢in biyoaritimlarda kullanilan hiicre
miktari; 0.03, 0.07, 0.18 ve 0.7 g yas hiicre/g pellet olarak degistirilmistir. Tutuklanmis
hiicre miktarinin etkisini daha rahat bir sekilde gozleyebilmek {izere bu deney setinde 4
saatte bir ortamlardan 6rnek alinmistir. Biyoaritimin bir gdstergesi olan ortamdaki pH
artis1, tutuklanmis hiicre miktarinin artmasiyla birlikte daha kisa siirede gergekleserek
platoya ulagmustir. Sekil 4.16’dafarkli miktarlarda hiicre iceren R. glutinis pelletleri ile
gerceklestilen biyoaritim ortamlarinin  zaman ile pH ve TF derisimlerinin

degisimiverilmigtir.
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Sekil 4.16%3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis’in kullanildigibiyoaritim
ortamlarinda pH ve TF derisiminin zaman ile degisimi (TFy=1074 mg/L
(ZK3), 9.08 g/L iire, T=30 °C, N=150 rpm, V1=100 ml)

Cizelge 4.2°de artan hiicre miktar ile baslangi¢ toplam fenol giderim hizlar1 ve ilk 24 st

sonundaki %TF giderim sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.2 Farkli hiicre miktarlar1 ile gergeklesen biyoaritimlarda baglangi¢ toplam
fenol giderim hiz verileri ile 24 st sonunda toplam fenol giderimleri

Tutuklanmis hiicre miktari Baslangic Toplam fenol
(g yas hiicre/g pellet) toplam fenol giderimi (%) t=24 st
giderim hiz
(mg/L st)
0.03 8.87 25
0.07 15.62 31
0.18 22.95 42
0.7 87.71 55
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Tiim biyoaritim ortamlarinda ilk 48 saatte toplam fenol giderimi hizli bir sekilde
gerceklesmistir (Sekil 4.16). Kirk sekiz st sliren biyoaritim sonunda ise %57-76

araliginda toplam fenol giderimi saglanmstir.

4.3.2.3 Kanistirma hiz etkisi

Karistirma hizinin biyoaritima etkisini incelemek amaciyla biyoaritimlar, N=150, 200
ve 250 rpm olmak iizere ii¢ farkli karistirma hizinda gerceklestirilmistir. N=250 rpm
karigtirma hizinda Ca-aljinat pelletleri parcalandigi i¢in sekil 4.17°de 150 ve 200 rpm
karistirma hizinda elde edilen zaman ile biyoaritim ortamlarinin pH ve TF derisiminin

degisim grafigine yer verilmistir.
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Sekil 4.17 Farkli karistirma hizindagergeklestirilen biyoaritim ortamlarinda zaman ile
pH ve TF derisimlerinin degisimi (TFo= 1068 mg/L (ZK3), 9.08 g/L iire,
0.03 g yas hiicre/g pellet, 30 °C, V=100 ml)

t=96 st siliren biyoaritimlarda, N=150 ve 200 rpm icin sirastyla %79 ve %84 TF giderimi
elde edilmistir. Karistirma hizinin artisi ile birlikte kiitle aktarim kisitlamalar1 azaldigi

icin daha kisa silirede daha fazla toplam fenol giderimi saglanmustir.
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Karigtirma hizinin artisi ile birlikte ilk 24 saatte daha hizli bir sekilde toplam fenol
giderimi gergeklesmis olup ¢izelge 4.3’de 24 st sonundaki karigtirma hizi ile baglangic

toplam fenol giderim hizlar1 ve ilk 24 st sonundaki %TF giderim sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.3 Farklh karistirma hizlart ile gergeklesen biyoaritimlarda baslangi¢ toplam
fenol giderim hizlari ile 24 st sonunda toplam fenol giderimleri

Karistirma hizi Baslangic toplam Baslangic toplam Toplam fenol

(rpm) fenol giderim h1z1  fenol giderim hiz1 giderimi (%)
(mg/L st) (mg/g yas hiicre st) t=24 st
150 8.87 2.64 25
200 53.51 15.92 36

4.3.2.4 Azot kayna@ tiirii etkisi

Biyoaritimi etkileyen 6nemli parametrelerden biri de azot kaynag tiirtidiir. Serbest R.
glutinis hiicreleri ile laboratuvarimizda gergeklestirilen ¢alismada; azot kaynagi olarak
amonyum nitrat, iire ve amonyum siilfat kullanilmis olup her ii¢ azot kaynaginin da
artimda kullanilabilecegi gosterilmistir (Karakaya vd. 2012). Ca-aljinat pelletlerine
tutuklanmis R. glutinis hiicreleri ile gergeklestirilen bu ¢alismada ise benzer sekilde azot
kaynag1 olarak amonyum siilfat ve iire kullanilmistir.Calismada, tire azotu/ZK (g/L)
orani sabit olacak sekilde eklenen iire miktar1 zeytin karasuyu derigimi ile orantili
olacak sekilde artirilmistir. Ureye molar bazda esit olacak sekilde de amonyum siilfat

kullanilmustir.
Sekil 4.18°deTF¢y=375 mg/L olan ZK ve 2.27 g/L iire ile hazirlanan serbest ve

tutuklanmis R. glutinis igeren biyoaritim ortamlarinin ve hiicre igermeyen kontrol

ortaminin zamanla pH ve TF derisimlerinin degisimi verilmistir.
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Sekil 4.18 Azot kaynagi olarak iire igeren, serbest ve %3 Ca-aljinat pelletlerine
tutuklanmis R. glutinis’in kullanildigibiyoaritim ortamlarinda ve kontrol
ortaminda pH ve TF derisiminin zaman ile degisimi (TFy=375 mg/L
(ZK2), 2.27 g/L iire, 0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C, N=150 rpm,
V=100 ml)

Sekil 4.19°daTF¢=375 mg/L olan ZK ve 5 g/L amonyum siilfat ile hazirlanan serbest ve
tutuklanmis R. glutinis igeren biyoaritim ortamlarinin ve hiicre igermeyen kontrol

ortaminin zamanla pH ve TF derigimlerinin degisimi gosterilmistir.
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Sekil 4.19 Azot kaynagi olarak amonyum siilfat iceren, serbest ve %3 Ca-aljinat
pelletlerine tutuklanmis R. glutinis’in kullanildigibiyoaritim ortamlarinda
ve kontrol ortaminda pH ve TF derisiminin zaman ile degisimi (TF,=375
mg/L (ZK2), 5 g/L amonyum siilfat, 0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C,
N=150 rpm, V=100 ml)

Cizelge 4.4°de ise farkli azot kaynagi ile baglangi¢ toplam fenol giderim hizlar ve ilk

24 st sonundaki %TF giderim sonuglar1 verilmistir.

Cizelge 4.4 Farkli azot kaynagi ile gergeklesen biyoaritimlarda baslangic toplam fenol
giderim hizlari ile 24 st sonunda toplam fenol giderimleri

Azot kaynagi Baslangic toplam Baslangic toplam Toplam fenol
fenol giderim hizi fenol giderim hiz1 giderimi (%)
(mg/L st) (mg/g yas hiicre st) t=24 st
Ure 6.74 2.00 29
Amonyum siilfat 3.99 1.19 10
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Sekil 4.20°de ise azot kaynagi olarak amonyum siilfat veya iire kullanilan, tutuklanmig
hiicreler ile kesikli isletimle gerceklestirilen biyoaritimlarin sonundaki (t= 120 st)%TF

giderim sonuglar1 verilmistir.
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Sekil 4.20 Azot kaynagi olarak amonyum siilfat veya iire kullanilan biyoaritimlarda
%TF giderim sonuclart (TFy=375 mg/L (ZK2), 0.03 g yas hiicre/g pellet,
T=30 °C, N=150 rpm, V1=100 ml, t=120 st)

Ure igeren ortamda 120 st sonunda %87 TF giderimi saglanirken, ayni miktarda
amonyum siilfat iceren ortamda 120 st sonunda %88 TF giderimi gerceklesmistir.
Sonuglar, calisilan kosullarda {ire varliginda daha yiiksek hizda fenol giderimi
saglandigim1 ancak yeterince uzun siire sonunda Onemli bir etkisi olmadigin

gostermistir.

Azot kaynag1 olarak amonyum siilfat kullanimi sonucunda biyoaritim ortaminda ¢éken
kat1 madde miktar1 azalmistir. 5 g/l amonyum siilfat ve 375 mg/L TF, derisimine sahip
ZK’nin kullanildigr aritim ortaminda 120 st sonunda gézlenen kati madde miktar1 0.07 g
iken; 2.27 g/L iire ve 375 mg/L TF, derisimine sahip ZK’nin kullanildig1 ortamdaki
0.14 g olarak hesaplanmustir.
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Azot kaynagi olarak amonyum siilfat kullanilan biyoaritimlarda ¢bken kati madde
miktari tire kullanilan duruma gore az olmasina karsin; yiiksek TF, derisimine sahip ZK
ile yapilan biyoaritimlarda amonyum siilfat varliginda hiicresel aktivite
gozlenememistir. Bu nedenle biyoaritim deneylerinde azot kaynagi olarak iire

kullanilmastir.

4.3.3 Rhodotorula glutinis tutuklanms Ca-aljinat pelletleri ile biyoproses isletim
tiirii etkisi

Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis hiicreleriyle kesikli sistemde yapilan
biyoaritimlar ile aritima etki eden parametreler incelendikten sonra Ca-aljinat pelletleri
ile kesikli isletimlerde ardisik biyoaritimlar gergeklestirilerek pelletlerin kullanim sayisi
incelenmigstir. Yar1 kesikli isletimde ise, Oncelikle fazla miktarda ZK biyoaritimi
hedeflenmistir. Ortama farkli zamanlarda asidik ozellikte olan ham ZK beslemesi
yapilarak hiicresel aktivite sonucu artan pH degerinin digiiriilmesi, dolayisiyla
biyoariim ortaminda ¢oken kati madde miktarin da azaltilmasi amacglanmistir.
Dolgulu kolon sistemde R. glutinis pelletlerinin uzun siireli kullanimi ile daha fazla

miktarda ZK aritiminin olup olmayacaginin anlasilmasi planlanmistir.

4.3.3.1 Kesikli isletimde kullanim sayisi

Rhodotorula glutinis iceren Ca-aljinat pelletlerinin tekrar kullanilabilirligini incelemek
tizere kesikli igletim ile ardisik biyoaritimlar yapilmistir. Ca-aljinat ile gergeklestirilen
diger c¢aligmalardan farkli olarak ¢ biyoaritim ortami paralel hazirlanmistir.
Ortamlardan birine hiicre tutuklanmis Ca-aljinat pelletleri aktarilmis, digerlerine ise Ca-
aljinat pelletlerinin dayanimini artirmak i¢in 0.005 M CaCl,.2H,0 ve 0.005 M CaCOs
ilave edilmistir. Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis hiicreleri biyoaritim
ortamindan (TF;=1049 mg/L (ZK3), 9.08 g/L iire) her 48 st sonunda bir siizgeg
yardimiyla siiziilerek alinmis ve tekrar kullanim i¢in ayni kosullarda hazirlanan taze
biyoaritim ortamlarina aktarilmistir. Ortamlarda zamanla pH degisimleri sekil 4.21°de,

her 48 st’de bir ulasilan toplam fenol giderimleri ise sekil 4.22°de gosterilmistir.
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Sekil 4.21Hiicre tutuklanmig Ca-aljinat pelletleri ile birlikte 0.005 M CaCl,.2H,0 veya
0.005 M CaCOskullanilanbiyoaritim ortamlarinda pH’in zaman ile degisimi
(TF=1049 mg/L (ZK3), 9.08 g/L iire, 0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C,
N=150 rpm, V=100 ml)
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Sekil 4.22 Hiicre tutuklanmis Ca-aljinat pelletleri ile birlikte 0.005 M CaCl,.2H,0 veya
0.005 M CaCOskullanilanbiyoaritim ortamlarinin kullanim sayilariyla %TF
giderim degerleri (TFy=1049 mg/L (ZK3), 9.08 g/L iire, 0.03 g yas hiicre/g
pellet, T=30 °C, N= 150 rpm, V=100 ml)
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Incelenen her {i¢ biyoaritim ortaminda da her kullanimda zamanla pH degerleri
artmistir. Ancak Ca™® iyonlar1 igermeyen ortamda biyoaritimda 3 ardisik kullanim
gergeklestirilebilirken, 0.005 M CaCOj; ve 0.005 M CaCl,.2H,0 igeren biyoaritimlarda

ise sirastyla 4 ve 5 ardisik kullanim gerceklesmistir.

Biyoaritim ortamina eklenen CaCl,.2H,0 ve CaCOj ile saglanan Ca? iyonlari, pellet
dayanikliligimi artirdigi i¢in Ca-aljinat pelletlerinin kullanim sayis1 artmistir. Ca’™
iyonlar1 igermeyen ortam ile CaCO; varligindaki biyoaritimlarin sonunda (sirasiyla
t=144 ve t=192 st) pelletler parcalandigi i¢in deneyler sonlandirilmistir. CaCl,.2H,O
bulunan ortamda pelletler CaCOj iceren ortama gore daha fazla kullanilmasina karsin
t=240 st sonunda mikrobiyel aktivite dolayisiyla TF giderimi azaldigi i¢in kesikli

isletimde ardisik kullanima devam edilmemistir.

Biyoaritim sonunda ortamda ¢oken kat1 madde miktart; Ca™ iyonlar1 igermeyen, 0.005
M CaCOsve 0.005 M CaCl,.2H,0 igeren biyoaritim ortamlarinda sirasiyla 0.08 (t=3x48
st), 0.14 (t=4x48 st) ve 0.02 g (t=5x48 st)’dir.

4.3.3.2 Yan kesikli isletim

Daha fazla miktarda zeytin karasuyu aritimi saglamak {izere yar1 kesikli isletim
kullanilmistir. Ayrica yar kesikli isletimde, iire igermeyen ham ZK santrifiijlendikten
sonra sterillenerek besleme ¢ozeltisi olarak kullanilmistir. TF, derisimi 341 mg/L olan
ZK, azot kaynagi olarak iire veya amonyum siilfat ve %3 Ca-aljinat pelletlerini iceren
biyoaritim ortaminin pH’1 arttig1 zaman ortama besleme ¢ozeltisinden (ZK2, pH=4.42)
belirli hacimlerde eklenmistir. Boylece ortam pH’1, baglangi¢ degerinin altina inmeden
belli bir aralikta (pH=6.0-8.5) tutulmustur. Sekil 4.23’detutuklanmis hiicreler ile yari
kesikli isletilen, 341 mg/L TF, derisimine sahip ZK ve 2.27 g/L {ire igeren biyoaritim

ortaminda zamanla pH ve TF derisiminin degisimi karsilastirmali olarak yer almaktadir.
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Sekil 4.23Azot kaynagi olarak iire ve %3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis hiicre
iceren biyoaritim ortaminda zaman ile pH ve toplam fenol derisiminin
degisimi (TFy=341 mg/L (ZK2), 2.27 g/L iire, 0.03 g yas hiicre/g pellet,
T=30 °C, N=150 rpm, V=100 ml)

Deney siiresince ortama 7 kere besleme ¢ozeltisi ilave edilmistir. Cizelge 4.5°de
besleme ¢ozeltisi ekleme zaman ve miktar, ¢izelge 4.6’de ise zamanla %TF giderim

degerleri verilmistir.

Cizelge 4.5 Yan kesikli igletilen erlen sistemde besleme ¢ozeltisinin ekleme zaman ve
miktarlar (TFy=341 mg/L (ZK2), 2.27 g/L iire)

Besleme siiresi (st) Hacim (ml)

44 15

96 10

120 15

144 20

168 30

192 30
259 30
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Cizelge 4.6Yar1 kesikli isletimde zaman araligi ile TF giderim degisimi(TFy=341 mg/L
(ZK2), 2.27 g/L iire)

Zaman arah@ (st) %TF giderimi
0-44 83
45-96 80
97-120 71
121-144 62
145-168 28
169-192 16
193-259 16
260-288 -
289-306 20

Sekil 4.24°de ise tutuklanmais hiicreler ile yar1 kesikli isletilen, 341 mg/L TF, derisimine
sahip ZK ve 5 g/L amonyum siilfat iceren biyoaritim ortaminda zamanla pH ve TF

derisiminin degisimi karsilagtirmali olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.24 Azot kaynagi olarak amonyum siilfat ve %3 Ca-aljinat pelletlerine
tutuklanmig hiicre igeren biyoaritim ortaminda zaman ile pH ve toplam
fenol derigiminin degisimi (TFy=341 mg/L (ZK2), 5 g/LL amonyum siilfat,
0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C, N=150 rpm, V=100 ml)

Deney siiresince ortama 6 kere besleme ¢ozeltisi ilave edilmistir. Cizelge 4.7°de
besleme cozeltisi ekleme zaman ve miktari, ¢izelge 4.8’de ise zamanla %TF giderim

degerleri yer almaktadir.

Cizelge 4.7 Yan kesikli igletilen erlen sistemde besleme ¢ozeltisinin ekleme zaman ve
miktarlar1 (TFy=341 mg/L (ZK2), 5 g/L amonyum siilfat)

Besleme siiresi (st) Hacim (ml)
75 10
97 15
121 20
145 30
169 20
193 30
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Cizelge 4.8Yan kesikli isletimde zaman araligi ile TF giderim degisimi (TF;=341 mg/L
(ZK2), 5 g/L amonyum siilfat)

Zaman arah@ (st) %TF giderimi

0-74 81

75-96 63
97-120 72
121-144 19
145-168 14
169-192 10
193-264 31

TFi=341mg/L derisimine sahip ve 2.27 g/L iire ile baglatilan biyoaritimda en fazla
toplam fenol giderimi 0-44 st.leri arasinda %83; 5 g/l amonyum siilfaticeren ortamla

baglatilan biyoaritimda ise 0-74 st.leri arasinda %81 olarak elde edilmistir.

Yar1 kesikli isletimler ile biyoaritim siiresince (t=306 ve 264 st) zeytin karasuyu
eklemesi nedeniyle zamanla toplam fenol giderimi azalmis ancak; bu sekilde daha fazla
miktarda zeytin karasuyu aritimi saglanmistir.Zamanla TF gideriminin azalmasinin

nedeni ara zamanlarda ortama seyreltilmemis zeytin karasuyu beslenmesidir.

Bu isletim ile 2.27 g/L iire iceren ortamda yaklagsik 140 st’den sonra, 5 g/ amonyum
siilfat igeren ortamda ise yaklasik 120 st’den sonra biyoaritimin sonlandirilabilecegi
goriilmistiir. Ayrica azot kaynagi olarak iire kullanilan biyoaritimda %37 (t=306 st),
amonyum siilfat kullanilan biyoaritimda ise %30 (t=264 st) KOI giderimi elde

edilmistir.

4.3.3.3 Dolgulu kolon sistemde isletim

Kesikli ve yar1 kesikli igletimin ardindan daha biiyiik hacimde daha fazla zeytin

karasuyu aritmak amaciyla dolgulu kolon denemeleri gergeklestirilmistir. Hiicresel
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aktivitenin gostergesi olan pH artarken toplam fenol giderimi saglanmistir. t=120 st
stiren biyoaritimda ilk 96 st geri dongii ile isletilen sistemde, ortam pH degeri 8.00’e
ulastiginda bu degere set edilerek siirekli isletime gecilmistir. Sekil 4.25’de kolon
sistemde yapilan biyoaritimda tanktaki zamanla pH ve TF derisiminin karsilastirmali

degisimi verilmistir.
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Sekil 4.25 %3 Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis’in kullanildig1 kolon
sistemde yapilan biyoaritimda tanktaki pH ve TF derisiminin zaman ile
degisimi (TFy=980 mg/L (ZK3), 9.08 g/L iire, T= 30 °C, 0.03 g yas
hiicre/g pellet, V=500 ml tank hacmi)

Ik 96 st geri dongii ile calistirilan sistemde %75 TF giderimi saglanmistir. pH degeri
8.00’e set edildikten sonra (t=96 st) ise ortama 200 ml santrifiijjlenmis ham ZK steril
olarak beslenmistir. Bu sekilde, biyoreaktdrde V=700 ml zeytin karasuyu aritilmistir.
Bu sistemde biyoaritim sonunda (t=120 st) %78 TF giderimi elde edilmistir. Ortamda
olgiilen katt1 madde miktar1 t=120 st sonunda 3.88 g’dir. Ayrica KOI giderimi
%19(t=120 st) olarak hesaplanmistir.
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5. TARTISMA VE SONUCLAR

Zeytin karasuyu, karmagik fenol profili nedeniyle pargalanmasi zor bir substrattir.
Yiiksek kimyasal ve biyolojik oksijen ihtiyac1 degerleri ve fitotoksik polifenollerin
yiiksek derisimi nedeniyle ylizeysel ve yeralti sulart i¢in 6nemli bir kirlilik riski
olusturmaktadir. Zeytin karasuyunun, organik yikiin azaltilmasinda, fitotoksik etki
gosteren polifenollerinin uzaklastirilmasinda ve koyu renginin giderilmesinde ¢esitli
mikroorganizmalar denenmis; ancak uygulamaya yonelik istenilen 6zellikleri saglayan

mikroorganizma ve biyoproses heniiz gelistirilememistir.

Endiistriyel biyoproseslerde, mikroorganizma veya enzimlerin uygun bir materyal igine
veya lizerine aktivitelerini koruyarak hapsedilmesi/tutuklanmasi ile hazirlanan
tutuklanmis biyokatalizorlerin  kullanimi tercih edilir. Tutuklama materyali ve
yonteminin se¢iminde ise kullanilan hiicrenin ve biyoprosesin 6zellikleri ile kolay ve
uygulanabilir olmasi Onem tasimaktadir. Tutuklanmis hiicreler bir¢ok proseste
biyokatalizor olarak kullanilmalarma karsin, zeytin karasuyunun biyoaritiminda

endiistriyel kullanim1 olmadig: gibi, literatiirde de konu ile ilgili ¢aligmalar kisitlidir.

5.1 R. glutinis’in Farkhh Ozellikteki Materyallere Uygun Yoéntemler ile
Tutuklanmasi

Hapsetme veya fiziksel adsorpsiyon yontemleri ile R. glutinis; Ca-aljinat pelletleri,
ogitillmiis zeytin ¢ekirdegi, agar, poliiiretan kopiik ve zeolite tutuklanmistir. Agar,
politiretan kopiikk ve zeolitin tutuklama materyali olarak kullanildigr ¢alismalarda
sorunlarla karsilagilmistir. Agara hapsetmede pelletlere kiiresel sekil verilememis ve
agarin kullanildig1 biyoaritim ortaminda zamanla kopiirme meydana gelmistir.
Poliiiretan kopilik ve zeolit ile tutuklama isleminde ise tutuklanmis hiicre miktari
belirlenememis ve tutuklama isleminin ardindan aktarildiklar1 biyoaritim ortamlarinda
tutuklama materyalinden hiicre desorpsiyonunun fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica
poliiiretan koptiglin kullanildigr biyoaritim ortamlarinda 48 st’den sonra kopilikte
sekilsel deformasyonlar; zeolitin kullanildig1 ortamlarda ise zeytin karasuyunun bulanik

hale geldigi gozlenmistir (EK 6).
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Caligmada kullanilan tutuklama materyallerinden bir digeri ogitiilmiis zeytin
cekirdegidir. Zeytin karasuyunun olustugu prosesin bir diger atiginin biyoaritimda
degerlendirilmesi amaciyla segilen zeytin ¢ekirdekleri, lignoseliilozik yapida, gozenekli
ve mekanik dayanmimi yiiksek bir materyaldir. Ayrica, zeytin karasuyunun
biyoaritiminda karsilagilan genis pH araliginda (pH= 4-9) dayanikli olmas1 6nemli bir
avantajidir. Biyoaritimda farkli baglangi¢ toplam fenol derisimi ve karistirma hizlarinda
calisilmistir. Kesikli igletim ile karistirmali ve geri dongiilii sistemlerde gerceklestirilen
biyoaritimlarda, dongii yapilan dolgulu kolonda daha kisa siirede ayni biyoaritim
degerinin saglandig1 belirlenmistir. Zeytin ¢ekirdegine tutuklanmis R. glutinis ile
ulagilan en yiliksek toplam fenol giderim degeri %69’dur. Ancak zeytin cekirdegine
tutuklanmis hiicre miktarinin belirlenememesi ve hiicre sizmasinin kolon sistemde daha
az olmakla beraber yapilan tiim biyoaritimlarda 6nemli derecede olmasi nedeniyle

zeytin ¢ekirdekleri ile tutuklama ve biyoaritim ¢aligmalar1 sonlandirilmistir.

Rhodotorula glutinis’in tutuklandig1 bir diger materyal ise Ca-aljinat jelidir. Ca-aljinat
jeli; tutuklama yonteminin basitligi, 1limhi kosullarda gergeklesmesi ve hiicrelere zarar
vermemesi nedeniyle tutuklama isleminde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu ¢alismada
kullanilacak olan tutuklama materyalinin zeytin karasuyuna dayanikli olmasi; ayrica
biyoaritim siiresince ortam pH degeri arttig1 i¢in genis pH araliginda (pH=4-9) da
kararli bir yapiya sahip olmas1 gerekmektedir. Literatlirde dncelikle Ca-aljinat pelletleri
ile calisilmas1 gerekilen pH araligina bakilmis; ancak bununla ilgili herhangi bir
calismaya rastlanilmamistir. Bu nedenle, pelletlerin zeytin karasuyuna dayanimin
gozleyebilmek iizere 6n denemeler yapilmistir. Bunun igin, santrifiijlenmis ham ZK
(pH=4.42) ve pH degeri yaklasik 10 civarina getirilen (NaOH ile) ham ZK
kullanilmigtir. Hazirlanan bos pelletler, her iki ortama konulmus ve T=30 °C ve N=150
rpm’de calisan c¢alkalamali hava banyosunda 7 giin boyunca bekletilmistir. Bu siire
sonunda her iki ortamda da pelletlerin yapisinda bir deformasyon gézlenmemis, sadece
baslangicta hazirlanan pelletlerin daha sert oldugu, sivi ortamda bekletildikten sonra ise
daha yumusak oldugu gozlenmistir. Buna gore, Ca-aljinat pelletleri ile genis pH

araliginda c¢alisilabilecegi sonucuna varilmistir.
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5.2 Ca-aljinatPelletlerine Tutuklanmms R. glutinis ile Zeytin Karasuyu
Biyoaritiminda Uygun Kullanim Kosullarinin Arastirilmasi

Pellet ¢apinin biyoaritima etkisinin incelendigi ¢calismada, farkli ¢aplarda (Dy= 2, 3 ve 4
mm) olusturulan kiiresel pelletler zeytin karasuyu biyoaritiminda kullanilmis ve
biyoaritim iizerine 6nemli bir etkisi gozlenmemistir. Bu sonug, pellet iginde 6nemli bir

difiizyon direncinin olmadigini gostermektedir.

Na-aljinat derisiminin artirilmasiyla pelletlerin yapis1 giiclendirilebilir. Bu amagla, farkli
derisimlerde Na-aljinat c¢ozeltileri (%1.5, 2, 3 ve 4) kullanilarak Ca-aljinat pelletleri
hazirlanmis; yiiksek derisimde Na-aljinat c¢ozeltisi ile daha dayanikli pelletler
olusturuldugu gozlenmistir. Bu nedenle biyoaritimlar, %3 ve 4 (a/h) Na-aljinat
cozeltileri kullanilarak hazirlanmig pelletler ile gergeklestirilmistir. Ayrica %3 ve 4 Na-
aljinat ¢ozeltileri ile hazirlanan Ca-aljinat pelletleri hiicre sizmasi bakimindan da
karsgilastirilmistir. %3 ve 4 Na-aljinat c¢ozeltileri kullanildiginda biyoaritim sonunda
(t=163 st) sirastyla 0.15 g ve 0.11 g c¢coken kati1 madde miktar1 elde edilmistir. Hem
toplam fenol giderimi hem de sizma agisindan 6nemli bir fark gézlenmemesi nedeniyle
ileri biyoaritimlarda kiitle aktarim kisitlamalarin1 azaltabilmek amaciyla %3 Na-aljinat

¢Ozeltisi kullanilmastir.

Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis hiicreler baglangicta pelletlerin ig¢inde ve/veya
yiizeyinde homojen olarak dagilirken ilerleyen zamanlarda besin elementlerince zengin
olan ylizeye yakin kisimlarda hiicrelerin ¢ogalmasi nedeniyle hiicre sayisi artmakta ve
bir kismi fermentasyon ortamina sizmaktadir. Pelletlerin {lizerinde ve yilizeye yakin
kisimlarda ¢ogalan hiicreler pelletlerden kolayca ortama ge¢mekte ve bu yolla olusan
hiicre sizmasi; jel matrisin mekanik dayanikliligi, gozenek biiylikligli gibi fiziksel
Ozelligine, mikroorganizma tiirline, baglangi¢ hiicre derisimine ve ortam kosullarina

bagli olarak degismektedir (Goksungur ve Giiveng 2002).

0.03 g yas hiicre/g pellet ve N=200 rpm’de gerceklestirilen calismada, pelletlerde
parcalanma gozlenmemesine karsin hiicre miktar1 artirilarak (0.7 g yas hiicre/g pellet)
ayni karigtirma hizinda yapilan deneyde ise pelletler tamamen dagilmistir. Pellet

icerisine hapsedilen hiicre miktarinin artmasiyla pellet yapisinin daha kolay bozuldugu,
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ayrica pelletlerden biyoaritim ortamina hiicre difiizyonun da daha fazla oldugu
gbzlenmistir. Bu durum, hiicre sizmasimin baslangic hiicre derisimine bagli oldugunu

dogrulamaktadir.

Ca-aljinat pelletlerinden hiicre sizmasini engellemek amaciyla glutaraldehit ile ¢apraz
baglama yontemi denenmis; pelletler ¢alkalamali sistemde (N=150 rpm, T=10 °C, 10
dk) %0.5 ve %1 GA ¢ozeltileri ile muamele edilmistir. Her iki ortamda da hiicresel
aktivite gozlenmemistir. Bu durumun {istesinden gelebilmek i¢in GA derigiminin
azaltilmas: veya 10 dk olarak uygulanan calkalama siiresinin kisaltilmasi ile ¢apraz
baglama islemi denenebilir. Ayrica %0.5 GA ¢ozeltisi ile muamele edilen Ca-aljinat
pelletlerinde az da olsa pargalanma gozlenirken; %1 GA ¢dzeltisi ile muamele edilen

pelletler tamamen pargalanmistir. Benzer bulgular literatiirde de yer almaktadir.

Cheetnam vd. (1979), Ca-aljinat pelletlerinin %0.01 (a/h) kloramfenikol c¢ozeltisi
icerisinde calkalanmasi sonucunda %85 oraninda; %0.01 glutaraldehit ile muamelesi
sonucunda ise hiicre sizintisinin %50-65 oraninda azaltilabilecegini, ancak her iki
durumda da hiicre canliliginda 6nemli azalmalar oldugunu belirlemiglerdir. Boyaval ve
Goulet (1988), elde ettikleri Ca-aljinat pelletlerini polietilenimin ile muamele
ettiklerinde, hiicre kaybinin azalmadigini ve pelletlerde biiziigme meydana geldigini
belirtmislerdir. Pelletlerin GA ¢d6zeltisinde tutularak hiicre sizintisinin engellenmesinin
ise hiicrelerin hemen hemen tamamini Oldiirdiiglinii belirlemislerdir. Hiicrelerin
canliliginin zarar gérmesi nedeniyle basarili sonuglar elde edilememis ve bazi
aragtirmacilar Ca-aljinat pelletlerinin disin1 kaplayarak hiicre sizintisini engellenmesi
lizerine caligmalar yapmistir. Vorlop vd. (1987), Ca-aljinat pelletleri olustuktan sonra
dis yiizeyini hiicre igermeyen bir aljinat tabakasi ile kaplayarak pelletlerden hiicre
kaybin1 engellemeye c¢alismislardir. Tanaka vd. (1986), Saccharomyces cerevisiae
hiicrelerini  iki tabakali aljinat lifi igerisinde tutuklayarak hiicre sizintisini
engellemislerdir. Bu sistemde i¢te bulunan tabaka hiicreleri hapsederken dis aljinat

tabakasi ise hiicre sizmasini onlemistir.

Ca-aljinat pelletlerinin tutuklama materyali olarak kullanilmasindaki problemlerden biri

Mg®", K gibi bazi katyonlarin kalsiyum aljinat yapisindaki kalsiyum iyonlari ile yer
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degistirmesi ve aljinata baglanarak jelin parcalanarak dagilmasina neden olmasidir
(Chetthamvd. 1979). Bu durum, ortamda Ca*" iyonunun bulundurulmasi ile 6nlenebilir.
Ug fazli santrifiij sistem ile elde edilen zeytin karasuyunun yapisinda da Na™, Mg*" ve
K" gibi katyonlarin bulundugu bilinmektedir (Niaounakis ve Halvadakis 2006). Bu
calismada, Ca-aljinat pelletlerinin pargalanarak dagilmasin1  6nlemek amaciyla
biyoaritim ortamlarina 0.005 M CaCO; ve CaCl,.2H,0 eklenmistir. Ca*’ iyonu
icermeyen paralel yiiriitiilen kontrol ortaminda 3x48 st sonra pelletlerde gozle goriiliir
dagilma varken Ca’’ iyonu bulunan biyoaritim ortamlarinda 5x48 st sonuna kadar
dagilma gozlenmemistir.  Guoqiangvd. (1991), Ca-aljinata tutuklanmis L. casei
hiicreleri ile glukozdan laktik asit iiretiminde olusan laktik asitin kalsiyumu baglayarak
pelletleri parcaladigini gézlemlemisler; ancak fermentasyon sirasinda ortamda CaCOs;
bulundurarak bu sorunu ¢oézmiislerdir. Gilson ve Thomas (1995), Ca-aljinata
tutuklanmig S. cerevisiae ile etil alkol iiretiminde fermentasyon sivisina %56 CaCl,

ilave ederek pelletlerin par¢alanmasini engellemislerdir.

Fenolik bilesikler mikroorganizma g¢ogalmasina inhibisyon etkisi yapabilecegi i¢in,
zeytin karasuyunun biyoaritiminda seyreltilmeden kullanilabileceginin gosterilmesi
onemlidir. Bu nedenle, ¢alismada farkli derisimlerde ZK ile calisilmistir. Baslangic
toplam fenol derisiminin etkisinin incelendigi deney grubunda, biyoaritimlar farkli
yiizdelerde seyreltilerek; TFy=390, 800, 1042 ve 1187 mg/L olan zeytin karasuyu ile
gergeklestirilmistir. Baslangi¢ fenol derisiminin artmasi ile fenol giderim hizi artmistir.
Ancak uzun siire gerceklestirilen biyoaritimlar sonucunda tiim biyoaritim ortamlarinda
yaklasik ayni fenol gideriminin (%83-87) saglanabilecegi goriilmiistiir. Biyoaritimlarda
ilk 48 st i¢inde fenol giderim hizinda ve derecesinde de 6nemli farkliliklar gézlenmistir.
Bu sonug, Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis hiicreleri ile seyreltilmemis
zeytin karasuyu biyoaritiminin bagarili bir sekilde gerceklestirildigini gostermistir.
Ahmadi vd. (2006) “loofa” iizerine tutuklanmis Phanerochaetechrysosporium’u zeytin
karasuyu biyoaritiminda kullanmislardir. Calismada kullanilan karasu seyreltilmedigi
takdirde hiicresel aktivite gozlenmemis, bu nedenle zeytin karasuyu hacimce %20, 30
ve 50 olarak seyreltilmis ve baslangi¢ toplam fenol degerleri 1200, 1800 ve 3000 mg/L
olarak Olclilmiistiir. 5 giin siiren biyoaritimlarda sirasiyla %80, 90 ve 60 TF giderimi

saglanmstir.
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Tutuklanmig hiicre miktarmin artirilmasiyla birlikte daha hizli toplam fenol giderimi
saglanabilecegi diisiiniilmiis ve bu amagla ilk ¢alismalarda 0.03 g yas hiicre/g pellet olan
hiicre miktar1 artirilarak 0.07, 0.18 ve 0.7 g yas hiicre/g pellet degerleri ile de
calisilmistir. En yliksek yas hiicre miktar1 ile gergeklestirilen bu biyoaritimda daha hizli
fenol giderimi saglanarak ilk 24 st sonunda %355 toplam fenol giderimi elde edilmistir.
0.03, 0.07 ve 0.18 g yas hiicre/g pellet degerlerinde ise ilk 24 st sonunda sirasiyla %25,
31 ve 42 toplam fenol giderimi saglanmistir. Bu, hiicre miktarinin artmasi ile daha hizlh

fenol giderimi saglandigin1 gostermektedir.

Tutuklanmig hiicreler ile calisilan sitemlerde karistirma hizi kiitle aktarimini etkileyen
onemli bir parametredir. Bu calismada da, karistirma hizinin incelendigi deney
grubunda, N=150, 200 ve 250 rpm degerlerinde c¢alisilmistir. N=250 rpm’de
gerceklestirilen biyoaritimlarda Ca-aljinat pelletleri parcalanirken, N=150 ve 200
rpm’de pellet yapisinda deformasyon olmamustir. t=96 st siiren biyoaritimlarda, N=150
ve 200 rpm i¢in sirastyla %79 ve %84 TF giderimi elde edilmistir. Karistirma hizinin
artis1 ile birlikte kiitle aktarim kisitlamalar1 azaldigi icin daha kisa siirede daha fazla

toplam fenol giderimi saglandig1 sonucuna varilmistir.

Biyoaritim ortamina eklenen azot kaynagi da hiicrelerin yasamasi i¢in onemli bir
parametredir. Bu ¢alismada, azot kaynagi olarak amonyum siilfat ve iire kullanilmistir.
Ure igeren ortamda, ayn1 miktarda azot iceren amonyum siilfat ortamma gore daha
yiiksek hizda fenol giderimi saglanmis; ancak yeterince uzun siire sonunda énemli bir
etkisi gozlenmemistir. Ayrica amonyum siilfat kullanimi sonucunda biyoaritim
ortaminda ¢oken kati madde miktar1 da daha azdir; ancak yiiksek baslangi¢ toplam fenol
derisimine sahip zeytin karasuyu ile yapilan biyoaritimlarda amonyum siilfat varliginda
hiicresel aktivite gozlenmemistir. Bu nedenle biyoaritim deneylerinde azot kaynagi
olarak iire kullamilmistir. Serbest R. glutinis hiicreleri ile laboratuvarimizda
gergeklestirilen bir diger ¢alismada; azot kaynagi olarak amonyum nitrat, amonyum
siilfat ve iire kullanilmis olup her ii¢c azot kaynaginin da aritimda kullanilabilecegi
gosterilmistir. Ure, amonyum nitrat ve amonyum siilfat varhgindaki biyoaritimlarin
sonunda TF derisiminde sirasiyla %87, 86 ve 82 azalma elde edilmistir. Bu sonugclar,

azot kaynagi olarak biyoaritim ortaminda iire varliginda daha kisa siirede pH artisi
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sagladigim1 ve TF gideriminde daha etkin oldugunu gostermektedir (Karakaya vd.

2012).

5.3 Ca-aljinat PelletlerineTutuklanmus R. glutinis ile Biyoproses isletim Tiirii
Etkisi
Tutuklama islemi, hazirlanan pelletlere arka arkaya veya stirekli reaktorlerde kullanim
imkan1 sunar. Pelletlerin ardisik kullanimini incelemek amaciyla TF;=1049 mg/L olan
ZK ile 9.08 g/L iire igeren ve 0.03 g yas hiicre/g pellet kosullarinda gergeklestirilen
biyoaritimda, hiicreler her 48 st sonunda steril olarak siiziiliip ayn1 bilesime sahip taze
biyoaritim ortamina alinmistir. Boylece pelletler ardisik olarak 3 kez kullanilmigtir ve
biyoaritim sonunda (t=3x48 st) pelletler parcalanmistir. Ardisik 3 kullanim i¢in sirasiyla
%63, 60 ve 66 toplam fenol giderimi elde edilmistir. Hiicre sizmasi, ortamda Ca>"
iyonu bulundurularak 6nlenmistir. Bu sekilde ayni pellet arka arkaya 5x48 st deforme
olmadan ve c¢ok fazla aktivite kaybi olmadan kullanilabilmislerdir. D’Annibale
vd.(1998), politiretan kopiik iizerine tutuklanmis Lentinulaedodes ile herbiri 8 giin siiren
ardisik Uic kesikli isletimde kullanmiglardir. Sakkaroz, maya oziitii ve Tween 80 ile

desteklenen zeytin karasuyuna alinan hiicreler ile ii¢ isletim i¢in sirastyla %83.5, %88.5

ve %78 toplam fenol giderimi saglanmistir.

Calismada kesikli isletimden farkli olarak, fazla miktarda karasu aritmak amaciyla yari
kesikli isletim tiiri de denenmistir. Bu deney grubunda, TFy= 341 mg/L olan ZK ile
birlikte azot kaynagi olarak tire (2.27 g/L) ve amonyum siilfat (5 g/L) ayr ayn
kullanilmistir. Ure igeren biyoaritim ortaminda en fazla toplam fenol giderimi 0-44
st.leri arasinda %83; amonyum siilfat iceren ortamda ise 0-74 st.leri arasinda %81
olarak elde edilmistir. Ure kullanilan ortamda amonyum siilfata gére daha kisa siirede
daha fazla toplam fenol giderimi saglanmustir. Ure ve amonyum siilfat varliginda
yapilan yari kesikli biyoaritimlarda sirasiyla 250 ml (t=360 st) ve 225 ml (t=264 st)
zeytin karasuyu artilmistir. Yart kesikli isletimler ile seyreltilmemis zeytin karasuyu
beslenmesi nedeniyle zamanla toplam fenol giderimi azalmis ancak; bu sekilde daha
fazla miktarda zeytin karasuyu arittimi saglanmistir. Gongalves vd. (2012), Candida
cylindracea CBS 7869, Candidarugosa CBS 2275 ve Yarrowia lipolytica W29

kullanarak kesikli ve yar1 kesikli isletimlerle hem zeytin karasuyu biyoaritimi hem de
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lipaz iiretimi iizerine ¢alismislardir. Kullanilan zeytin karasuyunun baslangic KOI ve
toplam fenol derisimi sirasiyla 261 g/L ve 7.9 g/L’dir. C. cylindracea CBS 7869, C.
rugosa CBS 2275 ve Y. lipolytica W29 ile sirasiyla %4, 27 ve 1 fenol giderimi ve
%50’den fazla KOI giderimi elde edilmistir. Lipaz iiretiminin yanisira yar1 kesikli

isletim ile karasuyun organik yiikiinlin 6nemli derecede azaltildigini da belirtmislerdir.

Calismada, dolgulu kolon kullanilarak fazla miktarda zeytin karasuyu biyoaritimi
amaclanmistir. t=120 st siiren biyoaritimda ilk 96 st geri dongi ile isletilen sistemde,
ortam pH degeri 8.00’e ulastiginda bu degere set edilerek siirekli isletime gecilmistir.
Ik 96 st geri dongii ile calistirilan sistemde %75 TF giderimi saglanmistir. pH degeri
8.00’e set edildikten sonra (t=96 st) ise ortama 200 ml santrifiijjlenmis ham ZK steril
olarak beslenmistir. Bu sekilde, biyoreaktérde V=700 ml zeytin karasuyu aritilmistir.
Bu sistemde biyoaritim sonunda (t=120 st) %78 TF giderimi elde edilmistir. Bu
sonuclar, yatiskin kosullar saglanarak isletilecek bir dolgulu kolon sistemin ZK
biyoaritimda kullanim potansiyelinin oldugu gostermektedir. Literatiirde ise Ca-aljinat
pelletlerine tutuklanmis mikroorganizma ile zeytin karasuyu biyoaritiminda kolon

sistemde gergeklestirilen herhangi bir ¢alismaya rastlanmamastir.

Sonu¢ olarak, Ca-aljinat pelletlerine tutuklanmis R. glutinis ile gergeklestirilen
biyoaritimlarda en yiiksek toplam fenol giderimi kesikli isletimde TF;=1068 mg/L
(seyreltilmemis ZK), N=200 rpm, 0.03 g yas hiicre/g pellet, T=30 °C kosullarinda t= 96
st de %84 olarak elde edilmistir. Ayrica bu biyoaritimda %22 KOI giderimi
saglanmistir. Yar1 kesikli igletim ile iire varliginda kesikli isletime gore daha fazla
miktarda (250 ml) zeytin karasuyu aritilmistir. Kolon sistemde ise 700 ml zeytin
karasuyu 120 st’de %78 toplam fenol giderimi ile kullanilabilmistir. Caligma siiresince
R. glutinis, zeytin karasuyundaki fenolik bilesenleri pargalayarak yiiksek toplam fenol
giderimi saglamistir. Ancak KOI giderimi fenol giderimi kadar yiiksek degildir. Bu
calisma, endiistriyel dlgege uygulandig1 zaman aritilacak zeytin karasuyu miktar1 fazla

olacagi i¢in siirekli isletim ile ileri biyoaritimlar gergeklestirilmelidir.
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EK 1 Calismada Kullanilan Kimyasal ve Biyokimyasal Maddeler

Kimyasal Firma Katalog No
Agar Applichem A0949
Aljinik asit sodyum tuzu Sigma 180947
Amonyum demir (II) siilfat Merck 103791
hekzahidrat

Amonyum siilfat Sigma A4915
Civa (II) siilfat Merck 104481
Etanol Riedel de Haen 32221
Etil asetat Sigma 27227
Ferroin indikator ¢ozeltisi Merck 109161
Folin-Ciocalteu reaktifi Sigma F9252
Gallik asit Sigma G7384
Glukoz monohidrat Applichem A1349
Glutaraldehit ¢ozeltisi Sigma-Aldrich G7651
Giimiis stilfat Merck 101534
Hidroklorik asit Sigma 32221
Kalsiyum kloriir dihidrat Applichem A4689
KOI referans ¢ozeltisi Hach 22539-29
Malt 6ziitii Fluka 70167
Maya 6ziitii Fluka 70161
Pepton Fluka 70171
Potasyum dikromat Merck 104864
Sodyum bikarbonat Scharlau SO0116
anhidroz

Ure Merck 108488
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EK 2 Calismada Kullanilan Cihazlar

Cihaz Model

Laminer Akis Kabini Biolab Faster BHG 2004-S
Sterilizator ALP CL-40M

Calkalamali Hava Banyosu Edmund Biihler TH 30; Shel Lab S16R-2
Biyoreaktor Sartorius Biostat B plus Twin
HPLC Waters Alliance

UV-VIS Spektofotometre Shimadzu UV-1601

Sogutmali1 Santrifiij Hettich Rotina 35 R

Doner Buharlastirici Heidolph

Terazi Mettler AB54-S; Scaltec

pHmetre Sartorious PP25

Ultrasaf Su Cihazi Millipore

Etiiv; Kurutucu Friocell 222; Zhichang- ZRD 5110
KOI Termoreaktor Wise Therm
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EK 3 Toplam Fenol Derigimi Kalibrasyon Dogrusu ve Analizlerin Dogrulugu

Zeytin karasuyu Orneklerine ait toplam fenol derisimleri gallik asit esdegeri (mg/L)
olarak hesaplanmistir. Gallik asitin etil alkol ¢d6zeltisi icinde hazirlanan farkl
derisimleri ile ¢izilen kalibrasyon dogrusu ve denklemi sekil 1’de verilmistir.
Kalibrasyon dogrusu hazirlanirken ve drnekler analizlenirken ii¢ paralel analiz yapilarak

ortalamalar1 alinmistir.

0,8
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Absorbans (765 nm)

0,2
0,1

0 1 1 1 1 1
0 100 200 300 400 500 600

Toplam fenol derisimi, mg/L (gallik asit)

Sekil 1Toplam fenol derisimi hesabinda kullanilan kalibrasyon grafigi

Toplam fenol derisim oOlgilimiinde analizlerin dogrulugunu belirlemek iizere yapilan
denemelerde,gallik asitin etil alkol ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 300 mg/L derisimine
sahip c¢ozeltisi kullanmilmistir. Bu amagla ilk olarak; 8 ayn tiipe 5’er ml c¢ozelti
konulmus, daha sonra Boliim 3.3.2°de anlatildigir sekilde ekstraksiyon ve Folin-
Ciocalteu yontemiyle toplam fenol derisim Sl¢limi yapilmistir.Elde edilen absorbans

degerleri kullanilarak sekil 1°de verilen grafige gore TF derisimi bulunmustur.
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Cizelge 1°deki veriler esitlik EK 3.1°e uygulandiginda, toplam fenol tayini yonteminin
standart sapmasi 7.44 olarak bulunmustur. Bulunan standart sapma degeri (S), toplam

fenol derisimine ait degerlerin ortalamasinin % 2.39°na karsilik gelmektedir.

Cizelgel Toplam fenol tayini yontemine ait standart sapma degerinin hesaplanmasi

Xj (mg/ L) Xi=Xort (Xi'xort)2
315 4 16

325 14 196
301 -10 100
310 -1 1

311 0 0

307 -4 16

313 2 4

2
g= |E&izXort)” (EK 3.1)

n-—1

Burada:

S= standart sapma

x;= Ornege ait deger

Xort= Orneklere ait ortalama deger

n= Ornek sayisi
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EK 4 Kimyasal Oksijen Ihtiyact (KOI) Analizlerinin Dogrulugu

Kimyasal Oksijen Ihtiyaci (KOI) analizleristandart APHA-5220C yontemine gore
dlgiilmiistiir (APHA 1999). KOI 6l¢iimiinde analizlerin dogrulugunu belirlemek iizere
yapilan denemelerde ticari olarak saglanan KOI referans ¢dzeltisi (1000 mg Oo/L) 4 kat
seyreltilerek kullanilmis ve 10 paralel deneme yiiriitiilmiistiir. Cizelge 2’de 6rneklerin
esitlik 3.2 yardimiyla hesaplanan KOI degerleri verilmistir. Bulunan standart sapma

degeri KOI derisimlerinin %10’udur.

Cizelge 2 Orneklerin KOI degerleri

Ornek 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

(mg OyL) 281 264 303 316* 286 267 301 292 273 258

*Hesaplamaya alinmayan deger
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EK 5 Yag-Kuru Hiicre Kalibrasyon Grafigi

S1v1 6n ¢ogalma ortamindan (TFy =386 mg/L ve 2.27 g/L iire) belirli hacimlerde (5, 10,
20, 30, 40, 50 ml) 33.5xg’de 10 dk santrifiijlenerek ¢oktiiriilen hiicreler darasi alinmis
santrifiij tiiplerinde tartilarak yas agirliklari belirlenmis; 85 °C’de 24 st kurutulmustur.
Sabit tartima geldikten sonra darasi alinmis petri kaplarinda tartim yapilarak g olarak
kuru hiicre miktar1 hesaplanmistir.Hazirlanan yas-kuru hiicre kalibrasyon grafigi sekil
2’de gosterilmistir. Tiim biyoaritim deneylerinde bu kalibrasyon grafigi kullanilarak yas
agirhigr bilinen hiicrenin kuru agirligt hesaplanmis ve biyoaritim sonunda ortamda

coken kat1 madde miktarlari belirlenmistir.

0,07
y=0,150x-0,002 ¢
0,06 R?=0,956

0,05 |
0,04 |

0,03 |

Kuru hiicre, g

0,02

0,01 |

0 1 1 1 1 1 1 1 1
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25 0,3 0,35 0,4 0,45

Yas hiicre, g

Sekil 2Yas-kuru hiicre kalibrasyon grafigi
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EK 6Politiretan Kopiik, Zeolit veAgar Kullanilan Biyoaritim Ortamlarinin Fotografi

| Poliiiretan
kopiik

87



OZGECMIS

Adi Soyadi : Gaye BOZKOYUNLU
Dogum Yeri : Ankara

Dogum Tarihi: 03.07.1986

Medeni Hali : Bekar

Yabana Dili : ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Y1l):

Lise : Bartin Koksal Toptan Lisesi (2003)

Lisans : Ankara Universitesi Kimya Miihendisligi Boliimii(2010)
Yiiksek Lisans: Ankara Universitesi Kimya Miihendisligi Anabilim Dali
(Eyliil 2010-Ocak 2013)

Yaynlari:

1. Bozkoyunlu, G., Karakaya, A., Laleli, Y., Takag, S. 2011 “Employment of
immobilized Rhodotorula glutinis in olive mill wastewater treatment”.
European Biotechnology Congress. Current Opinion in Biotechnology, 22S:

S15-S152, OP12. Istanbul, Turkey.

2. Bozkoyunlu, G., Takag, S. 05/09/2012. Ca-Aljinat Jel Pelletlerine Tutuklanmig
Rhodotorula glutinis ile Zeytin Karasuyu Biyoaritiminda Azot Kaynagi Tiirli
Etkisi, Onuncu Ulusal Kimya Miihendisligi Kongresi (UKMK-10) Bildiri
Ozetleri Kitabi, P34, Istanbul.

88



