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OZET

YUKSEK LISANS TEZi

MAYA TURU HUCRELERDEKI METAL BiYOBIRiKiMi iLE LiPAZ ENZiMi
AKTIVITESININ KARSILASTIRMALI iINCELENMESI

Giilsah MERSIN

Cumbhuriyet Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Miihendisligi Anabilim Dali

Danisman: Yrd. Dog. Dr. Unsal ACIKEL

Yapilan tez ¢aligsmasinda diigiik pH’larda iireyebilen ve agir metal iyonlarina oldukg¢a direngli olan
Candida tirii mayalar (Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis, Candida
membranefeciens) ile agir metal kirliligi iceren diisiik pH’a sahip atik sularda istenmeyen
derisimlerde bulunan bakir (IT) ve nikel (II) iyonlarinin tekli karigimlarindan biyobirikimi ve lipaz
enzimi aktiviteleri incelenmistir. Biyobirikim ve lipaz enzimi aktivitesini i¢in hazirlanan besin

ortamlarinda bir seker endiistrisi atig1 olan melas kullanilmustir.

Calismalarin ilk asamasinda mikroorganizmalarin maksimum iireme gosterdigi optimum pH
degeri 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde arastirilmistir. Biitlin maya hiicreleri i¢in maksimum
Ozgiil Gireme hiz1 ve lireyen mikroorganizma derisimi pH 4.0 degerinde elde edilmistir. Baslangig
sakkaroz derisiminin 20 g/L derisimine kadar artmasiyla biitiin mayalarin 6zgiil ireme hizlarinin
ve maksimum ireyen derisimlerinin arttifi, mayalar igerisinde en yiiksek 0Ozgiil iireme ve
maksimum tireyen mikroorganizma derigimini Candida lypolytica'nin, en diigiik 6zgiil tireme ve
maksimum {ireyen mikroorganizma derisimini ise Candida utilis’in gosterdigi bulunmustur.
Mayalar en yiiksek lipaz enzimi aktivitesi ve metal biyobirikim degerlerini de en verimli {iredikleri
pH 4.0 degerinde gostermistir. Ortama 25-250 mg/L derisim araliginda eklenen tekli bakir (IT) ve
nikel (II) iyonlarmin maya hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi ve mayalarin artan metal iyonu

derisimlerinde 6zgiil iireme hiz ve maksimum iireyen derisimlerinin azaldig1, nikel (II) iyonlarinin



inhibisyon etkisinin bakir (II)’ye gore daha fazla oldugu bulunmustur. Ayrica Monod esitligin
dogrusallagtirilmasiyla ¢izilen izotermlerden mikroorganizma iiremesi ic¢in kinetik sabitler

belirlenmistir.

Caligmalarin ikinci asamasinda lipaz enzimi aktivitesi baglangi¢ sakkaroz derigimi 1-20 g/L
araliginda degistirilerek incelenmistir. Baglangi¢ sakkaroz derisiminin 10 g/’ ye kadar artmasiyla
biitlin mayalarin gosterdigi lipaz enzimi aktivitesinin arttig1, daha yiliksek sakkaroz derisimlerinde
ise lipaz enzimi aktivitesinin azaldig1 ve mayalar icerisinde en yiiksek lipaz enzimi aktivitesini 10
g/L sakkaroz derigsiminde 936,96 U/L degeri ile Candida membranefeciens’in, en diisiik lipaz
enzimi aktivitesini 10 g/L sakkaroz derisiminde 486,54 U/L degeri ile Candida utilis’in gosterdigi
bulunmustur. Ortama 25-250 mg/L derisim aralifinda eklenen tekli bakir (II) ve nikel (II)
iyonlarinin maya hiicrelerinin gosterdigi lipaz enzimi aktivitesini énemli 6l¢iide diisiirdigi ve
nikel (IT) iyonlarinin lipaz enzimi aktivitesini diisiiriicii etkisinin bakir (II)’ ye gore ¢ok daha fazla

oldugu goriilmiistiir.

Calismalarin son agamasinda ortama 25-250 mg/L derisim araliginda eklenen bakir (II) ve nikel
(II) iyonlarinin maya hiicreleri tarafindan biyobirikimi incelenmistir. Baslangi¢ metal iyonu
derisimi arttik¢a bakir (II) ve nikel (II) iyonlarinin biyobirikiminin ve gram kuru mikroorganizma
basina tutulan metal iyonu miktarlarinin arttig1, en yiiksek tireme gosteren Candida lypolytica’nin,
en yiiksek verimde metal biyobiriktirdigi ve gram kuru mikroorganizma bagina tuttugu metal

iyonu miktarinin da diger maya hiicrelerine gore daha yiiksek oldugu goriilmiistiir.

ANAHTAR KELIMELER: Atik su, maya, melas, sakkaroz, agir metal iyonu, biyobirikim,
inhibisyon, Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis, Candida membranefeciens,
bakir (II), nikel (II)
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COMPERATIVE INVESTIGATION OF METAL BIOACCUMULATION AND LIPASE
ACTIVITY BY YEAST CELLS

Giilsah MERSIN
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Supervisor: Asist. Prof. Dr. Unsal ACIKEL

In the thesis study, copper (II) and nickel (Il) ions which are undesirable concentrations in
wastewaters including heavy metal pollution at low pH from the mixture of single
bioaccumulation and lipase activity are investigated with Candida species (Candida lypolytica,
Candida utilis, Candida tropicalis, Candida membranefeciens) which are capable of reproduced at
he low pH and resistant to heavy metal ions. As a sugar industry waste, molesses, was used

bioaccumulation and lipase enzyme activity studies in nutrient media.

In the first part of study, optimum pH for growth of microorganism was investigated at 10 g/L for
fixed sucrose concentration. Maximum spesific growth rate and reproduced microorganism
concentration were obtained for all yeast cells in the pH value of 4.0. All yeast cells’ spesific
growth rate and reproduced microorganism concentration increased by increasing initial sucrose
concentration to 20 g/L. In these yeasts, Candida lypolytica showed the highest spesific growth
and maximum reproduced microorganisms concentration, Candida utilis showed the lowest
spesific growth and maximum reproduced microorganisms concentration. Yeast showed the
highest lipase activity and bioaccumulation values at pH value of 4.0 efficiently. Single copper
(1) and nickel (11) ions added in to medium between the range of 25-250 mg/L concentrations lead
to inhibit growth of yeast cells. Yeasts’ spesific growth rates and maximum reproduced
concentrations decreased by increasing metal ion concentrations and inhibition effect of nickel (I1)
ions founded better than inhibition effect of copper (Il). Kinetic costants were determined with

isotherms which were plotted by monod equation linearization.

The second part of study, lipase enzyme activity was investigated at initial sucrose concentration
in the range of 1- 20 g/L. For all yeasts, lipase activity increased with increasing initial sucrose

concentration to 10 g/L, decreased by the higher sucrose concentration and in the yeasts, Candida



vii

membranefeciens showed the highest lipase activity with 936,36 U/L at 10 g/L sucrose
concentration. Candida utilis showed the lowest lipase enzyme activity with 486,54 U/L at 10 g/L
sucrose concentration. Single copper (I1) and nickel (I1) ions added to medium of 25-250 mg/L
concentrations were found to reductive effect of nickel (I1) ions are more than the reductive effect
of copper (I1) ions.

The last part of the study, copper (1) and nickel (1) ions which added the range of 25-250 mg/L
concentrations in the medium were examined to bioaccumulation by yeast cells. Copper (1) and
nickel (II) ions’ bioaccumulation and amount of metal ions held per gram of dry microorganism
were found to increase by increasing metal ion concentrations. Maximum reproductive Candida
lypolytica most efficiently bioaccumulated metal and amount of metal ion held per gram of dry
microorganism determined higher than the others yeast cells.

KEY WORDS: Wastewater, yeast, molasses sucrose, heavy metal ion, bioaccumulation,
inhibition, Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis, Candida membranefeciens,
copper (1), nickel (11)



viii

TESEKKUR

Yiiksek Lisans tez ¢aligmalarim boyunca beni yonlendiren ve ¢aligmalarima yon veren, yaptigim
deneylerin, arastirmalarin her asamasinda bilgi ve Onerileriyle gelismeme biiyiik katki saglayan
danigman hocam saym Yrd. Dog. Dr. Unsal ACIKEL e en derin duygularimla tesekkiirii bir borg

bilirim.

Her zaman yanimda olan, ilgi, destek ve sevgisini benden esirgemeyen, hayatimin her agamasinda

emegini hissettigim aileme sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Diinyada giderek artan niifusla birlikte gelisen teknoloji ve hizli sanayilesme, ¢ok biiyik ve
¢oziilmesi giderek zorlasan bir problemi, ¢evre kirliligini de beraberinde getirmistir. Bugiin bu
kirlilik doganin dengesini bozar duruma gelmis ve insan yasamini tehdit eden boyutlara ulagmustir.
Su kirliligi ise ¢evre kirliliginin énemli bir boyutunu olusturmaktadir. Su, hava ve toprakta cevre
kirliligi biyolojik ve kimyasal etkenler tarafindan olusturulur. Konutlar, sanayi-endiistri
kuruluglari, enerji santralleri, tarim ve hayvancilik uygulamalar1 sonucu aciga ¢ikan ve icinde
sagliga zararli biyolojik ve kimyasal maddeleri barindiran sular atik su olarak tanimlanir. Atik

sular yeralt1 sulari, akarsu, g6l ve denizlerde olusan ¢evre kirliliginin en 6nemli kaynagidirlar.

Toksik agir metallerin ¢evreyi kirletmesi endiistrinin gelismesiyle giderek artmaktadir. Agir
metaller, su kaynaklarina, endiistriyel atiklar veya asit yagmurlarinin topragi ve dolayisiyla
bilesimde bulunan agir metalleri ¢dzmesi ve ¢dziinen agir metallerin irmak, gol ve yeraltt sularina
ulasmasiyla gecerler. Sulara tagman agir metaller asir1 derecede seyrelirler ve kismen karbonat,
stilfat, stlfiir olarak kati bilesik olusturarak su tabanina ¢oker ve bu bolgede zenginlesirler.
Sediment tabakasinin adsorpsiyon kapasitesi sinirli oldugundan dolayr da sularin agir metal

konsantrasyonu siirekli olarak yiikselir.

Bakur(IT) ve Nikel (IT), agir metaller arasinda en yaygin bilinenlerdir. Bu metaller ¢evrede bulunan
agir metallerden sadece ikisidir (Patterson, 1977; Aksu, 1998). Bu tip agir metallerin izleri
enzimatik reaksiyonlar ic¢in kofaktdr olarak gereklidir. Fakat bunlarin yiiksek seviyelerde
kullanimi, yasayan organizmalar i¢in kesinlikle toksiktir ve organizmanin metabolik reaksiyonunu
engeller. Bazi prosesler; ¢apraz akisli hiicre membrani, hiicre duvarina biyosorpsiyon ve hiicre dist
kapsiillerde tutuklama, ¢okme, komplekslestirme ve oksidasyon-rediiksiyon reaksiyonlaridir (Rai,
L.C., Gaur, J.P., Kumar, H.D., 1981). Agir metallerin giderimi i¢in kullanilan mikroorganizmalar
son zamanlarda biiyiik ilgi gormektedir. Bu sadece bilimsel bir yenilik olarak degil endiistride
kullanilacak bir yontem olarak goriilmektedir. Metal birikim proseslerinin iki kategorisinden biri,
olii canlilarin ve gelismeyen biyokiitlelerin gergeklestirdigi (pasif) biyosorpsiyon birikimi, digeri

ise canli hiicreler tarafindan gerg¢eklesen birikimdir (Macaskie, L.E. ve Dean, 1989).

Enzimler metabolik reaksiyonlarinin pek ¢ogunu hizlandiran ve protein yapisinda olan biyolojik
katalizorlerdir. Hiicrelerde organik maddelerin yapilmasi ve yikilmasi, sindirim, kas kasilmasi,
hiicre solunumu gibi 6nemli faaliyetler gesitli metabolizma reaksiyonlariin sonucudur ve bu
reaksiyonlar enzimlerin Kkatalitik etkisiyle miimkiin olmaktadir. Enzimlerin kimyasal
katalizorlerden en onemli farki, 6zgiil (spesifik) olmalaridir. Genel olarak enzimler belirli
maddeler arasindaki belirli reaksiyonlar1 katalize ederler (Telefoncu, 1986; inal, 1996; Shuler vd.,
2002; Pekin, B., 1980).



Bu tez c¢aligmasimin amaci, kesikli sistemde, Candida lipolytica, Candida membranaefaciens,
Candida tropicalis ve Candida utilis mayalarinin tekli agir metal iyonu igeren melasli besin
ortamlarindan agir metal biyobirikimlerinin ve lipaz enzimi aktivitelerinin karsilagtirmali

incelenmesidir.

Calismanin ilk agsamasinda mikroorganizmalarin maksimum iireme gosterdigi optimum pH degeri
sabit sakkaroz derisiminde aragtirtlmig, mikroorganizmalar i¢in maksimum 6zgiil lireme hiz1 ve
maksimum iireyen mikroorganizma derisimleri bulunmustur. Mikroorganizmalarin en yiiksek
lipaz enzimi aktivitesi ve metal biyobirikimleri ortama tekli bakir (II) ve nikel (II) iyonlarinin
eklenmesiyle aragtirtlmistir. Mikroorganizmalarin  tekli agir metal iyonu igeren besin
ortamlarindaki biiylimesi, 6zgiil ireme hizi ve maksimum iireyen derisimleri sabit sakkaroz
derisiminde incelenmistir. Mikroorganizma iiremesi i¢in kinetik sabitler Monod esitliginin

kullanilmasiyla hesaplanmistir.

Calismalarin ikinci asamasinda mikroorganizmalarin lipaz enzimi aktiviteleri, baslangi¢ sakkaroz
derisiminin degistirilmesiyle incelenmistir. Ortama farkli derigimlerde eklenen tekli bakir (II) ve

nikel (IT) iyonlariin mikroorganizmalarin lipaz enzimi aktivitesine olan etkisi arastirilmistir.

Calismalarin son asamasinda ise tekli bakir (II) ve nikel (II) iyonlari farkli derisimlerde
mikroorganizma {ireme ortamima cklenmis ve mikroorganizmalarin agir metal iyonu
biyobirikimleri incelenmistir. Ayrica gram kuru mikroorganizma bagina tutulan metal iyonu

miktarlart da hesaplanmustir.



2. TEMEL BiLGILER
2.1 Atik sular
2.1.1 Atk su ve genel ozellikleri

Su kirliligi, su kaynaginin fiziksel, kimyasal, bakteriyolojik, radyoaktif ve ekolojik 6zelliklerinin
olumsuz yonde degismesi seklinde gozlenen ve dogrudan veya dolayli yoldan biyolojik
kaynaklarda, insan sagliginda, balik¢ilikta, su kalitesinde ve suyun diger amaclarda
kullanilmasinda engelleyici bozulmalar yaratacak madde ve enerji atiklarinin bosaltilmasiyla

olusur.

Atik su ise, evsel, endiistriyel, tarimsal ve diger kullanimlar sonucunda kirlenmis veya ozellikleri
kismen veya tamamen degismis sular ile maden ocaklari ve cevher hazirlama tesislerinden
kaynaklanan sular ve yapilagmis kaplamali ve kaplamasiz gehir bdlgelerinden cadde, otopark ve
benzeri alanlarda yagislarda yiizey veya ylizey alt1 akisa doniismesi sonucunda olusan sular olarak
tanimlanabilir. Sekil 2.1 de bir endiistriyel sistem ve bu sistemden en genel halde kaynaklanan atik

tiirleri verilmistir (Su Kirliligi Yonetmeligi, 1988; Tiinay, O., 1996).

Ham madde —— Endnomioel
n .ustnye -+ TUriinler
Enerji Sistem -
an Llin
Yeniden Eulllanima | +—— Apkdar Gen K aramma
Gercel Atildar
Zararh Eat Gaz Fadyoaltif Sl
Atibelar Atblar Atddar  Anldar Atrlelar

Sekil 2.1 Endiistriyel sistem ve atiklar

Atik sular, fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere {i¢ tiir kirlilik gosterirler. Suyun fiziksel
ozelliklerinin degismesi (renk, koku, tat, bulaniklik, sicaklik, pH v.s) fiziksel kirlilige neden olur.
Sicaklik ve pH, nehirler ve gollerdeki bitkisel ve biyolojik hayati etkileyen o©nemli
parametrelerdendir. Yiiksek sicaklikta gevreye birakilan atik su, karistig1 nehir suyunun sicakligini

dogal olarak arttiracaktir. Oksijenin yiiksek sicaklikta, sudaki ¢oziiniirliigii azalacagindan, nehir



suyundaki oksijen miktari, biyolojik hayat igin yetersiz kalacaktir. Zamanla suda birikime sebep
olan kursun, civa gibi agir metaller, biyolojik yolla pargalanabilen organik maddeler ve inorganik
atiklar atik suda kimyasal kirlilik yapar. Kimyasal kirlilik, genellikle sanayi atiklarinin aritilmadan
sulara verilmesi sonucunda olusur. Bazi endiistriyel atik sulardaki dayanikli kirleticiler, alici Su
ortaminda birikme, canlilarin dokularinda yogunlasma ve belli sinirlar iistiinde canlilar {izerinde
dogrudan toksik etki etme ozelliklerine sahiptirler. Ayrica endiistriyel atik sularin sebep oldugu
kirlenmelerde ekolojik denge bozulmasina daha ¢ok rastlanmakta ve bu bozunma ¢ogunlukla geri

doniisii olmayan bir nitelik tagimaktadir.

Kimyasal kirleticiler 6zelliklerine gore ti¢ sinifta toplanabilir.

Bozulmadan kalanlar: Kloriir gibi inorganik bilesiklerde zamanla par¢alanma goriilmez.

Derisimleri alict suda zamanla artarken yagmur suyu ile azalir.

Degisebilenler: Biyolojik olarak parcalanabilen organik kirleticilerdir. Mikroorganizmalar

tarafindan parcalanarak inorganik kararlt maddelere doniisiirler.

Kalicilar: Zamanla biyolojik birikime yol agan civa, arsenik, kadmiyum, krom, kursun, bakir gibi

metaller, tarim ilaglart gibi organik maddeler ve uzun yar1 dmiirlii radyoaktif maddelerdir.

Atik su aritiminda temel amag, suyun kirlilik derecesinin kullanim yerine gore istenilen diizeye

indirilmesidir. Bu amaca yonelik olarak uygulanan baglica ii¢ gesit aritim yontemi vardir.

1. Mekanik yontemler: Bu yontemler atik suyun igerdigi askida kolloidal partikiilleri ve diger iri
kati maddeleri sudan ayirarak, ileriki proseslere aritilmak {izere hazirlayan yontemlerdir. Bu

yontemler asagidaki gibi siralanabilir.

i) Izgara ve Elekler: Atik suyun aritim tesisine girisinde yer alan ilk islemdir. Amag, atik suda
yiizen kati maddeleri uzaklagtirarak makinelerin etkilenmesini engellemektir. Eleklerde tutulan

biiyiik parcalar daha sonra gdmiiliir, yakilir veya kiigiik parcalara dgiitiilerek atik suya karistirilir.

ii) Dengeleme Havuzlari: Atik sularda debi, bilesim ve Kkirlilik yiikiinlin zaman igindeki
degisimlerinin dengelenmesini ve aritma tesislerine giden atik su debisinin diizenli olmasini saglar.
Dengeleme havuzlarinda bilesimin homojenlestirilmesi ve askidaki katt maddelerin ¢okelmesinin
engellenmesi i¢in karistirma uygulanir. Diger yandan, dengeleme havuzunda yapilan karigtirma ve
havalandirma ile indirgenmis bilesiklerin oksidasyonu ve biyolojik oksijen ihtiyacinin azaltilmasi

saglanir.



iii) Coktiirme Havuzlari: Kati-sivi karigimindan kati parcaciklarin yergekimi etkisiyle, karigimin
bulundugu kabin ya da havuzun alt kisminda toplanarak ayrilmasi islemidir. Bu iglem, tesise giren
kum, c¢akil ve diger organik ve inorganik katilarin birincil ¢okelme tanklarinda ayrilmasinda,
suyun sertligini gidermede kullanilan kimyasal maddelerin olusturdugu yumaklarin ve
cokeleklerin ayrilmasinda, biyolojik proses sonucunda olusan biyokiitlenin ikincil tanklarda

ayrilmasinda uygulanir.

iv) Yiizdirme (Floatasyon): Atik sularda bulunan sivi ve kati maddelerin yiizdiiriilerek su
yilizeyinde toplanmasini1 ve siyrilmasini saglayan islemdir. Yiizdiirme islemi sivi ortama verilen
gaz (genellikle hava) kabarciklarinin, yiizdiiriilecek tanelere tutunarak bunlari yukartya dogru
birlikte hareket ettirmeleri geklinde olur. Sudan daha hafif olan ve ¢cokelmeyen yag damlaciklar1 da
bu yontemle yiizeye taginabilir. Boylece su yiizeyinde kopiikler halinde toplanan katilar ve kiigiik

yag damlaciklar yiizeyden uzaklastirilirlar.

v) Yag Ayirma: Demir-gelik, metal kaplama, rafineri, maden arama enddistrileri atik sularinin yag
igerigi gibi, ¢cevreye degisik nedenlerle sizan yaglar da kanalizasyon suyuna sizabilir. Sonugta yag
ayirma Onemli bir islem olarak ortaya ¢ikacaktir. Yaglarin ayrilmasinda suyun ozelliklerine gére
farkli kimyasal (yumaklagtirma, ¢oktiirme) ve fiziksel (yiizdiirme, pihtilagtirma) yontemler

kullanilmaktadir.

2. Biyolojik yontemler: Bu yontemlerde kendi agirligi ile ¢okemeyen asili ya da kolloidal
tanecikler ile ¢6ziinmiis organik maddelerin mikroorganizmalar tarafindan giderilmesi saglanir.
Mikroorganizmalar bu maddeleri aerobik kosullarda besin ve enerji kaynagi olarak kullanir.
Organik maddelerin bir kism1 mikroorganizma hiicresine, bir kismi1 da enerjiye doniisiir. Biyolojik
aritma yontemleri, sistemde oksijenin olup olmamasina bagl olarak, aerobik ve anaerobik olmak

iizere ikiye ayrilir (Atimtay ve Yetis, 1992).

3. Kimyasal ve fizikokimyasal yontemler: Kimyasal aritma prosesleri atik sudaki bilesiklerin
kimyasal yapisini1 degistirerek onlar1 aritmaya yarar. Kimyasal aritma proseslerinde daha az zararli

veya zararsiz atiklar olugur. Kimyasal aritim yontemleri su sekilde siralanabilir.

i) pH ve nétralizasyon: Endiistriyel atik sular, kullanilan prosese gore asidik veya bazik karakter
gosterir. Bu atiklara bosaltim islemi yapilmadan ya da diger aritim yontemleri kullanilmadan dnce
notralizasyon islemi yapilmasi gerekir. Bir biyolojik aritim initesindeki optimum pH 6.5-8.5

arasindadir.

ii) Pihtilagtirma ve topaklastirma: Pihtilagtirma ve topaklastirma su ya da atik suda bulunan, askida

ya da kolloidal maddelerin uzaklastirilmasi amaciyla uygulanmaktadir. Bu maddeler alisilmis



¢okeltme teknikleri ile ¢okelmeyen 107-10" cm pargacik biiyiikliigiinde ve bulamkliga neden olan
taneciklerdir. Pihtilagtirmada en yaygin olarak kullanilan kimyasallar, aliiminyum siilfat (sap) ve

demir tuzlaridir.

iii) Yumaklastirma: Hizli karigtirma sonrasi yilizey yiikleri en aza indirgenen ve aralarinda itici gii¢
bulunmayan par¢aciklarin bir araya getirilerek, daha biiyiik tanecikler olugturmalar1 yumaklagtirma

tankinda gergeklestirilir ve sonucta ¢okeltme tankinda ¢okmeleri saglanir.

iv) Kimyasal ¢oktiirme: Kimyasal ¢oktiirmenin endiistriyel at1 su aritiminda en yaygin uygulamasi
agir metallerin giderilmesi amacina yoneliktir. Bu iglemde amag, atik suda ¢6ziinmiis bilesikler
halinde bulunan agir metallerin en az ¢oziiniir hale doniistiiriilmesi, ya da atik suda bulunan
kimyasal dengenin cesitli kimyasal maddeler eklenerek bozulup yeni bir kimyasal dengeye
doniistirilmesidir. Sonmiis kire¢ (Ca(OH),), kostik soda (NaOH) ve soda (Na,COj) kimyasal
coktiirmede yaygin olarak kullanilan kimyasallardir.

v) Dezenfeksiyon: Su ya da atik suda bulunan hastalik yapict mikroorganizmalarin 6ldiiriilmesi
islemidir. Bu amagla; oksitleyici maddeler, agir metal katyonlar1 (Ag, Au, Hg), organik bilesikler,
1s1, UV, pH gibi fiziksel faktorler uygulanabilmektedir (Atimtay ve Yetis, 1992).

Aktif karbon adsorpsiyonu, iyon degisimi, ¢oziicii ekstraksiyonu, ters ozmoz, elektrodiyaliz,
kimyasal indirgeme, yiikseltgeme gibi fizikokimyasal yontemler sularin daha ileri diizeyde
aritilmast i¢in kullanilan diger yontemlerdir (Gurnham, 1965; Eckenfelder, 1966; Clark vd., 1971;
Weber, 1972; Patterson, 1977).

2.1.1.1 Atik su parametreleri

Atik su oOzellikleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak gruplandirilabilirler. Bu o&zellikleri

gosteren parametreler sunlardir.

2.1.1.1.1 Fiziksel parametreler

Atik suda bulunan kati maddelerin derisimi, suyun sicakligi, pH degeri, kokusu, rengi ve
bulanikligr atik suyun en 6nemli fiziksel parametrelerini olusturur. Atik suda bulunan
toplam kat1 madde, ¢okebilen katilari, askida katilar1 ve ¢oziinmiis katilart icerir. Askida
katilar kaba kirleticilerin gostergesi olup basit fiziksel aritim yontemleri ile aritilabilirler.
Cokebilen katilar, yer ¢ekimi etkisi ile ¢Oker ve atik suyun membran filtrelerden
siiziilmesi esnasinda filtre iizerinde tutunurlar. Cozinmiis maddeler ise atik sularin
membran filtreden gegirilmesinden sonra atik sularda kalan maddelerdir. Sicaklik ve pH

nehirlerde ve gollerdeki bitkisel ve biyolojik hayati etkileyen 6nemli parametrelerdir. Bu



iki parametre, ¢oOziinmiis oksijen ve biyolojik oksijen ihtiyact gibi bircok kalite

parametresinin degerini belirleyici rol oynar.

Koku 6l¢iimii insanin koku alma hassasiyetine bagli bir parametredir. Taze kullanilmis sular hos
olmayan kiif kokuludur. Baska kokular endiistri atiklarinin veya septik ev atiklarmin suya

karigtiginin gostergesidir.

Cizelge 2.1 Organik madde iceren atik sularn sehir atik su alt yapi tesislerine desarjinda
ongoriilen atik su standartlart (Uslu ve Tiirkman, 1987; Su Kirliligi Yonetmeligi, 1988)

Parametre Birim Izin verilen limit deger
Sicaklik °C 40
PH (mg/L) 6.5-10.0
Askida katt madde (mg/L) 500
Yag ve gres (mg/L) 250
Kimyasal oksijen ihtiyaci (mg/L) 4.000
Siilfat (mg/L) 1.000
Siilfiir (mg/L) 2
Fenol (mg/L) 10
Pestisid (mg/L) 0.5
Kloroform (mg/L) 200
Bromoform (mg/L) 100
Monokloroasetik asit (mg/L) -
Trikloroasetik asit (mg/L) 100
Siyaniir (mg/L) 70
2,4,6-triklorofenol (mg/L) 200
Katran ve petrol kokenli yaglar (mg/L) 50
.. . Biyolojik olarak parcalanamayan yiize
Yiizey aktif maddeler (mg/L) g athif madde gosiltlml yas};lktlz.u !

Suyun bulaniklik derecesi (tiirbiditesi), ¢ok giivenilir olmamakla beraber suyun icerdigi kati
maddenin derisimi hakkinda bilgi verebilir. Bulaniklik derecesi, sudaki katilarin belli siddetteki
15181 absorbe etme derecesi veya 15181 dagitma derecesi cinsinden ifade edilir. Suyun igindeki
askida kolloidal katilarin suya verdigi renge “zahiri renk” denir ve bu renk genellikle gridir. Atik

sularda goriilen diger renkler suya endiistriyel atiklarin katildiginin gostergesidir.

Cizelge 2.1 de organik madde igeren atik sularin sehir atik su alt yapi tesisine desarjinda 6ngoriilen

atik su standartlar1 goriillmektedir.

2.1.1.1.2 Kimyasal parametreler

Atik suyun kimyasal 6zelliklerini, igerdigi ¢6ziinmiis organik maddeler, toksik maddeler, azotlu ve
fosforlu maddeler belirler. Atik sularda biyolojik olarak bozunabilen organik maddeler {i¢ grupta

toplanirlar:




Proteinler (yiliksek molekiil agirlikli aminoasitler)

e Karbonhidratlar (seker, nisasta, seliiloz)

e Lipidler (stv1 ve kat1 yaglar)

Tipik bir evsel atik suyun organik kismi, %40-60 protein, %25-30 karbonhidrat ve %10 lipid
icerir. Atik suyun igerdigi organik maddeler BOI (Biyolojik Oksijen ihtiyac1), KOI (Kimyasal
Oksijen Ihtiyac1), TOI (Toplam Oksijen Ihtiyac1), TOK (Toplam Organik Karbon) gibi kimyasal
parametreler cinsinden ifade edilir. Atik sularin icerdigi inorganik bilesikler ise toksik olmayip,
ancak cok yiiksek dozlarda kirletici olarak diisiiniilebilirler. Kum, ¢akil ve mineral tuzlar inorganik

katilar arasinda sayilirlar (Akpinar, D., 1998)

Fenol ve tiirevleri 6nemli kirleticilerdendir. Zehirleyici etkiye sahip olmalart nedeni ile biyolojik
bozunmay1 kisitlandirmaktadirlar. Ayrica sularda kotii tat ve kokmaya neden olurlar. Ayrica atik
sularda cesitli derisimlerde ¢6ziinmiis gazlar da bulunur. Oksijen yiizeysel havalanma sonucu suya
gecer ve atik su aritiminda ¢oziinmiis oksijen miktart 6nemli bir kimyasal parametredir (Koghisar,
N., 1989).

2.1.1.1.3 Biyolojik parametreler

fgme ve kullanma suyunun giivenilir olup olmadigini ve kalite kriterini saglayip saglamadigim
kontrol etmek i¢in bakteriyolojik testler yapilir. Sularda bulunabilecek tek hiicreli veya ¢ok hiicreli
patojenik organizmalarin miktari bu testlerle belirlenir. En ¢ok rastlanan patojen tiirleri koli basili
ve streptokoktur. Sagliga zarar vermeden suyun kullanilabilmesi agisindan bu dlgiimler biiytik bir

Onem tasir (Akpinar, D., 1998).

2.1.2 Agir metal Kirliligi i¢eren atik sular ve aritim yontemleri

Yogunlugu 5 g/em® civarinda olan metaller agir metal olarak tanimlanmustir. Bu tanimlama
altinda, bu gruba ait 69 elementten 16’s1 sentetiktir ve bu metal iyonlar1 kimyasal &zellikleri
bakimindan ¢ok farklidir. Bu metaller (Antimon, arsenik, kadmiyum, krom, kobalt, bakir, demir,
kursun, civa, nikel, giimiig, talyum, kalay, vanadyum ve ¢inko gibi) ciddi organik Kirliliklere neden
olur. Bu metaller son yillarda yapilan simiflandirmayla elektronegatiflikleri, yiikleri, metal
iyonlarmin iyonik yarigapt ve ligant/iyon kompleksinin yapisini tanimlayan denge sabitleri

bakimindan ii¢ grupta simiflandirilabilir (Kahvecioglu, O., Giiven, A., Kartal, G., Timur, S.)
(1) A grubu metaller ligantlarin oksijen igerme tercihlerini gosterir.

(2) B grubu metaller ligantlarin nitrojen ve siilfiir igerme tercihlerini gosterir.



(3) A ve B grubu arasindaki 6zelliklere sahip olan metaller onlarin Lewis asit 6zelliklerini

yansitirlar.

Bazi metal iyonlari, 6rnegin; bakir, demir, ¢inko ve krom gibi, yasamimizin temelini
olusturmasina ragmen, bu metal iyonlarinin asirt alimi yasayan organizmalarda zehirleyici etki
gosterir. Metal iyonlar1 besin zinciri boyunca transfer edilir ve sonunda insan viicuduna girer.
Diger yasayan organizmalar igin metal iyonlarinin toksik hareketleri biyolojik dongtideki ekolojik
stireclerde sorunlara neden olur. Bu metal iyonlar1 dogal doniisiim siire¢lerinin olmadigt bir
cevreye yayildiklar1 zaman cevredeki metal iyonu derisimi, ekosistem ve insan sagligini tehdit

eden riskleri bir derece daha arttiracaktir (Bas, L., Demet, O.).

Metal iyonlar gesitli yollar ile cesitli kaynaklardan hava, su ve topraga gegerler. Bunlar dogal
kaynaklarin madencilik, tarimsal aktiviteler, endiistriyel siirecler ve kent yasamindaki aktiviteler
gibi insani aktivitelerden dogal salinimi igerirler. Bu metal iyonlar1 atik sular, tarim ilaglari,

giibreler, koruyucular, kanalizasyon sular1 ve madencilik ile ¢evreye yayilirlar.

2.1.2.1 Fizikokimyasal metotlar

Klasik fizikokimyasal metotlar kimyasal ¢okelme, kimyasal oksidasyon ve rediiksiyon, iyon
degisimi, elektrokimyasal rediiksiyon, ters ozmoz, donma kristalizasyonu, elektrodiyaliz,
sedimantasyon ve nisasta ksantik adsorpsiyondur. Bu metotlar, yiiksek isletim maliyeti ve kati
atiklarin siirekli tretilmesinden dolayr genellikle pahalidir ve metal iyonlarimin (1-100 mg/L)
disiik derisimlerindeki biiyilk hacimli ¢ozeltilerinde metal iyonlart ¢dziindiigii zaman etkili

degildir.

Ters ozmoz (RO) ozmatik basincin iistesinden gelmek icin yiiksek basing uygulamalar iizerinde
temellenir. Metal-iyon yiikii atik suyun kap i¢indeki membran boyunca gegisini saglar. Metal
iyonu igeren atik sular, saflastirma, buhar gecisi ve metal ¢6zeltisinin konsantre buharindan segici

gegirgen olarak ayrilabilir.

Coktiirme atik su aritiminda en yaygin ve genis kullanim alanina sahip bir metottur. Atiklardaki
istenmeyen metal iyonlarina kalsiyum hidroksit ya da sodyum hidroksit eklenerek, metal iyonlari
metal hidroksidazlar1 olarak c¢oktiiriilebilir. Bu metaller aynm1 zamanda sodyum siilfit, sodyum
hidrosiilfit ya da demir siilfit eklenmesi ile ¢éziinmeyen metal siilfitler olarak ¢oktiiriilebilir. Bu
¢ozlinmeyen c¢okelekler daha sonra koagiilasyon ajanlar1 eklenerek sedimentasyon tankina
gonderilir. Son olarak sulu ¢amur uzaklagtirilir ve saflagtirilan akinti kanalizasyon sistemine

bosaltilir.
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Iyon degisimi stokiyometrik ve tersinir bir kimyasal reaksiyondur. Tutuklanan matriksde inorganik
zeolitler, sentetik re¢ine materyalleri ya da aktif karbon dogal olarak bulunabilir. Bunlar iyon

degistirici sistemindeki kolonun iginde gergeklesir.

2.1.2.2 Biyolojik metotlar
2.1.2.2.1 Metal iyonlarina kars1 mikrobiyal diren¢

200 y1l 6nceden baslayip endiistrilesmeden beri, antropojenik aktiviteler dolayisi ile diinyanin
yiizeyindeki metal iyonlarmin dagiliminda biiytik degisiklikler olmustur. Bakteriler bu degisimlere
adapte olmustur. Oncelikle bu adaptasyon ekstrem cevrede yasayan organizmalar i¢in dogal bir
yetenektir. Ayni zamanda direng kolaylikla plazmidlerden meydana gelebilir. Metal iyonlarina

kars1 direng stratejileri birgok mekanizmayla meydana gelebilir (McCarty, P., 1964)

(a) Hiicre igindeki toksik maddelerin seviyesini korumak igin aktif gegis sistemlerinin

gelistirilmesiyle gergeklesir.

(b) Enzimatik ortamdaki oksidasyon ve rediiksiyon toksikantlar1 diisiik toksik yapilara

doniistiiriir.

(c) Hiicre i¢i ya da hiicre dis1 biyolojik bilesiklerin biyosentezi ile ¢6zeltiden metal
iyonlarinin uzaklastirilmast saglanir. Sideroforez ¢esitli organizmalarda bulunan diisiik molekiil
agirlikli demir baglh bilesikleri referans olarak gosterir. Bazi hiicre dis1 biyolojik bilesikler demiri

ayirma yetenegine sahiptir.
(d) Metal iyonlar1 bakterilerin hiicre yiizeyine baglanir.

(e) Bakteriyel hiicre yiizeyinde ¢dziinmeyen metal tuzlarinin ¢okmesi siilfat rediiktaz ve

oksijen, hidrojen gibi oksidasyon ajanlarinin biyosentezi ile olur.
(f) Difiizyon kontrol prosesi ile biyometilaston ve hiicre membrani boyunca gegis goriiliir.

Genellikle, mikroorganizmalar hem metallere olan direnci hem de ucuz olmasindan dolay1 metal
iyonlarinin uzaklastirtlmasinda siklikla kullanilir. Canlilar icinde bakteriler, asirt yiiksek tuz
kosullarina kars1 en bilyiik toleransa sahiptir. Bakteriler doygun tuz ¢ozeltilerinde yasayabilirler ve
iyi bir adsorplama o6zelligi gosterirler. Adsorpsiyon biiyiik oranda difiizyona ve hiicre yiizey

alaninin hacimsel oranina bagli oldugu i¢in ¢6zeltideki metal iyonlarinin ¢6kmesine neden olur.
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Bu yapisal ve fonksiyonel basitlik, bakterinin ¢ogalma zamaninin kisa olmasi, metal iyonlarin
uzaklastirma mekanizmasinda ve bakterinin metal iyonu biriktirme yeteneginde 6nemli rol

oynayan genetik yapinin gelistirilmesi i¢in kolaylik saglar.

2.1.2.3 Metal toksikolojisi

Biyolojik agidan metaller {i¢ gruba ayrilabilir:

e Sivi ortamlarda normalde hareketli katyonlar olarak hafif metaller (sodyum, potasyum,
kalsiyum vb.)

e Diistik konsantrasyonlarda gerekli fakat yiiksek konsantrasyonlarda toksik olan gegis
elementleri (demir, bakir, ¢inko, kobalt ve mangan)

e  Metabolik aktivite i¢in genelde gerekli olmayan fakat oldukga diisiik konsantrasyonlarda

hiicrede toksik etki yapan metaloidler (civa, kursun, kalay, selenyum, arsenik)

Bunlardan gegis elementleri ve metaloidler genelde “agir metal” olarak adlandirilir. Bu elementler,
cesitli evrensel ve endiistriyel aktiviteler sonucunda dogaya salinmakta ve canlt sistemleri i¢in
toksik etki yapabilmektedirler. Viicut i¢in gerekli olan eser miktarlardaki metaller metabolize
edilebildigi halde, gerekli olmayanlar metabolize edilemezler. Viicut i¢in gerekli olmayan agir
metaller pargalanarak toksisiteleri azaltilamaz ve viicuttan atilamazlar. Dolayisiyla, bu metaller
metabolik fonksiyon gostermediklerinden, hiicreler i¢in toksiktirler. Bu metallerin hiicre igine
almmamasi i¢in selektif bir mekanizma s6z konusu degildir (Kahvecioglu, 0., Giiven, A., Kartal,

G., Timur, S.)

Endiistriyel, tibbi ve tarimsal amagli kullanilan metaller insan viicuduna basta besinler olmak
lizere birgok yoldan alinmaktadir. Boylece viicut metal yiikii olugsmakta, bazilar1 viicutta birikerek
konsantrasyonlarini arttirmaktadir. Metallerin toksik etkileri, her metalin &zelligine gore
degismektedir. Ayrica, agir metallerin toksisitesi metalin tasidig1 yiike ve suda veya yagda ¢6ziiniir
olmasma gore de degisir. Ancak genel olarak biitlin metaller birden fazla organ ve sistemi
etkilemektedir (So, C.M.,1993).

2.1.2.4 Bakar(Il) Kirliligi iceren atik sular ve aritim yontemleri

Maden, metal kaplama, elektrokaplama, metal igleme, boya, amonyum-rayon ve petrokimya
enddistrileri atik sularinda istenmeyen derisimlerde bakir(Il) kirliligine rastlanmaktadir (Drzymala
ve ark., 2003). Bakir(Il) iyonunu igeren atik sulardaki bakir; bakir(I), bakir(Il), bakir(IIl) iyonlari
(cok dusiik derisimlerde) ve CuCO3 (aq) seklinde veya bakirin organik kompleksleri seklinde
bulunur. Bakir disik pH araliginda (pH 2.0-4.5) bakir(Il) olarak bulunurken, daha yiiksek
pH’larda (pH 8.0-11.0) CuCO; seklindedir. Indirgeyerek ¢oktiirme, iyon degistirme,
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buharlastirarak geri kazanma ve elektroliz gibi yontemler ile bu iyonlarin atik sudan aritimu
saglanir. Cizelge 2.2°de ise bazi endiistriyel atik sularda yer alan bakir(Il) derigsimleri
goriilmektedir (Gurnham, 1965; Diamadopoulas ve ark., 1972; Cheremisinoff ve Ellerbusch, 1978;
Aksu, 1988; Goneng, 1991; Kim ve ark., 2003).

Cizelge 2.2 Bazi endiistriyel atik sularin igerdigi bakir(Il) derisimleri (Gurnham, 1965;
Diamadopoulas vd., 1972; Cheremisinoff ve Ellerbusch, 1978; Aksu, 1988; Goneng, 1991; Kim
vd. ,2003)

Proses Bakar(II)
(mg/L)

Kaplama banyosu 20-120
Bakir kaplama banyo sular1 183
Otomobil 1sitma sistemleri 24-33
Altin cevheri ekstraksiyonu 20
Asidik maden drenaji 51.6-128
Boya ve miirekkep formiilasyonu 0-100
Porselen kaplama 0-12
Bakir kaynak tel kaplama banyosu 3640

2.1.2.5 Nikel(11) kirliligi iceren atik sular ve aritim yoéntemleri

Kaplama banyolari, plastik kaplama, ¢elik, pil ve boya endiistrileri atik sular1 yiiksek derisimlerde
nikel(IT) iyonlari igerir. Nikel(II) atik sularda ¢ogunlukla pH 2.0-4.5 araliginda nikel(II) olarak
bulunurken ayni1 pH’larda diisiik derigsimlerde nikel(T) ve nikel(III) olarak da bulunabilir. Nikel(Il)
iyonlarinin aritiminda kullanilan klasik yontemler ¢oktiirme, iyon-degistirme, buharlagsma ve ters
o0zmozdur. Cizelge 2.3’te bazi endiistrilerin icerdigi nikel(Il) derisimleri goriilmektedir (Gurnham,

1965; Patterson, 1977; Goneng, 1991).
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Cizelge 2.3 Bazi endiistriyel atik sulardaki nikel(II) derisimleri (Gurnham, 1965;
Patterson, 1977; Goneng, 1991).

Proses Nikel(11)
(mg/L)

Kaplama banyolar1 2.0-900.0
Asidik Maden Drenaji 0.01-5.6
Boya ve miirekkep formiilasyonu 0-40.0
Bakar siilfat tiretimi 22.0
Metal bitirme iglemi atiklar1 17.0-51.0
Porselen kaplama 14.0
Plastik kaplama 30.0-40.0
Altin cevheri ekstraksiyonu 14
Nikel(II) kaplama banyolar1 134.0

2.2 Mikroorganizmalar
2.2.1 Mikroorganizmalarin genel 6zellikleri

Canlilar alemi genel olarak ii¢ grupta incelenebilir.
1. Protista: Bu gruptaki canlilar da iki sinifa ayrilirlar.

Prokaryotlar: En ilkel tek hiicreli canlilar olan bu grubun baglicalari, bakteriler, viriisler

ve mavi-yesil alglerdir.

Okaryotlar: Prokaryotlardan daha gelismis canlilar grubudur. Hiicre yapilarinda
farkliliklar vardir. Mantarlar (sapkali mantarlar, kiifler ve mayalar), tek hiicreli hayvanlar

(protozoalar) ve su yosunlari (algler) bu gruba girerler (Pekin, 1983).
2. Bitkiler
3. Hayvanlar

Bu ii¢ grupta yer alan canlilarin ¢ogu biyokimya miihendisliginde olduk¢a 6nem tagirlar ve gesitli
iirtinlerin eldesi, enzim ve protein ayirma ve saflastirma, genetik ve medikal uygulamalar, atik
sularm aritilmasi gibi bircok amag icin genis dl¢iide kullanilirlar. Ikinci ve igiincii grupta yer alan
canlilar geligsmis canlilardir. Birinci grupta yer alan ve ancak mikroskop altinda goriilebilen ve

cogunlukla tek hiicreli olan canlilar mikroorganizma olarak adlandirilir. Mikroorganizmalar
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dogada, su ve toprakta, bazi gida maddelerinde, geligsmis canlilarin deri ve bagirsaklarinda, organik

maddelerde hemen her yerde bulunurlar (Pekin, 1983; Aksu, 1988; Walker, 2000).

Mikroorganizmalart g¢esitli sekillerde gruplandirabilmek miimkiindiir. Kullandiklart besin
yoniinden inorganik hammadde kullanarak ¢ogalan mikroorganizmalara litotrof, organik besin
kullanarak ¢ogalanlara organotrof denir. fhtiyaci oldugu karbonu organik bilesiklerden sagliyorsa
hetotrof, CO,’den sagliyorsa ototrof mikroorganizma denir. Enerji kaynagi olarak giines 15181
kullananlara fototrof, enerjiyi kimyasal maddelerden saglayan mikroorganizmalara kemotrof denir.
Ayrica oksijen ihtiyacina gore de aerobik, anaerobik, fakiiltatif ve mikroarofilik olmak iizere dort

gruba ayrilirlar (Rybicki, E.P., 1990)

Mikroorganizmalar yapilarinda (viriisler hari¢) yaklasik %75-80 oraninda su igerirler. Bakteri,
maya ve tek hiicreli alglerin kuru agirliklarinin %50’si proteinden olusur. Mantarlar gibi daha
karmasik mikroorganizmalarin hiicre duvarini olusturan inert polisakkarid bilesikler ise, kuru
agirliklarinin biiyiik oranini olugturur. Viriisler hari¢ biitiin mikroorganizmalarin diger bir 6nemli

bileseni de lipidlerdir.

Mikroorganizmalar uygun kosullarda biiylir, gelisir ve cogalirlar, uygun olmayan ortamlarda
tireyemezler, ya Oliirler ya da bu ortamlara dayanacak sekiller olustururlar. Mikroorganizmalarin
geligsmesi ve {ireyebilmesi igin gerekli sartlar1 saglayan (ortam pH’1, nemlilik, oksijen ve gesitli

derisimlerde kimyasallar) ve gerekli maddeleri i¢eren ortama besi ortami denir.

2.2.2 Mikroorganizmalarin biiyiimesi

Her mikroorganizma grubu farkli sekilde biiyiir ve ayni besin maddesini farkli metabolik yollarla
kullanabilir. Cogalmalar1 i¢in farkli biiyiime ortamlarii tercih eden mikroorganizmalar, hiicre
igerisinde de farkli kimyasallar icerebilirler. Ustte de denildigi gibi viriisler haricindeki
mikroorganizmalarin yaklagik %75- 80°ni su olusturur. Bakteriler, maya ve tek hiicreli algler kuru

agirliklarinin yarisi kadar protein igerebilirler ve bu proteinlerin ¢ogu enzim yapisindadir.

Mikroorganizmalarin {iremesini etkileyen en Onemli faktorlerden biri de ortamdaki besin
maddeleridir. Ozellikle seker (glukoz, sakkaroz, laktoz, maltoz, fruktoz) tiirli maddeler
mikroorganizmalarin biiylimesini etkileyen biiylimeyi sinirlayan ana besin maddesidir. Ayrica
mikroorganizmalar azot, potasyum, fosfor, kalsiyum, magnezyum gibi maddelere de ihtiyag

duyarlar.
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2.2.2.1 Enerji kaynag

Mikroorganizma, biiylime ve sentez icin gerekli enerjiyi, karbon kaynagi olarak karbondioksiti
veya ¢Ozeltideki bikarbonatlar1 kullanarak icerdigi klorofil a ve b pigmentleri katalizorliigiinde
giines enerjisinden saglar. Karanlikta ise gerekli enerjiyi glukoz ve sakkaroz gibi organik kokenli
karbon kaynaklarindan temin eder. Bunlar nisasta, seker, organik asitler, yaglar ve
hidrokarbonlardir. Fakat ayni karbon kaynaklarim1 pargalama sekilleri mikroorganizmadan
mikroorganizmaya c¢ok degisiklik gosterir. Ekseri mayalar nisastay1 ya hi¢ ya da yeter derecede
hizli parcalayamadiklar1 halde, sekerleri kolaylikla pargalayabilirler. Birgok hallerde,
hidrokarbonlarda oldugu gibi, parcalanma ilk defa pargalayici enzimlerin substrata
adaptasyonlarindan sonra meydana gelir. Yiiksek sicakliklarda yagayamayan mikroorganizma 20-

25°C ve pH 7.0 degerinde en verimli iiremeyi gdsterir (Ralph, 1967; Aksu, 1988).

2.2.2.2 Azot kaynag

Azot kaynagi olarak bircok hallerde NH," ve NO7; gibi anorganik azotlu maddeler asimile
edilebilir. Baska hallerde ise organik azot kaynaklar1 daha iyi degerlendirilir. Ornegin iirin, piirin,

cesitli aminoasitler, pepton, maya ekstrakti ve protein bu gibi maddelerdir.

2.2.2.3 Mineral kaynagi

Mikroorganizmalar azot ve karbon kaynaklarindan farkli olarak element halinde O, H, P, S, K, Ca,
Mg, Fe ve kismen iz element olarak Mn, Cu, Zn, Mo, Co, Ni, V, B ve Na isterler. Bu iz

elementlerin pek ¢ogu diger tuzlar ve kompleks maddeler i¢inde bulasmig bir halde bulunurlar
(Pekin, 1983).

2.2.3 Mikroorganizmanin biiyiimesine etki eden parametreler
2.2.31pH

Hidrojen iyonu derisimi (pH) mikrobiyal {ireme hizini, dolayisi ile enzimlerin aktivitesini etkiler.
Ureme i¢in optimum pH, iiriin olusumu i¢in olan optimum pH’dan farkl1 olabilir. Genellikle kabul
edilebilir pH araligi optimumdan +1 ile 2 pH birimi kadar degisebilir. Farkli mikroorganizmalar
farkli pH optimumlarina sahip olabilir; bir gok bakteri i¢in optimum pH 3.0-8.0 arasinda degisir,
mayalar i¢in 3.0-6.0, kiifler i¢in 3.0-7.0, bitki hiicreleri i¢in 5.0—6.0, hayvan hiicreleri i¢in 6.5-7.5
arasinda degisir. Bir¢cok organizma, c¢evresel pH’da diizensizlikler olustugunda, hiicre igindeki
pH’1 goreceli olarak sabit bir degerde tutmak ig¢in mekanizmalara sahiptir. pH optimum degerinden
farklilik gosterdiginde, organizmanin varligm siirdiirme enerji gereksinimleri artar. Farkl
mikroorganizmalarin, farkli pH optimumlarina sahip olmalar1 nedeniyle, ortam pH’1 iiremesi

istenen mikroorganizma tiiriine se¢imlilik saglamak i¢in kullanilabilir.
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Cogu fermantasyonlarda pH onemli olgiide degisebilir. Azot kaynagi Onemli olabilir. Eger
amonyum tek azot kaynag ise, hidrojen iyonlar1 amonyagin mikrobiyal kullaniminin bir sonucu
olarak, pH’da gozlenen bir azalma ile birlikte, ortama serbest birakilabilir. Eger nitrat tek azot
kaynagi ise, hidrojen iyonlari, pH’da gozlenen bir artis ile birlikte nitratt amonyaga indirgemek
icin, ortamdan uzaklastirilir. Ayni zamanda pH, organik asitlerin iiretimi, asitlerin 6zellikle de
aminoasitlerin kullanimi veya bazlarin iiretimi nedeni ile de degisebilir. CO,’in ortama eklenmesi
veya ortamdan uzaklagtirilmasi, deniz suyu veya hayvan hiicre kiiltiirii gibi baz1 sistemlerde pH’1
o6nemli Olgiide degistirebilir. Bir tampon veya aktif pH kontrol sistemi araciligi ile pH kontroli

onemli olabilir (Shuler ve Kargi, 2002).

2.2.3.2 Sicakhik

Mikroorganizmalar i¢in diger dnemli bir kosul sicakliktir. Her mikroorganizma igin belli sicaklik
siirlart i¢inde bir gelisme optimumu vardir. Sicaklik, mikroorganizma ortaminin igerisindeKi
¢Oziinmiis oksijen derisimini, buna bagli olarak biyolojik aktiviteyi oldukca fazla etkilemektedir.
Her mikroorganizma igin belli sicaklik iginde bir gelisme optimumu vardir. Bu her zaman belli bir
metabolizma  iriiniinin  optimum olusumu ile uyum halinde bulunmaz. Sicaklik

mikroorganizmanin gelismesinde yalniz bir kosul degil ayn1 zamanda bir sterilizasyon aracidir.

2.2.3.3 Oksijen ihtiyaci

Mikroorganizmanin geligmesinde ¢ok 6nemli bir faktor de oksijendir. Ayrica mikroorganizmalarin
verimli gelisimi i¢in, karistirma ile substratla devamli temasi da saglanmalidir (Pekin, 1983; Kargi,
1993; Walker, 2000). Birgok fermantasyon olaylarinda baglangigta substratta mevcut olan oksijen
CO, veya H, olusmasiyla substrattan veya substrat Ustiindeki hava tabakasindan striiliip atilir.
Bazi durumlarda daha iyi bir oksijensiz kosul yaratmak igin fermantasyon sivisi igine CO, . N,

sevk edilir (Shuler ve Kargi, 2002).

2.2.4 Mikroorganizmalarin biiyiime evreleri

Bakterilerin bir ¢cok maya ve kiif mantarlarinin gelismesinde asagidaki evreler goézlemlenebilir

(Sekil 2.2).

2.2.4.1 Gecikme evresi

Belirli bir besin ortamina ekilen mikroorganizmalar yeni ortama uyum gosterip ¢ogalmaya
baslayincaya kadar belirli bir siire geger. Bu sirada hiicre sayisinda hemen hemen hicbir artis
gozlenmez. Bu slireye gecikme evresi adi verilir. Bu siirenin uzunlugu asilanan bakterinin yasi ve

besiyerinin iyi se¢ilmesine baglidir. Gecikme evresinden sonra mikroorganizma sayisi yavas yavas
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artmaya baslar. Mikroorganizma sayisi belirli bir diizeye ulasincaya kadar da gegis evresi diye

adlandirabilecegimiz ara evre devam eder.

2.2.4.2 Logaritmik evre

Bu evrede mikroorganizmalarin canli, gen¢ ve ding oldugu kabul edilir. Logaritmik evrede
mikroorganizmalar {istel olarak arttig1 i¢in kesikli kiiltiirlemede ortamdaki besinler giderek azalir.

Ortamda inhibe edici iiriinlerde olusabilecegi i¢in maksimum derisime ulagilmayabilir.

2.2.4.3 Duraklama evresi

Logaritmik evreden sonra mikroorganizmalarin yaslanmasi ve oliim olaymin belirginlesmesi
nedeni ile cogalmada yavaslama yani logaritmik evreye kiyasla ¢ogalma hizinda azalma gozlenir.

Buna duraklama evresi denir.

2.2.4.4 Sabit evre

Bu evrede kimi mikroorganizmalar {irer, kimileri oliir ve bazilar1 da ¢ogalmadan yasamlarini
stirdiiriir. Bu {i¢ etken birbirini dengeledigi i¢in mikroorganizma sayisinda zamana gore net bir

artis gozlenmez.

2.2.4.5 Oliim evresi

Mikroorganizmalarin disa salgiladigi enzimlerden dolay1 hiicre zarlarinda pargalanma ve hidroliz
olaylar1 belirgin bir hal alir. Hidrolitik ve lipolitik enzimlerin meydana getirdigi bu olaya genel

olarak ‘Lisis’ denir (Pekin, 1983; Shuler ve Kargi, 2002).
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Sekil 2.2 Mikroorganizma biiyiime evreleri

2.3 Mayalar

Mayalar mantar ailesinin genis bir boliimiinii olustururlar. Dogada ¢ok yaygin olarak bulunan
mayalarin hiicre yapilart bilyiik oranda proteinler, polisakkaritler, lipidler ve niikleik asitlerden
olusur. Hiicre biyiikliigiine gore bakterilerle yiiksek mantarlar arasinda yer alirlar (Shuler ve
Kargi, 2002). Maya hiicre zar1 ise genellikle protein, lipid ve fosfat yapidadir. Genel olarak maya
hiicrelerinin %751 su geri kalani ise diger maddelerdir. Diger maddelerin yaklasik yarisini
proteinler, geri kalan kismii da karbonhidratlar, yaglar, aminoasitler, peptidler, vitaminler ve
enzimler olusturur. Mayalarda bulunan enzimler hidrolazlar ve desmolazlar olarak iki ana gruba
ayrilabilir. Hidrolaz enzimleri karbohidrolaz, proteaz ve esterazlardir. Karbohidrolazlardan olan
glikonaz yedek besin maddesi glikojeni glikoza, sakkarozu glikoz ve fruktoza, maltaz maltozu
glikoza doOniistiiriir. Proteazlar yiiksek molekiilli proteinleri hidrolize ederek parcalayan
enzimlerdir. Esterazlardan olan lipaz, yaglar1 hidroliz eder, fosfataz ise fosforik asitin organik

bilesimlerini parcalayarak fosforik asit aciga ¢ikarir. Desmolaz enzimleri ylikseltgenme ve
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indirgenme tepkimelerini katalizler. Ayrica hiicre zarinda permaazlarda denilen ve dis ortamdan

hiicre igerisine madde transferini saglayan enzimler de bulunmaktadir.

Mayalarin tiremeleri boliinerek ya da tomurcuklanarak olmaktadir. Boliinerek g¢ogalan maya
hiicreleri, hiicre ortasindan boliinerek bir ara bolme olusturur ve buradan hiicre ikiye ayrilarak ayni
biiyiikliikkte iki yavru hiicre olugur. Tomurcuklanarak ¢ogalan mayalar uygun c¢evre kosullari
bulurlarsa tomurcuklanma ile bir hiicreden bir veya daha ¢ok ¢ikintt meydana gelir ve bunlar yeni
hiicreler halinde gelisir. Gelisen bu hiicreler daha sonra ana hiicreden ayrilir. Tomurcuklanarak
cogalan bir maya hiicresi yaklagik 50-55 defa tomurcuklanabilmektedir (Barnett, J.A., Payne,
R.W., Yarrow, D., 1990).

Maya hiicreleri, hiicre boyutlari, sekilleri ve renkleri bakimindan genis bir dagilim gosterirler.
Hiicre bicimleri genellikle kiiresel, elipsoidal, u¢ kisimlart kiiresel silindirik (limon yapisina
benzer) veya oval olabilmektedir. Mayalarin hiicre ¢aplar1 bazi tiirlerde farklilik gdstermesine

karsin, genellikle 1-10 pm araliginda degismektedir.

Mayalarin gelisebilmeleri ve aktivitelerini devam ettirebilmeleri i¢in bazi ortam sartlarina ve bazi
besin maddelerine ihtiyaclar1 vardir. Mayalarin tiremelerini etkileyen en énemli ortam sartlart pH,
sicaklik ve havalandirmadir. Mayalar asidik ortamda gelisebilen mikroorganizmalardir. Mayalar
icin en uygun iireme pH’1 4.0-4.5’tir. Ayrica mayalar 0-50°C arasinda degisen genis bir sicaklik
araliginda iireyebilir. Mayadan mayaya fark etmesine ragmen genellikle hepsi en iyi iiremeyi 25-
27°C’de gosterir. Ancak daha diisiik ve yiiksek sicaklik maya aktivitesini ve iiremesini olduk¢a
yavaglatir. Mayalarin iiremesini etkileyen bir diger etken ise havalandirmadir. Mayalar
havalandirmali ve havasiz ortamda {ireyebilirler. Ancak havalandirmali ortamda daha hizli iirerler.
Havasiz ortamda ise besin maddesini iiriine (etil alkol) doniistiiriirler. Maya biiyiimesine ortam
sartlart disinda baz1 besin maddeleri de dogrudan etki eder. Heterotrof bir mikroorganizma olan
mayalarin en 6nemli ve liremesini kisitlayan ve kontrol eden besin maddesi karbonhidratlardir. Bu
karbonhidrat kaynagi glukoz, sakkaroz, fruktoz, mannoz veya laktoz olabilir. Mayalarin {iremesine
etki eden bir diger onemli madde ise azottur. Bunun yaninda potasyum, fosfor, kalsiyum,

magnezyum gibi maddelere de ihtiyag duyarlar ( Sahinkaya H., 1964).

Tipik bir maya hiicresini olusturan kisimlar ve igerdikleri organellerin iglevleri asagida

aciklanmaya calisilmistir (Pekin, 1983; Walker, 2000):

Hiicre duvari: Maya hiicresinin en dis tabakasinda bulunan hiicre duvari hiicreye sekil verir ve
hiicreyi korur. Hiicre i¢i ve dig ortam arasindaki ozmotik basing dengesini saglar. Basta su olmak
iizere hiicre icine giren maddelerin kontroliinii hiicre duvari yapar. Ayrica dig ortamdaki biitiin

maddelerin taninmasi islevini de yapar (Walker, 2000).
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Hiicre zari: Hiicre duvarinin altinda hiicre zar1 bulunur ve yar1 gegirgendir. Besin maddelerini igeri

alirken, maya metabolizmasinin {irettigi tirtinleri hiicre digina aktarir.

Stoplazma: Maya stoplazmasi su igerigi fazla ve asidik (genellikle pH 4.0-5.5 araliginda) akigkan
bir sividir. Yapisinda diisiik ve biiyiik molekiil agirlikli bilesikler, ¢6ziinmiis proteinler, glikojen ve
diger ¢oziinebilen bilesikler bulunur. Maya stoplazmasi igerisinde bulunan taneciklerin ¢esitli

islevleri vardir. Bunlar;
Ribozom: Protein ve riboniikleik asitlerden olusan ribozomlarin gérevi protein sentezidir.

Mitokondri: Cubuk seklindeki bu organel hiicrenin solunum organidir. Lipoprotein ve riboniikleik
asitten olusur. Hiicrenin aktivitesi i¢in gerekli enerjiyi depo ederler. Enzim sentezleri ve yedek

besin maddelerinin yapiminda gorev alir.

Golgi aygiti: Cift zarli olan bu aygit lipid, protein ve riboniikleik asit yapidan olusmaktadir.
Hiicrenin diger organellerinden gelen atiklar bu aygitta toplanarak atilmak iizere buradan vakollere

verilir.

Endoplazmik retikulum: Hiicre zarindan baslayarak stoplazma igerisinde gekirdege kadar uzanan

cift kath zardan olusmus bir ag orgiisiidiir. Plazma iletim yoludur.
Lizozom: Mitokondride sentez edilen bazi enzimler lizozomlarda depo edilir.
Sentrozom: Cekirdege yakin bulunan sentrozom g¢ekirdek béliinmesinde rol oynar.

Vakol (bosluk): ince bir zarla gevrili olan bu bosluklarin igerisinde diisiik molekiil agirlikl

maddeleri i¢eren s1vi bulunur (Walker, 2000).

Cekirdek: Stoplazma igerisinde bir zarla ¢evrili ¢ekirdek bulunur. DNA’dan olusan kromozomlari
ve cesitli proteinleri iceren ¢ekirdek, kalitim &zelliklerini barmdirir. Cekirdek igerisinde ayrica

RNA’ca zengin kiiresel ¢ekirdekgik bulunur.

Insanlik tarihinde ilk kullanilan mikroorganizmalar mayalardir. Giiniimiize kadar yaklasik 700
¢esit maya kiiltiirii belirlenmis olmakla beraber yeni maya kiiltiirlerinin tanimlanmasina da halen
devam edilmektedir. Mayalar binlerce yildir insanlar tarafindan degisik amaglar igin
kullanilmaktadir. Mayalarin ilk kullaniminin Babil’liler, Siimer’ler ve Misir’lilar tarafindan bira ve
sarap iiretiminde ve hamurun mayalanmasinda oldugu sanilmaktadir. Modern ¢agda ise mayalar
geleneksel gida endiistrisinde (ekmek mayasi iretimi, c¢esitli enzimler, pigmentler, gida

asitlendiricilerinin elde edilmesi) kullanimlarimin yani sira, birgok fermantasyon prosesinde (bira,
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etanol) de kullanilmaktadir. Mayalarin gelecekte yenilenebilir enerji kaynaklarinda, gevresel
biyoteknolojide ve insan sagligini ilgilendiren pek ¢ok biyolojik gelismede daha genis uygulama
alan1 bulacagi beklenmektedir. Enerji iiretimi agisindan bakildiginda mayalarin metabolik olarak
etanol irettikleri bilinmektedir. Bu {iretimi yenilenebilir karbonhidratlar {izerinden gergeklestirdigi
g0z Oniine alindiginda bunun biiyiik bir avantaj saglayacagi goriilmektedir. Mayalarin ¢evresel
biyoteknolojide de gittikce artan 6nemde kullanilacagi tahmin edilmektedir. Atik sulardan
biyosorpsiyon ve biyobirikim yontemleriyle agir metal iyonlarinin ve boyarmaddelerin giderimi ve
geri kazanimi galismalarinda ¢esitli tiirdeki mayalar basariyla kullanilmaktadir. Mayalarin zorlu
ortam kosullarinda, 6rnegin, asidik ve toksik etkiye sahip agir metal iyonu iceren ortamlarda
tireyebilme dayanikliligi gostermesi ve bu tiir maddeleri hiicre igerisine alabilme 6zelliginin
bulunmasi (biyobirikim), mayalarin diger mikroorganizmalara gore istiinliigiinii gostermektedir.
Ilag endiistrisinde as1 iiretimi ve &zellikle insan tedavi amach proteinlerin, hormonlarin ve kan
faktorlerinin iiretiminde de mayalar kullanilmaktadir. Tek hiicre proteinlerinin iiretilmesi ve

bunlarin farkli fonksiyonel gruplar icermesi 6nemli uygulamalardan sayilabilir.
Bazi maya tiirlerinin 6zel kullanim alanlar1 ise agsagida verilmistir;

Arxula adeninivorans: Nitrat ve aminlerin doniistiiriilmesinde 6nemli rol oynar. Optimum tireme

sicaklig1 45°C nin iizerindedir.
Hansenula plymorpha: Metil tiiketen bir mayadir. Gen aktarimi igin énemlidir.
Kluyveromyces marxianus: Laktoz ve polifruktozan fermantasyonunda kullanilir.

Pachysolen tannophilus: Bazi hidroliz iriinlerinde bulunan pentoz sekerlerinin fermantasyonunda

kullanilir.
Phaffia rhodozyma: Gida boyalarinin eldesinde kullanilir.

Saccharomyces tiirleri: Bira, ekmek mayasi, vitaminler, sarap, sampanya, sirke, alkol, gliserol,
invertaz, hayvan yemi, ilag¢ ham maddesi, biyofarmosetiklerin {iretiminde ve nisasta

fermantasyonunda kullanilir.

Schizosaccharomyces pombe: Saraptan asit gideriminde, etanol iiretiminde ve geleneksel Afrika

alkollii iceceklerinin fermantasyonunda kullanilir (Walker, 2000).
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2.3.1 Candida tiirleri

Cok genis kullanim alanina sahip olan bu mayalar, 6-aminopenisillanik asit, B6 vitamini, NAD,
FAD, metil ketonlar, sitrik asit, riboflavin, triptofan ve biyokiitle iiretiminde kullanilir. Normalde
insan deri ve mukozasi florasinda bulunan organizmalardir. Dogum sirasinda veya dogumdan kisa
bir siire sonra yeni dogana bulasarak s6z konusu flora ig¢inde yerini alirlar. Normal bireylerin %30-
50 ‘sinin agzinda ve gastrointestinal kanalinda bulunur. Bazi hazirlayic1 faktorlerin varliginda
kandidoz olarak tanimlanan yiizeysel ve/veya derin akut/ ve veya/kronik enfeksiyonlara neden
olur. Florada bulunmalar1 nedeniyle enfeksiyonlarinin ¢ogu endojendir. Sistemik mikozlar

arasinda en sik goriilen kandidozdur (Ustagelebi, $., 1999)

2.3.1.1 Morfoloji ve diger ozellikler

Klinik 6rneklerde ve kiiltiirlerinde Candida tiirleri 3-6 pm biiyikliigiinde oval veya yuvarlagimsi,
tomurcuklanan hiicreler olarak goriiliirler. Ayrica yalanci hif de olustururlar. Yalanci hif, arka
arkaya tomurcuklanan blastonidiyumlarin birbirinden ayrilmayip uzayarak ve aralarinda bogumlar

olusturarak yaptiklari bir hiicreler zinciridir.

Candida tiirleri Sabouraud-dekstroz-agar (SDA) gibi rutin besiyerlerinde oda 1sisinda ve 37 °C’de
24 saatte lireyip genellikle kirli beyaz veya krem rengi, yumusak kivamli ve tipik olarak mayamsi1
kokulu koloniler olustururlar. Kolonin besiyeri yiizeyinde kalan boliimii blastokonidiyumlardan

olugsmustur; besiyeri yiizeyinin altinda ise yalanct hifler bulunur.

Cok sayida olan Candida tiirlerinin ancak bazilar1 insanda enfeksiyon etkenidir. Candida tiirleri
SDA gibi rutin besiyerlerinde olusturduklar1 kolonileri ve musir unu-tween 80 gibi besinden fakir
besiyerlerinde saptanan Ozellikleri farklilik gosterir. Misir unu -tween 80 besiyerindeki
morfolojileri ayrica taniya yardimcidir. Ancak tiirlerin kesin tanisi daha sonra yapilan seker

fermantasyonu ve asimilasyon deneyleri ile konulur.

Candida tropicalis musir unu- tween 80 agarda bazen yalanci hif uglarinda klamidospora benzer,
ancak ince duvarl ve blastokonidiyumlarindan daha iri yuvarlagimsi veya armut seklinde hiicreler

olusturabilir. Ancak bunlar ger¢ek klamidospor degildir.

2.3.1.2 Candida cinsi

Heterojen bir cins olan Candida, askomigetler igindeki Candidaceae ailesinde yer alir. Bu cins
yaklagik 200 tiirden olusur. Bu say1 sabit degildir. Yeni teknolojik gelismeler taksonomiyi de
etkileyip elimizdeki tiirlerin yeniden adlandirilmasina ve yeni tiirlerin bulunmasina yol acacaktir.
Cok sayida tiir varliginin nedeni, Candida ‘nin tanimlanma seklidir. Candida cinsi adi asagidaki

ozelliklerden birini sergilemeyen herhangi bir eseysiz maya i¢in kullanilmaktadir.
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e  Asetik asit olugturma

e  Gozle goriilebilen kirmizi, pembe veya turuncu pigment,

e  Artrokonnidyumlar

e  Genis bir tabanla tek kutuplu veya ¢ift kutuplu tomurcuklanma
e Simpodula iizerinde olugan blastokonidyumlar

e  Saplar iizerinde olusan tomurcuklar

e igne sekilli terminal konidyumlar

e Ucgen hiicreler

e  Cogunlukla miikoid koloniler

2.3.1.2.1 Candida lipolytica

Candida lipolitica deterjan endiistrisinde siklikla kullanilan ve lipaz enzimi iiretebilen bir maya
turtidiir. C. lipolytica rutin olarak farkli besin ortamlarindan ve lipid iceren g¢evresel atiklardan
izole edilen yagli bir mayadir. Bu maya yar1 kromozomlu ve hiicre durumunda gelisir ve bu
gelisim, gelisim kosullarma baghdir. C16 ve C18:0°dan daha fazla (Delta 9) C18:1, (Delta 9, 12)
C18:2, (Delta 9, 12, 15) C18:3 baslangi¢ substratinin yag asidi bilesiminden bagimsiz olarak
bulunmustur (Ustagelebi, S., 1999).

2.3.1.2.2 Candida utilis

Genis kullanim alanina sahip olan bu maya, 6-aminopenisillanik asit, B6 vitamini, NAD, FAD,
metil ketonlar, sitrik asit, riboflavin, triptofan ve biyokiitle iiretiminde kullanilir. Optimum
cogalma sicakligr 0-50 °C olmak iizere genis bir sicaklik aralifinda iirer. En iyi iireme 25-30 °C’de
olmaktadir. Hiicre ¢ap1 1-10 pm araliginda degismektedir. Uremesi tomurcuklanarak olmaktadir.
Tomurcuklanma ile bir hiicreden bir veya daha ¢ok ¢ikinti meydana gelir ve bunlar yeni hiicreler
halinde gelisir. Gelisen bu hiicreler daha sonra ana hiicreden ayrilir. Tomurcuklanarak ¢ogalan bu
maya hiicresi yaklasik 50-55 defa tomurcuklanabilmektedir. Maya oziitii, glukoz, siilfat ve
potasyum gibi besinleri i¢eren ortamlarda 6zellikle pH 4.0-4.5 araliginda hizli biiyiirler. Besin
ortami ¢ok asidik olmamak kaydiyla diger pH’larda da iirerler (Ustagelebi, S., 1999).

2.3.1.2.3 Candida membranaefaciens

Bu mayalar, 6-aminopenisillanik asit, B6 vitamini, NAD, FAD, metil ketonlar, sitrik asit,
riboflavin, triptofan ve biyokiitle iiretiminde kullanilir. 3-6 pm biyiikliginde oval veya
yuvarlagimsi, tomurcuklanan hiicreler olarak goriiliirler. Ayrica yalanci hif de olustururlar. Yalanci
hif, arka arkaya tomurcuklanan blastonidiyumlarin birbirinden ayrilmayip uzayarak ve aralarinda

bogumlar olusturarak yaptiklar bir hiicreler zinciridir (Ustagelebi, S., 1999).
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2.3.1.2.4 Candida tropicalis

C.tropicalis Candida cinsinde bir maya thriidir. Krem renkli, piiriizsiiz ve tiiysiiz beyaz
goriiniimlii olup 3,0-5,5 x 4,0 — 9,0 um kiiresel boyuta sahiptir. Fermantasyon sirasinda gaz {iretimi
pH degisikliklerinden etkilenmez. 72 saate 25 °C'de tween-80 agar ile pseudohyphae boyunca
bulunan oval blastospores iiretir. Blastosporesler tek tek ya da kiimeler halinde bulunur

(Ustagelebi, S., 1999).

Endiistriyel mayalardan olan C.tropicalis bir¢ok uzun zincirli alkanlar ve yag asitlerini tek karbon

kaynagi olarak kullanarak gelisebilir.

2.3.2 Mikroorganizmalar ile enzim salgilama mekanizmasi

Mikroorganizmalarda iki tip salgilama prosesi birbirinden farkli mekanizmalara sahiptir.
Okaryotik hiicrelerde (hayvan hiicresi, mantar ve gelismis bitkiler) salgilanan enzimler genellikle
S-S baglarini igeren oldukg¢a uzun glikoproteinlerdir (Eylar, E. H., 1965). Aksine, bakteriler
genellikle kii¢iik aksoenzimler iretirler. Bu enzimler karbonhidratlar ve S-S baglarint igermez
(Pollock, M. R., 1964; Lampen, J.0.,1964). Cogu durumda enzim, endoplazmik retikulumda
bulunan polizomlar tarafindan salgilanir ve retikulum tiimeni igine geger. Burada salgilanan enzim
daha sonra yogunlasir ve genellikle bir golgi cisimcigi ve son olarak hiicre digindaki membran
keselere transfer edilir. Bu proses, aynt zamanda enzimlerin depolanmasina da saglar. Enzimi

zehirli maddelerden ve enzim modifikasyonu boyunca korur.

2.3.2.1 Mayalar ile enzim salgilanmasi

Mayalar glukoprotein enzimleri iiretirler. Fakat bu enzimler polisakkarit hiicre duvarinda kalir ve
disar1 salgilanmaz. Fakat protoplastlar, hiicre duvari bilesenlerinden ve hiicre ortamindan elde
edilebilir (Lampen, J.0.,1968). Bu protoplastlar fizyolojik ve salgilama c¢aligmalarinda
kullanilmaktadir (islam, M. F. ve Lampen, J. O., 1962). Tomurcuklanma ile maya gelisimi
boyunca birgok yeni enzim bud keselerine geger ve daha sonra serbest kalir (Tkacz, J. S. ve
Lampen, J. O., 1971; Matile, P., Cortat, M., Wiemken, A., ve Frey-Wyssling, A., 1971).
Salgilama proseslerinin ¢esitli adimlarimin mayalarda ve mantarlarda daha detayli olarak
incelenememesine ragmen bu sistemler birbirine ¢ok benzerdir. Gegis, depolama ve modifikasyon

bir doku ya da organizmadan digerine dogru olur.

2.3.2.2 Mikroorganizmalarin enzimleri

Protozoonlar ve virtisler disindaki mikroorganizmalarin metabolizmas: ile ilgili olaylar dis
enzimatik sindirim ile baslar. Mikroorganizmalar tarafindan salgilanan enzimlerle dis ortamdaki

besin maddelerinin pargalanarak hiicre zarindan gecebilecek nitelikteki maddeler ayrigtirilmalari,
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hiicre zarindan sitoplazmaya alinmalari, sitoplazmada yap1 tas1 birimlerine katar ayristirilmalar
(katabolizma), bu yapitaglar1 birimlerinin yeniden sentezlenmesi ile mikroorganizmaya 06zgii
maddelerin  olusturulmas1  (anabolizma) gibi biyokimyasal olaylar mikroorganizma

metabolizmasinin kapsadigi olaylardir (Bilgehan, H., 1999).

Viriisler disindaki mikroorganizmalar tiim canlilarda oldugu gibi metabolizmalarini enzimleri ile
saglarlar. Mantar ve bakterilerin gerek hiicre disina salgiladiklar1 gerekse hiicre iginde gorev yapan
cok giiclii enzimleri vardir. Hiicre dis1 parazitleri olmalar1 nedeni ile Riketsiya ve klamidiyanlarin

hiicre dis1 enzimleri sinirli olmakla beraber metabolizmalarini kendi enzimleri ile saglarlar.

Bilindigi gibi enzimler, canli hiicre tarafindan olusturulan, biyolojik kimyasal tepkimeleri katalize
eden, cok kiigiik miktarlarda etkinlik gdsteren ve tepkime sonunda ayni yapi ve hemen ayni

miktarlarda ortamda kalan organik maddelerdir.

Enzimler protein yapisinda olup onlarla aymi fiziki ve kimyasal &zelliklere sahiptirler.
Metabolizma esnasinda kimyasal olaylardaki reaksiyonlara katilirlar, fakat sarf edilmezler ve
sonunda yine ortamda kalirlar. Her enzim 6zgiil bir kimyasal tepkimeyi katalize eder ve yalniz bir
madde (substrat) iizerine etkili olarak onunla madde-enzim bilesigi yapacak sekilde birlesirler. Bir
kisim enzimler islevleri esnasinda bazi nonproteik organik molekiilleri gereksinirler ki enzimleri
aktive eden bu molekiillere prostetik grup= koenzim denir. Enzimatik calismada koenzimler
kimyasal olarak degisebilir fakat tepkime sonunda tekrar orijinal sekillerine donerler. Enzimlerin
protein kismina apoenzim (esas enzim) apo ve koenzimden olusan total enzime haloenzim denir.
Ne apo ne de koenzimler tek baslarina etkin olmazlar. Apoenzimlerin 6zgiil olmalarina karsilik
koenzimler bir degil ¢esitli apoenzimlere baglanarak cesitli kimyasal tepkimelerde rol alabilirler

(Bilgehan, H., 1999).

Enzimlerin, kendi substratlarina enzim molekiiliinde bulunan ve substratlara 6zgii kovalent

olmayan zayif baglarla (Vander Waals, iyonik hidrojen baglar1 ) baglandiklar1 bilinmektedir.

Koenzimler apoenzimlere siki bazen zayif kimyasal baglarla baglanirlar. Her ko-enzim birden ¢ok
kimyasal tepkimede yer alir. Adenozin trifosfat (ATP) gibi koenzimler sanki substrat gibi hizmet

goriirler. Kimyasal tepkime sonucu yapilari degistiginden (ATP den ADP), yeniden kullanilmadan

once baska bir sira, kimyasal tepkime ile yenilenmeleri ve eski hallerine getirilmeleri gereklidir.

Bazi enzimlerin aktif hale gelebilmeleri i¢in, koenzimler disinda ko-faktdr denilen bazi aktivator
maddelere gereksinim duyarlar. Bu enzimler ko faktér olmadik¢a inaktif durumdadirlar. Ko-

faktorler cogunlukla metalik iyonlardir. Fe?*, Mg®*, Ca®**, Zn**, Cu** bunlardandir.
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Enzimler sadece canli hiicreler tarafindan yapilmaktadir. Birgoklar: kristaller halinde elde edilip
hiicre disinda laboratuar deneylerinde kullanilabilir. Mikroorganizma metabolizmasinda ortaya
¢ikan bir kimyasal tepkimenin siiriip gitmesi aninda yalnizca bir degil, cogu kez birden fazla
enzim yer alir. Her enzim kimyasal tepkimenin bir basamaginda yer alarak sonugta reaksiyonun
tamami ortaya ¢ikar. O halde mikrop metabolizmasinda, etkinlikte bulunan enzimlerden ve daha
cok enzim sistemlerinden s6z etmek gerekir. Enzim sistemlerinin ¢aligsmasi sonunda ortamdaki
besin maddeleri parcalanip hiicre zarindan gegebilecek hale gelirler. Hiicrede yapitaslarinin
sentezi, solunum, lireme, hareket ve diger yasamsal islevler icin gerekli enerji saglanir, hiicre
yapist i¢in gerekli maddeler asimile edilir. Mikroorganizmalarda bu isler igin ¢aligma gosteren iKi

tirli enzim vardir. Eksoenzimler ve Endoenzimler (Bilgehan, H., 1999).

1) Ekso - enzimler: Ureme ortaminda bulunan kompleks bilesikleri, hidroliz ve ayrisma
ile daha basit ve eriyebilen maddelere pargalayarak hiicre icersine girebilecek hale getiren
enzimlerdir. Par¢alanan maddeler ya intra ve ekstraselliiler yogunluklarina gore pasif olarak hiicre
icersine girerler veya bazi maddelerde oldugu gibi permease denilen bir takim degisik enzimlerin

aktif caligmalar1 ile stoplazmaya aktarilirlar.

2) Endo- enzimler: Hiicre i¢i metabolizmasim yiiriitiirler. Daha ¢ok hiicre zar1 civarinda

veya stoplazma igersinde ¢alisma gosterirler.

2.4 Biyobirikim

Biyobirikim, akigkan fazda ¢6zlinmiis halde bulunan belirli bilesenlerin ayni ortamdaki bir canli

hiicre zarindan gegerek, hiicre igerisinde biriktirilmesi olayidir.

Canli hiicrelerin tiredigi ortamdaki belirli bilesenlerin hiicre igine alimi, hiicre i¢i ve dis1 derisim
farkindan dolay1 olusan siiriicii gii¢ ile bu maddelerin hiicre zarindan gegerek, hiicre iginde
birikmesi seklinde olmaktadir. Difiizyona sebep olan siiriicii gii¢ kimyasal potansiyel olarak
adlandirilir ve bu durum, hiicre disindaki kimyasali hiicre igerisine hareket ettirir. Bu durum Gibbs
serbest enerjisi ile ifade edilirse; AG= -RTIn(C,/C;;) formiiliine gore C4y derisimi her zaman
biiyiik olacagindan, bu islemin sonucu daima eksi ¢ikacaktir. Yani ortamdaki maddelerin hiicre
zarindan gecerek hiicre igerisine girmeleri istemli bir durumdur. Canli hiicreler, bu maddelerin, ne
kadar zehirli etkiye sahip olurlarsa olsunlar hiicre igerisine girmelerine engel olamamaktadir.
Ayrica hiicre zarinda ¢ok sayida bulunan ve besin maddelerini hiicre yiizeyinden alip hiicre
igerisine transfer eden c¢ok sayida transfer edici enzimlerin (transferaz enzimleri), besinlerle
beraber bu maddelerin de hiicre disindan hiicre igerisine transferini gerceklestirdigi

diistiniilmektedir. Yani ortamdaki maddelerin hiicre zarindan kendiliginden difiizyonu yaninda,
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ozellikle tasiyict enzimler yardimiyla kolaylastirilmis difiizyon diye adlandirilan bu mekanizmayla
da hiicre i¢ine alimi s6z konusudur. Hiicrenin toksik etkiye sahip ve doniistiiremedigi bu maddeleri
stoplazma igerisindeki bosluklarda (vakol) diger hiicre i¢i atiklarla beraber biriktirdigi
diistiniilmektedir. Hiicre icerisine giren bu maddelerin bir kisminin ise yiiklerine ve stoplazmanin
izoelektrik noktasina gore stoplazmada yer alan bazi proteinlere veya yag asitlerine baglandig:
varsayllmaktadir. Hiicre icerisinde madde biyobirikimini etkileyen bir diger faktdr de o maddenin
sudaki ¢oziiniirliigiiyle ilgilidir. Hidrofobik bir madde hiicre igerisinde kalma egilimindedir.
Biyobirikimle 1ilgili onerilen baska bir mekanizma ise, hiicre igerisine giren ve bir merkeze
baglanan maddenin dis ortamdaki ayn1 maddenin hiicre i¢ine aktarimini hizlandirdigi yoniindedir.
Aslinda biyobirikim oldukg¢a kompleks bir siirectir ve bugiine kadar mekanizmasi tam olarak
anlagilamamistir (Macaskie ve Dean, 1989; Ting vd., 1989; Kargi, 1993; Macaskie, 1997;
Goodyear ve Mc Neill, 1999; Haritonidis ve Malea, 1999; Aksu ve Donmez, 2000; Aksu ve
Donmez, 2001).

Biyobirikim, bir¢ok dogal fiziksel, kimyasal ve biyolojik islemde gozlenmektedir. Giiniimiizde
biyobirikim prosesleri atik sulardan gesitli kirleticilerin giderilmesinde, o6zellikle aktif ¢amur
proseslerinde siklikla kullanilmaktadir (Kargi, 1993; Goodyear ve Mc Neill, 1999; Haritonidis ve
Malea, 1999; Aksu ve Dénmez, 2000).

Biyobirikimi etkileyen bazi 6nemli parametreler arasinda ortam pH’1, sicaklik, substrat ve kirletici
derisimleri, hiicre yiizey alani sayilabilir. Canli hiicrelerin optimum iireme pH’1 ve sicakligi daha
yogun ve hizli hiicre iiremesine dolayisiyla da hiicre zarindan gegen madde derisiminin artmasina
neden olmaktadir. Ayrica ¢ozeltideki hidronyum iyonlarmin hiicre zarindan gecerken
olusturduklart etki diger maddelerin transferini de kolaylastirmaktadir. Yiiksek substrat ve kirletici
derisimleri, itici giic AC’nin artmasindan dolayr madde aktarimini hizlandirmaktadir. Tam
olgunluga erigmis hiicrelerin yiizey alan1 daha biiylik ve hiicre aktiviteleri {ist seviyededir,
dolayisiyla daha fazla madde transferine imkan tanimaktadir (Walker, 2000; Mejare ve Bulow,
2001).

Biyobirikim, bir kimyasalin derigiminin ¢evrenin derisimi ile karsilastirildiginda zamanla biyolojik
organizmadaki derisiminin artmasidir. Yasayan organizmalarda biriken bilesikler cansiz
organizmalardan daha hizli tutuklanir ve birikir. Biyobirikimin dinamik prosesini anlamak
insanlarin aktivitelerinin ve diger organizmalarin kimyasallardan nasil etkilendiginin anlasiimasi
icin dnemlidir. Bu a¢idan bakildiginda biyobirikim, kimyasallarin diizenlenmesi i¢in 6énemli bir

prosestir.

Tutuklanma bir kimyasalin solunum, emme ya da deri tarafindan absorplanmasi ile higbir

sinirlama olmaksizin gergeklesen bir olaydir. Depolanma, kimyasal biyobirikimin bir yoniidiir. Bu
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terim ayni zamanda hayvanlarin uykuda iken yaglari depolamasi ya da bitkiler tarafindan

nisastanin depolanmasi gibi dogal prosesler igin de kullanilir.

Biyoderisim, bir kimyasalin organizmadaki derisiminin havadan, sudan ya da organizmanin
¢evresinden daha yiiksek oldugu spesifik bir biyobirikim prosesidir. Bu proses hem dogal hem de
insan yapimui kimyasallar i¢in ayni olmasina ragmen, biyoderisim terimi genellikle organizmadaki
yabanci kimyasallara isaret eder. Balik ve diger suda yasayan hayvanlar i¢in solungaglarla ya da
deri ile depolama en oOnemli biyobirikim prosesidir. Biyoderisim, DTT c¢alismalariyla
incelendiginde topraktaki derisimi 10 ppm olan DDT nin, solucanlarda 141 ppm kuslarda ise 444
ppm oldugu bulunmustur. Biyobirikim ile bir kimyasalin besin zinciri boyunca aktarilmasi besin
zincirinin en istiinde bulunan canlilar icin 6liimlere, lireme sorunlarina ve cesitli biyolojik

bozukluklara neden olmaktadir (Frausto Da Silva, J. J. R. ve Williams R. J. P., 1976).

Biyobirikim ya da biyo-artis, bir kimyasalin derisiminin besin zinciri boyunca artmasi ve tek
hiicreli canlilar ile daha gelismis hayvanlar arasinda adim adim aktarilmasidir. Bu siiregte gelismis

organizmalar basit yapili canlilardan daha fazla kimyasala maruz kalirlar.

2.4.1 Biyobirikim prosesi

Biyobirikim, organizmanin gelisim ve beslenmesinde yer alan temel bir prosestir. Tiim hayvanlar
ve insanlar, vitamin A, D, K, eser mineraller, temel yaglar ve aminoasitler gibi hayati besinlerini
biyobirikim ile alirlar. Topraga ve suya karisan toksik maddelerin biyobirikim prosesi ile besin
zinciri boyunca aktarilmasi ve organizmada toksik maddelerin giderek artan derecelerde birikmesi

toksikolojistlerin ilgilendigi en 6nemli konulardan biridir.

2.4.1.1 Birikim

Biyobirikim, bir kimyasalin ¢evreden organizma hiicrelerine gegisi sirasinda baglar. Birikim heniiz
tam anlamiyla anlasilmamis karmasik bir prosestir. Kimyasallar hareket etme egiliminde olup
difizlenir ya da pasif olarak yiliksek derisimlerden diisiik derisimlere dogru hareket eder. Difiizyon
icin yuriticli gilig, kimyasal potansiyeldir. Kimyasal potansiyel ile organizmanin disindan

organizma igine dogru bir kiitle akis1 olmaktadir.

Birgok faktor olast maddelerin kimyasal potansiyelini arttirabilir. Ornegin, baz1 kimyasallar su ile
iyi karigmazlar. Bu tip kimyasallara lipofilik “yag seven” ya da hidrofobik “su sevmeyen”
maddeler denir. Her durumda bu tip kimyasallar lipofilik ¢evrede organizma igine girme egilimi

gosterirler.
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2.4.1.2 Depolama

Bazi kimyasallar, proteinlerle baglanir, hiicredeki aktif bolgelere tutunur ya da yaglarda ¢oztiniir
ve gecici olarak depolanir. Eger hiicreye siki bir sekilde baglanmadiysa ya da birikim yavas ve

stireksizse, organizma bu kimyasali biinyesine almay1 durdurur.

Birikim ve depolama proseslerinde en onemli faktorlerden biri de suda ¢oziinebilirliktir. Suda
¢oziinebilme, kimyasalin suda ¢oziinme yetenegidir. Genellikle suda iyi ¢oziinen kimyasallar
diisiik biyobirikim potansiyeline sahiptir ve su molekiillerine baglandiklart i¢in organizma igine
girmezler. Hiicre bu tip kimyasallar1 tutmak igin spesifik bir prosese sahip olmadikga, bu tip

kimyalar genellikle hiicrede birikmez (Rai, L.C., Gaur, J.P., Kumar, H.D., 1981).

Crva ve diger suda ¢6ziinebilen agir metaller gibi kimyasallar bir istisna gibi disiiniilebilir. Ciinkii
bu tip kimyasallar, viicuttaki spesifik bolgelere siki bir sekilde tutunurlar. Baglanma meydana
geldigi zaman, suda ¢dziinen kimyasallar birikebilir. Bu duruma Kobaltin suda ¢dziinebilmesine
ragmen, canli organizmaya siki bir sekilde baglanmasi1 drnek gosterilebilir. Benzer sekilde, civa,

bakir, kadmiyum ve kursunda da bu durum goriiliir.

Lipofilik kimyasallar, suda ¢dziinebilen kimyasallara gore hiicrenin yag tabakasindan daha kolay
gegcebilirler. Organizma i¢indeki bu tip kimyasallar, hiicre tabakalar1 boyunca hareket eder ve daha

sonra yagli dokularda depolanir.

2.4.1.3 Eliminasyon

Biyobirikimi etkileyen diger bir faktér ne organizmanin bozulmasi ne de bir kimyasali disari
atmasidir. Bir kimyasalin biyolojik yikimi, metabolizma olarak adlandirilir. Cesitli tiirler ve

organizmalar arasindaki bu yetenek kimyasalin 6zelliklerine baglidir.

Yagda ¢6ziinebilen fakat suda ¢6ziinmeyen kimyasallar, viicut tarafindan daha yavas atilir. Bu
durum daha biiylik bir birikim potansiyeli saglar. Cogu metabolik reaksiyon sonucu suda

¢ozilinebilen kimyasallar olusur. Suda ¢6ziinebilen bu yapilara metabolitler denir.

Fakat baz1 durumlarda istisnalar vardir. Dogal piretrinler, kasimpat1 bitkisinden tiiretilen bocek
ilaglari, yiiksek oranda suda ¢oziinebilen bocek ilaglaridir. Bunlar kolayca suda ¢oziinebilirler ve
birikmezler. Metabolizmay1 etkileyen faktdrler bir kimyasalin biyobirikim potansiyeli ile

belirlenmez.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6V73-42FS7KX-8&_user=1390981&_coverDate=04%2F30%2F2001&_alid=1137773462&_rdoc=3&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5831&_docanchor=&view=c&_ct=4&_acct=C000052541&_version=1&_urlVersion=0&_userid=1390981&md5=0f09034b9780948f9a644691f681c1ec#bbib18
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2.4.1.4 Biyobirikim: Dinamik denge durumu

Bir kimyasal organizmanin hiicrelerine girdigi zaman, bu kimyasal dagilir, salgilanir, depolanir ve
metabolize olur. Salgilama, depolama ve metabolizma kimyasalin organizmadaki derisimini azaltir
ve organizmanin ¢evresi digina ¢ikma potansiyelini arttirir. Bir kimyasal sabit ¢evre kosullarina
maruz kaldig1 zaman bir miktar kimyasal organizma i¢inde birikir bir miktar1 ayrilir ve daha sonra

dinamik dengeye ulasir.

Dinamik dengeyi anlamak i¢in, su ile dolu bir tiip hayal edelim. Bu tiipiin en istiinde bir musluk
olsun ve ¢ok kiiciik miktarlarda su akitsin. Su seviyesi tiipiin altinda ¢ok diisiik bir seviyeye geldigi
zaman, kii¢lik bir basingla su akar. Su seviyesi artarsa, akistaki basingta artar. Sonunda i¢erdeki su
ile disar1 akan su dengeye ulasir ve tiipteki su seviyesi degismez. Eger giris ve c¢ikis akimlari

degisirse, tiipteki su seviyesi farkli degerlere ulasir (Rai, L.C., Gaur, J.P., Kumar, H.D., 1981).

Eger ¢evredeki kimyasalin derisimi artarsa organizma iginde de yeni dengeye ulagmak i¢in derisim
artacaktir. Uzun bir periyotta c¢ok miktarda kimyasala maruz kalmak, dengeye ulasmay1
etkileyebilir ve zararli etkilere neden olabilir. Benzer sekilde, ¢evredeki kimyasalin derisimi

azalirsa, organizma i¢indeki kimyasal derisimi de azalacaktir.

2.4.2 Biyobirikimi etkileyen faktorler

Yukarida bahsettigimiz basit agiklama ¢ogu durum i¢in dikkate alinmaz. Viicuttaki spesifik
bolgelere bagli bazi kimyasallar viicuttaki durumlarini siirdiiriirlerken bazilart da organizma disina

c¢ikar. Bu iki durum arasindaki siire¢ biyobirikimi etkiler ve kimyasallar birikime ugramaz.

Benzer sekilde, organizmanin kimyasala maruz kalma siiresi de biyobirikimi etkiler. Cogu kez
cevredeki bir kimyasala maruz kalma siireklilik gosterdiginde ya da kimyasalin organizmayi hi¢

etkilemedigi durumlarda, dengeye higbir zaman ulasilamaz ve birikim beklenenden az olur.

2.4.3 Agir metal iyonlarimin biyobirikimi ve mikroorganizmalarin biyobirikimde
kullanmilmasi

Mikroorganizmalarin iireme ortamlarindaki olumsuzluklar (6rnegin ortamin c¢ok asidik ve/veya
asirt tuzlu olmasi, toksik etkiye sahip bilesenler icermesi, vb) mikroorganizma iiremesinin
yavaglamasina ve inhibisyona neden olur. Bazi mikroorganizmalar ise bu u¢ ortam kosullarinda,
bu kosullara dayanabilme mekanizmalar1 gelistirebilir ve ¢ok iyi lireyebilir. Eger ortamda agir
metal iyonlar1 varsa yine bazi mikroorganizmalar bu iyonlarin toksik etkisine karsi direng

kazanabilir ve bu iyonlar1 hiicre i¢inde biriktirebilir.
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Literatiirde ¢esitli agir metal iyonlarmin farkl tiirden alg, bakteri, maya ve kiif mantarlarina
biyobirikimiyle ilgili bazi ¢aligmalara rastlanmaktadir (Ting vd., 1989; Macaskie, 1997; Aksu ve
Donmez, 2000; Mejare ve Bulow, 2001; Lee ve Wang, 2001; Dursun vd., 2002; Pawlik-
Skowronska, 2003). Agir metal iyonlarinin biyobirikimiyle ilgili ilk ¢alisma, Ting ve arkadaslar
(1989) tarafindan canli Chlorella vulgaris yesil algine kadmiyum(II) ve ¢inko(II) iyonlarinin
metabolizmaya bagli yarigmali gideriminin, 151k varlifinda ve yoklugunda incelenmesiyle
baglatilmistir. Sabit 1siklandirmada ve kadmiyum varliginda, hiicresel metabolizma igin temel bir
element olan ¢inko(II) iyonlarinin biyobirikiminin inhibisyona neden oldugu go6zlenmistir.
Kadmiyum(ll) biyobirikimi ise, ayn1 deneysel kosullar altinda ¢inko(Il) biyobirikiminden daha

diisiik bulunmustur.

Mayalar asidik pH’a sahip ve agir metal kirliligi igeren ortamlarda iyi Treyebilen
mikroorganizmalardandir ve agir metal iyonlarinin biyobirikim yontemiyle gideriminde basariyla
kullanilabilmektedir. Maya hiicreleriyle tekli metal iyonu biyobirikiminde, ortam pH’1, sicaklik,
substrat ve kirletici derisimleri mikroorganizmanin iiremesini ve metal biyobirikimini etkileyen en
Oonemli parametrelerdir. Aksu ve Dénmez (2001), metal iyonlarina alistirilmig canli Candida sp.
mayastyla bakir(IT) ve nikel(Il) iyonlarinin biyobirikimini baslangi¢c pH’1 ve baslangi¢c metal iyon
derisiminin fonksiyonu olarak incelemisler ve 783.6 mg/L baslangi¢c bakir(Il) derisiminde 36.9
mg/g; 321.5 mg/L baslangi¢ nikel(Il) derisiminde ise 46.8 mg/g 6zgiil giderim kapasitesi degerleri

elde etmislerdir.

Lee ve Wang (2001), yaptiklar1 bir ¢alismada deniz kiyisinda yasayan mikroalglere metal
iyonlarinin (Cu(Il), Cr(VI), Zn(Il) ve Cd(II)) birikimi iizerine temel besin ortami bilesenlerinin
(nitrat, amonyum ve fosfat) etkilerini arastirmiglardir. Nitrat derisimindeki artisin Cd(Il)
biyobirikim miktarint dnemli derecede arttirdigini, buna karsin Cr(VI) ve Zn(Il) biyobirikiminin,
nitrat diizeyinden fazla etkilenmedigini gostermislerdir. Arastirmacilar ¢aligmalarinda ayrica
Cd(I), Cr(VI) ve Zn(Il)’nin biyobirikiminin amonyum derisiminden fazla etkilenmedigini,
mikroalglerdeki Cr(VI) birikiminin ise artan fosfat derisimi ile arttigii da gozlemislerdir (Lee,

W.Y., Wang, W.X., 2001).

Dursun ve arkadaglart (2002), bir ¢alismada Cu(Il), Pb(II) ve Cr(VI) iyonlarinin Aspergillus
niger’in tiremesi ve biyobirikimi {izerine baglangic pH’1 ve baslangi¢ metal iyon derigimi etkilerini
aragtirmiglar ve c¢alistiklar1 tiim metal iyonu derisimlerinde A. niger’in iiremesi iizerine metal
iyonlarinin inhibisyonunu goézlemelerine karsin, 100.0 mg/L’lik baslangic Cu(Il) ve Pb(II)
derisimlerinde sirastyla 15.6 ve 34.4 mg/g olan maksimum giderim kapasiteleri elde etmiglerdir.
Arastirmacilar ¢ok diisiik Cr(VI) derisimlerinin bile A. niger’in iiremesini inhibe ettigini de

gozlemislerdir (Dursun, A. Y., Usly, G., Cuci, Y., Aksu, Z., 2002).
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Tsekova ve Galabova (2003), Rhizopus delemar’in atik sulardan Cu(Il) iyonunun giderimi igin

biriktirebilme yeteneginin yiiksek oldugunu belirtmislerdir (Tsekova, K., Petrov G., 2003).

Preetha ve Viruthagiri (2006), kesikli reaktérde agir metaller krom(VI), bakir(Il) ve nikel(Il)
iyonlarinin giderimi i¢in Rhizopus arrhizus’un biyobiriktirme kapasitesini ¢aligmislardir. Bu
calismada krom(VI), bakir(Il) ve nikel(Il) iyonlarinin baslangi¢ metal iyon derisimi arttikga
Rhizopus arrhizus’un 6zgiil tireme hizinin azaldigin1 bulmuglardir (Preetha, B., Viruthagiri, T.,
2006).

Dursun vd. (2002), Cu (II) ve Cd (II) iyonlarmin canli Rhizopus arrhizus ve Aspergillus niger
tarafindan biyobirikimini baslangi¢ pH’1 ve baglangic metal iyonu derisiminin bir fonksiyonu
olarak incelenmislerdir. Cd(II)'un tiim derisimlerinde, Rhizopus arrhizus'un, Aspergillus niger'den
daha direngli oldugu ve Cd(II)'nin daha biiyiik miktarlarini biriktirdigi goriilmiistiir (Dursun, A. Y.,
Uslu, G., Cuci, Y., Aksu, Z., 2002).

Goniil (2001), reaktif tekstil boyalarinin, remozal mavi, reaktif siyah ve reaktif kirmizi, Candida
tropicalis maya tiirii tarafindan biyobirikimi, melas iceren gelisim ortaminda baslangic pH’1 ve
baslangi¢c boya derisiminin bir fonksiyonu olarak kesikli karigtirmali ortamda incelemistir. Tiim
boyalarin diisiik derisimlerinde yiiksek biyobirikim yiizdeleri gézlenmistir. Remozal mavi boyasi

test edilen boyalar arasinda daha fazla biyobirikime ugramistir (Dénmez, G, 2001).

Tsekova vd. (1999), Aspergillus awamori tiirii mikroorganizma ile sulu ¢ozeltiden Cu®* iyonlarinin
birikimini incelemistir. Prosesin Langmuir modeline daha ¢ok uydugu belirlenmistir. Verilerin
sentezi ile sorpsiyon reaksiyonunun kinetik sabitleri hesaplanmistir (Tsekova, K. V., Marinov, P.

G., Tzekova, A. N., 1999).

Rehman vd. (2009), Candida topicalis'in metallere karsi olan direncini ve sulu ortamdan
kadmiyum birikimini degerlendirmistir. Cd*"'nin minimum inhibitér derisiminde C.tropicalis
tarafindan yapilan biyobirikimi 2800 mg L™ olarak bulunmustur. Optimum birikim kapasitesi ise
100 mg L™ lik Cd** ortaminda gériilmiistiir. C. tropicalis'in ortamdaki Cd®* iyonlarmni biriktirme
kapasitesi 48, 96 ve 144 saatlik zaman dilimlerinde sirasiyla % 57, % 69 ve % 80 azalmistir. C.
tropicalis ayni zamanda 6 ve 12 giinde atik sulardaki Cd*"'nun sirasiyla % 56 ve % 72 'sini
uzaklagtirmistir (Rehman, A., Anjum, M. S., 2009).

Zhang vd. (2009), Drawide sp ve Allolobophora sp solucanlari ile toplam civa biyobirikimini
incelemistir. Birikim tiirden tiire belirgin farkliliklar gostermistir. Topraktan solucanlara olan metil

civanin  birikim faktorleri, toplam civadan ¢ok daha yiksek olup metil civammn lipid
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¢ozliniirliiginden dolayi solucanlara daha kolay adsorplandigi ve biriktigi bulunmustur (Zhang, Z.

S., Zheng, D. M., Wang, Q. C., 2009).

Sirianuntapiboon vd. (2006), sentetik atik sularda hem canli hem de 6lii biyogamurlarin neredeyse
aym Cu®* ve Zn?" adsorpsiyon kapasitesi gosterdigini bulmuslardir. Canli biyogamurlar sadece
Cu®* ve Zn?* adsorpsiyonu yapmakla kalmayip organik maddeleri de adsorplama &zelligine
sahiptir. Cu*" ve Zn?* SBR sisteminde verimli olarak uzaklastirilmis ve uzaklastirma verimi
slispansiyon karigiminin artmasiyla artma gostermistir (Sirianuntapiboon, S., Hangsrisuwan, T.,

2006).

Ahluwalia vd. (2005), biyokiitle olarak Aspergillus niger, Penicillium chrysogenum, Rhizopus
nigricans, Oscillatoria anguistissima, Bacillus firmus ve Streptomyces sp. tiirleri kullanilmis ve
Pd, Zn, Cd, Cr, Cu ve Ni adsorpsiyon kapasiteleri 5 ile 641 mg g™ arasinda degisim gostermistir
(Ahluwalia, S. S, Goyal, D., 2005).

Kilig vd. (2006), tekstil atik sularindan boya ve Cr (IV)'in biyobirikiminde kullandiklari
mikrobiyal ii¢ bakteri tiiriiniin yiiksek biyobirikim kapasite gosterdigini bulmuslardir. Bakterilerin
tanimlanmasi 16S rRNA gen analizi ile yapilmig ve bunlarin Ochrobacterium sp., Salmanella
enterica ve Pseudomonas aerughosa olduklari bulunmustur. Boya ve Cr (I1V) 'in birikimleri izole
edilmis ve zenginlestirilmis ortamdakinden daha yiiksek bulunmustur (Kilig, N. K., Nielsen, J. L.,

Yiice, M., Dénmez, G., 2006).

Deng vd. (2007), E.coli'nin es zamanli olarak civa iyonlarini biriktirme yetenekleri siirekli proseste
gelistirilmesi, siirekli karistirmali tank reaktérde (CSTR) incelenmistir. Seyreltme orani ve
baslangi¢ Hg2+ iyonunun derisiminin etkisi incelenmigtir. Sonuglar, rekombinant E.coli
bakterisinin sulu ¢ozeltiden Hg®* biyobirikiminin yaklasik olarak % 90 oldugunu gdstermistir
(Deng, X., Hu, Z. L., Yi, X. E., 2007).

Tagstan vd. (2009), Aspergillus vesicolor mikroorganizmas ile boya ve agir metal iyonu birikimini
incelemislerdir. Maksimum agir metal biyobirikimi i¢in optimum pH degeri, 50 mg/L ‘lik Cr (V1)
ve Ni (I1) iyonlarinin bulundugu ortam i¢in pH=6, 50 mg/L ‘lik Cu (I) iyonunun bulundugu ortam
icin pH= 5 olarak bulunmustur. Bu iyonlarin uzaklastirilma verimleri sirasiyla % 99.89, % 30.05

ve % 29.06 olarak belirlenmistir (Tastan, B. E., Ertugrul, S., Dénmez, G., 2009).

Moore vd (2007), atik sulardan metal biyobirikimi igin izole edilen bir mayanin biyobirikim
kapasitesini, belirli miktarlarda metal iyonu iceren c¢ozeltiler hazirlayarak belirlenmiglerdir.

Platinyum, altin ve bakir iyonlari, diisiik derisimlerde verimli uzaklastirilmasina ragmen 72 saatte
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50 mg/L'lik ¢ozeltideki metal iyonlarinin neredeyse tamaminin uzaklagtigi gorilmiistiir. (Moore,

B. A, Duncan, J. R., Burgess, J. E., 2007).

Akhtar vd. (2007), Candida tropicalis'in bir adsorbent olarak kullanilmasi ile sulu ¢ozeltiden
zitkonyum'un uzaklastirilmas1 ve geri doniisimii biyosorpsiyon ve desorpsiyon testleriyle
incelemistir. Bu prosesin biiyiik olglide baslangic pH’1 ve metal derisimine bagl oldugu
bulunmusgtur. Deneysel parametreler optimize edildiginde Candida tropicalis'in zirkonyum
iyonlarmi maksimum biyosorplama kapasitesi 179 mg Zr g™ biyosorbent kuru agirhg olarak

bulunmustur (Akhtar, K. M., Khalid, A. M., 2007).

Brozzoli vd. (2009), zeytin atik suyunu (OMV), Candida Cylindracea NRRLY-17506
mikroorganizmasi ile lipaz iiretimi i¢in bir ortam olarak kullandi ve ortamin lipaz iiretim
uygunlugunu arastirdi. Enzim {iretiminin elverisliligi zeytin atik suyu i¢in, diisik COD ve diisiik
toplam seker icerigi ile test edildi. Atik suya 2,4 g/ NH,CI ve 3 g/L zeytinyag: ilave edildigi
zaman enzim aktivitesinin yaklasik 10 U/mL oldugu bulundu (Brozzoli,V., Crognale, S.,
Sampedro, 1., Federici, F., Annibale, A. D., Fetruccidi, M., 2009).

Wang vd. (2007), gelistirilmis Aspergillus famigatus ile reaktif parlak mavi boya KN-R'nin
uzaklastirilmasini baslangi¢c boya derisiminin fonksiyonu olarak incelemislerdir. Yiiksek baslangig
boya derisimi mikroorganizmanin gelisimini engellemis fakat biyobirikim kapasitesini fazla
etkilememistir. 374.4 mg/L'lik birincil boya derisiminde maksimum biyobirikim kapasitesi

yaklasik 190,5 mg/L olarak bulunmustur (Wang, B., Hu, Y., Xie, L., Peng, K., 2007).

Xin vd. (2010), Cu-kompleks reaktif boyasinin, Penicillium oxalicum tarafindan biyobirikimini
incelenmistir. 48 saatlik karistirma sonucunda 400 mg/L den % 99,7 boya uzaklastirilmistir (Xin,

B., Chen, G., Zheng, W., 2010)

Nursito vd. (2009), kadmiyumun (Cd), Collembolan, P. munita gibi dort tiir toprakta
biyobirikimini incelemiglerdir. Kadmiyumun viicut dokularinda biyobirikimi, Collembolan'in
yumusatilmasiyla atomik absorpsiyon spektrofotometresi ile oOlglilmiistir. Bu topraklarmn
kadmiyum biyoelverisliligi ardisik ekstraksiyon metodu ile belirlenmistir. Coziinen ve derisimi
degisen Cd'nin, P. minuta tarafindan biyobirikiminin, Cd fraksiyonuna gore daha olasi oldugu
bulunmustur (Nursito, A.l., Singh, B., Lees, E., 2009).

Ertugrul vd. (2008), Krom (VI), Nikel (II), Bakir (II) ve reaktif boyanin, Rhodotorula
mucilaginosa tarafindan biyobirikimini, melasin karbon ve enerji kaynagi oldugu gelisim
ortaminda incelemislerdir. Maya hiicrelerinin kirlilikleri uzaklagtirmalar1 igin optimum pH

degerleri, 50 mg/L agir metal ve 50 mg/L remozal mavi igeren ortamda, bakir(I) ve boya i¢in
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http://www.google.com.tr/search?hl=tr&ei=rNHfS9i2LMiHOOjVoMoI&sa=X&oi=spell&resnum=0&ct=result&cd=1&ved=0CAUQBSgA&q=Rhodotorula+mucilaginosa&spell=1

35

pH= 4, krom (VI) ve boya i¢in pH= 6, nikel (II) ve boya i¢in pH= 5 olarak belirlenmistir (Ertugrul,
S, San N. O., Dénmez, G., 2008).

Agcikel vd. (2009), Rhizopus delemar mikroorganizmasinin mikrobiyal gelisimini ve es zamanh
olarak Cu(Il) ve Ni (II) iyonlarmin biyobirikimini, melas ortaminda kesikli bir sistemde
incelenmistir. Cu (II) ve Ni (II) iyonlarinin biyobirikimi, diger metal iyonlarinin derisimlerinin
artmasiyla azalmigtir. Cu(Il) ve Ni(Il) iyonlarinin kendilerine has hareketleri, R.delemar'in

antogonistik oldugunu gostermistir (Agikel, U., Alp, T., 2009).

Oncii vd. (2007), Kadmiyum(Cd), Bakir(Cu), Cinko(Zn), Kursun(Pb), Nikel(Ni) gibi agir
metallerle, ¢esitli konsantrasyonlarda yapay olarak kirletilmis topraklarda yetisen solucanlarin
biinyesindeki agir metal birikimini ve bu metallerin toksisitesini arastirmiglardir. Bu metallerden
Kadmiyumun kontrol numunelerine kiyasla 330 kat daha fazla biriktigi bulunmustur (Oncii, V.,

Tazegiil, D., Aydin, N., 2007).

Birden fazla metal iyonunun bulundugu ortamlar ise endiistriyel atik su 6zelliklerini daha gergekgi
olarak yansitmaktadir. Bu durumda mikroorganizmanin t{remesini ve her bir metalin
biyobirikimini etkileyen parametrelere ek olarak metal iyonunun tiirii, her birinin derisimi, metal

iyonlarinin karigim orant, vb incelenmesi gerekir.

Literatiirde bugiine kadar yapilan ¢alismalar gdzden gegirildiginde, genellikle tek bilesenli metal
biyobirikim c¢alismalarinin 6ne ¢iktigi ve diisik metal iyonu derisimlerinde ve yapay besin
ortamlarinda ¢aligildig1 goriilmektedir. Tez ¢alismasinda farkli mikroorganizma tiirleriyle ve farkli
metal iyonlariyla melas katilmig besin ortamlarinda tekli bakir(Il) ve nikel(Il) biyobirikim

calismalarinin gergeklestirilmesinin literatiire 6nemli bir katkida bulunacag diisiniilmektedir.

Adsorpsiyon ve biyobirikimde bir mikroorganizma iizerine bir metal karisiminin birlestirilmis

etkisi ¢ok karmasik olabilir ve genellikle organizma tarafindan ii¢ tip cevap iiretilebilir.

Karisimin etkisi karigimdaki bilegenlerin tek tek etkilerinin her birinden daha biiyiiktiir

(Synergism);

Karisimin etkisi karisgimdaki bilesenlerin tek tek etkilerinin her birinden daha kiigiiktiir

(Antagonism);

Karisimin etkisi karisimdaki bilesenlerin tek tek etkilerinin her birinden ne daha biiyiiktiir, ne de

daha kiigiiktiir (Noninteraction) (Ting vd., 1989).
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2.5 Enzimler

Biyolojik sistemlerde meydana gelen tepkimeler laboratuvar kosullarinda gerceklestirilmek
istendiginde cok yiiksek sicaklik, basing vb. gibi agir fizikokimyasal yontemlerin uygulanmasi
gerekir: Bu kosullar altinda bile reaksiyonlarin ¢ogu izlenemeyecek kadar yavastir. Ornegin
lipidlerin standart kosullarda kimyasal olarak herhangi bir katalizor s6z konusu olmadig1 zaman
cok zor sartlar altinda hidroliz oldugunu gériirken, viicut icerisinde 37 °C ¢ok daha yumusak
kosullarda ve hizli olarak hidroliz oldugunu goriiyoruz. Biyolojik sistemlerdeki tepkimelerin
boylesine kolay ve hizli olusu enzim adim1 verdigimiz biyolojik katalizorler ile

gerceklesebilmektedir (Pekin, B., 1980).

Enzimler, sarmal bigimde kivrilmig yiiksek molekiil agirlikli proteinlerdir. Enzimlerin en belirgin
fonksiyonu canli hiicrelerdeki kimyasal tepkimeleri katalizlemeleridir. Katalizleme olay1, enzimin
iizerinde bulunan ve etkin bolge olarak bilinen ¢ok kiigiik bir bolge tarafindan gercgeklestirilir.
Katalizleme sirasinda substrat etkin bolgeye baglanir. Maksimum katalitik etki, bu bdlgede
bulunan fonksiyonel gruplarin en uygun konuma gelmesiyle olusur. Enzimlerle ilgili yapilan
caligmalar 1878 yillarina kadar dayanmaktadir. ilk defa bir enzimin kristal halde elde edilmesi
1926 yilinda Sumner adinda bir bilim adamu tarafindan basarilmis ve bu enzime iireaz adi
verilmistir. Bunu izleyen yillarda protein yapilar1 hakkindaki bilgilerin artmasi ve giderek yeni

enzim tiirlerinin bulunmasi sonucu enzimoloji ad1 verilen biiyiik bir bilim dali dogmustur.

Onceleri, enzimlerin katalitik aktivitelerin yalnizca saglam hiicrelerde kaldigi diisiiniilmiistiir.
Oysa zamanla bilimsel ¢aligmalar ilerleyince enzimlerin biiyiik bir kisminin biyolojik ve katalitik
aktiviteleri kaybolmadan hiicrelerden ayrilabildigi goriilmiis ve bu nedenle laboratuvar ya da

endiistri kosullarinda kullanilabilme olanaginin var oldugu anlasilmistir (Pekin, B., 1980).

2.5.1 Enzimlerin adlandirilmasi ve simiflandirilmasi

Enzimler kullanildiklart substratin  veya Kkatalize ettikleri reaksiyonun tipine gore
adlandirilmaktadir. Genellikle enzimler, enzimin etkiledigi substratin sonuna “ase = az” eki
getirilerek adlandirilmaktadir. Ornegin, {ireaz iireyi amonyak ve karbondioksite ayirmaktadir.
Amilaz ise nigastayi hidroliz eden enzimdir. Enzimler oksidorediiktazlar, transferazlar, hidrolazlar,

liyazlar, izomerazlar ve ligazlar olmak tizere 6 genel sinifa ayrilmaktadir.

Enzimlerin bu sekilde adlandirilmast halen kullanilmasina ragmen Onemini kaybetmistir. Yeni
kesfedilen ve sayilar1 hizla artan enzimler Uluslararasi Biyokimya Dernegi (International Union of

Biochemistry — IUB) tarafindan yeni bir siniflandirmaya tabi tutulmustur.
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Enzimlerin siniflandirilmasina yonelik TUB sistemine gore her enzimin sistematik bir kod
numaras1 (E.C.) vardir. Enzimlere 4 numara verilmektedir. ik numara, enzimin yukaridaki 6
smiftan hangisine ait oldugunu, ikinci numara, etki ettigi kimyasal yapiy1 ve fonksiyonel grubu,
tiglincli numara, akseptorii, dordiincii numara da enzimin aldig1 sira numarasini belirtmektedir

(Ozata, A., 2000; Erdal, E., 2004).

2.5.2 Enzimlerin kimyasal yapisi

Enzimlerin aktivite gostermeleri i¢in gerekli olan ve protein yapisinda olmayan genellikle metal
iyonlarindan meydana gelmis yan gruplarina kofaktdr adi verilir. Ornegin sitokram oksidaz Cu*?,

DNA polimeraz Zn*? ye kofaktor olarak gereksinim duyarlar.

Enzimlerin aktivite gostermek icin ihtiyag duydugu kompleks organik molekiillere koenzim ad1
verilmektedir. Ornegin piruvat karboksilaz biotine, suksinik dehidrogenaz ise koenzim olarak
FAD’ a ihtiya¢ duyarlar. Baz1 hallerde enzim aktivite gdstermek i¢in hem kofaktére hem de
koenzime ihtiya¢ duyabilir. Kofaktorler ve koenzimler gevsek veya siki baglidirlar. Genellikle
diyaliz ile ayirmak miimkiindiir. Kofaktor ve koenzimler bazen enzime kovalent olarak baglanir ve
diyaliz ile bile ayirmak miimkiin olmaz. Enzim yiizeyine sikica baglanmis ve protein yapisinda

olmayan bu gruplara prostetik grup adi verilmektedir.

Koenzimlerin yapisinda genellikle vitaminler bulunmaktadir. Bu bakimdan vitaminler,
koenzimlerin yapisina girdigi i¢in metabolik olaylarin enzimler tarafindan kolayca basarilmasi igin

organizma bakimindan son derece gerekli bilesiklerdir.

Eger enzim koenzim ve kofaktdrii ile birlikte ve katalitik bakimdan tamamen aktif ise enzimin bu
haline haloenzim ad1 verilir. Eger enzim koenzim ve kofaktdrden ayrilacak olursa ve enzim inaktif
hale gelecek olursa enzimin diyalize edilemeyen ve yalniz proteinden meydana gelmis bu inaktif

sekline ise apoenzim ad1 verilir (Goziikara, E., 1997).

Apoenzime katalitik aktivite 6zelligi veren kisim kofaktordiir. Kofaktorler agagida sekil 2.3” de

oldugu gibi siniflandirilirlar.

Genelde apoenzimler yalniz basina katalitik aktivite gdstermezler. Ancak, bir apoenzim ile

kofaktorii bir arada olduklart zaman gergek enzim aktivitesi gozlenir (Pekin, B., 1979).
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KOFAKTORLER

| 1
Apoenzime bagh aktif gruplar Apoenzimden ayr halde bulunan
(prostetik) aktif molekl ya da iyonlar

| | 1 1 |
Organik etken inorganik etken Koenzimler Aktivatarler
gruplar gruplar (Organik bilesikler) {Metal lyonlarn)

Sekil 2.3 Kofaktorlerin siniflandirilmasi (Pekin, B.,1979; Erdal, E., 2004)

2.5.3 Enzimlerin katalitik ozellikleri

Enzimler biyolojik reaksiyonlar1 katalize ettikleri igin genel olarak biyokatalizorler simifina
girerler. Dogal enzimler molekiil biiyiikliikleri bakimindan genellikle kollaidal tanecikler sinifina
girerler. Bu nedenle kimyasal kataliz yoniinden enzimler mikro heterojen katalizorler olarak

adlandirilabilirler.

Enzimlerin katalitik aktiviteleri katalize ettikleri reaksiyon hizini tayin ederek saptanir. Enzim
aktivitesi turnover sayisi ile belirlenir. Turnover sayist 1 mol aktif enzim tarafindan 1 dakikada
iirline doniistiiriilen substratin mol sayist olarak tanimlanmaktadir. Enzim 6rneklerinin spesifik
aktivitelerini tanimlamak igin turnover sayisi yerine, enzim birimi veya initesi de denilebilir.
Enzim birimi (UI) dakikada 1 mikromol substrat doniisiimiinii katalizleyen miligram enzim miktari

olarak tanimlanir. Reaksiyon spesifiklikleri bakimindan enzimler 4 gruba ayrilirlar.

1.Salt spesifiklik: Bir enzim yalmz bir reaksiyonu hizlandirabiliyorsa boyle enzimlere salt (

mutlak) spesifik enzimler adi verilir.

2.Grup spesifikligi: Bu smifa giren enzimlerin etki alani salt spesifik enzimlerden biraz daha

genistir. Ornegin pepsin enzimi bazi peptid baglarinin hidrolizine etki eden bir katalizordiir.

3.Reaksiyon veya bag spesifikligi: Kimi enzimler belirli bir reaksiyon tiiriinii Katalize ederler.
Mesala lipazlar, tim trigliseridlerin tepkimelerini hizlandirirlar. Yalniz hiz artig1 yagin ¢esidine

gore degisiklik gosterir.
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4.Stereokimyasal spesifiklik: Eger bir enzim bir bilesigin yalniz bir stereokimyasal sekli iizerine
etki ediyorsa, bu tiir enzimler bu gruba girerler. Ornegin arjinaz enzimi l-arjininin iizerine etki

yaparken d-arjinine hig bir etki yapmaz (Pekin, B., 1980).

2.5.4 Enzim aktivatorleri ve inhibitérleri

Enzimlerin katalitik etkileri serbest ya da enzime bagli olarak bazi metal iyonlar1 tarafindan
arttirilmakta veya azaltilmaktadir. Aktivatdr olarak etki eden metal iyonlari yapisinda bagh
olarak bulunduran enzimlere de metalloenzimler adi verilir. Enzimler {izerinde aktivator olarak
etki yaptig1 saptanan iyonlar sunlardir: Na*, K*, Rb*, Cs*, Mg*?, Ca™, zn' Cd" cr? cu®
Mn*?, Fe*?, Co*, Ni*?, AI"®, NH,"

Aktivator ve inhibiitor olarak etki eden her bir iyon igin belirli bir optimum konsantrasyon vardir.
Baz1 enzimler, aktivite gosterebilmeleri i¢in mutlaka bir metal iyonuna gereksinim duyarlar. Bu
iyonlar EDTA gibi selat yapici bilesiklerle ortamdan uzaklastirildigi zaman enzim aktivitesinde

biiyiik oranda diismeler gozlenir.

Inhibiitrlerin de aktivatorler gibi reaksiyon hizina etkileri farklilik gosterir. Ozellikle protein
¢oktiirmede kullanilan bir takim maddeler inhibiisyona yol agabilirler. Ozellikle enzimlerin protein

kisminda -SH grubu bulunuyorsa bazi agir metal iyonlari inhibiitor olarak etki ederler (Goziikara,

E., 1997).

2.5.5 Enzim substrat iliskisi

Enzim aktif merkezinde gorev alan aminoasitlerden bazilari substratin dogru olarak aktif merkeze
baglanmasini saglamaktadir. Bagka bir deyisle enzimlerin aktif merkezinde bir substratin
baglandig1 bir de katalitik degisiklige ugratildigi merkez bulunmaktadir. O halde aktif merkezdeki
bazi bolgeler substrati baglamakta diger bolge de kataliz olayini basarmaktadir. O halde aktif
merkezde iki bolge bulunmaktadir. Bunlardan birincisi baglanma bolgesi digeri ise katalitik
aktivite bolgesidir (Koshland,D. E., 1958).

Substrat ve enzimin birbiriyle baglanmasiyla alakali gesitli hipotezler 6ne siiriilmiistiir. Ornegin
anahtar-kilit modelinde substratin aktif merkezde enzime baglanirken anahtar kilit gibi baglandig
kabul edilmistir. Diger bir gorlise gore ise enzim substratt olmadigi zaman serbest olarak
bulunmaktadir. Ancak substrati ile bulusacak olursa enzim 6zel yapisini almakta ve substrat aktif

bolgeye baglanmaktadir. Bu ikinci hipoteze de indiiklenmis uyum hipotezi ad1 verilmektedir.
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2.5.6 Enzim aktivitesine etki eden parametreler
2.5.6.1 pH etkisi

Enzim reaksiyon hizlar1 farkli hidrojen iyonu konsantrasyonlarinda farkli degerler almaktadirlar.
Enzimin en fazla aktivite gosterdigi pH’ a da o enzimin optimum pH’ 1 denir. Optimum pH
degerinin hemen yanindaki pH degerlerinde enzim reaksiyonlarinin yavasladigi goriilmektedir.
Genellikle optimum pH degerinden uzaklastik¢a aktivite diigmekte, enzim denature olmakta veya
inaktif hale ge¢mektedir. Enzim c¢aligmalarinda optimum pH da galisabilmek igin tampon

¢ozeltiler kullanilmakta ve pH belirli bir degerde sabit tutulmaya ¢aligilmaktadir (Fersht, A., 1985)

2.5.6.2 Sicaklik etkKisi

Normal Kinetik kurallarina gore sicaklik arttikga reaksiyon hizi da artmaktadir. Enzim
reaksiyonlari aktivite sicaklik iliskisi bakimindan incelendiginde normal kimyasal reaksiyonlarla
birebir uyugmadig: goriilir. Enzim reaksiyonlarinda ancak belirli bir sicakliga kadar reaksiyon
hizinin dolayisiyla aktivitenin artigi goriiliir. Enzimatik reaksiyonlar da bu sicaklik sinirlari
icerisinde Arrhenius kanununa uymaktadirlar. Enzimler protein yapisinda olduklari i¢in belirli bir
sicakliktan sonra yapilar1 bozulmaya baslar, belirli bir siire sonra enzim tamamen denatiire

olacagindan enzim iist sicaklik sinirina dogru ¢iktik¢a tamamen aktivitesini yitirir.

2.5.6.3 Substrat konsantrasyonu etkisi

Enzim substrat konsantrasyonu iligkisi incelendigi zaman baslangigta substrat konsantrasyonu
arttikga enzimatik tepkime reaksiyon hizinin arttigi dolayisiyla enzim aktivitesinin arttigi
goriilmektedir. Substrat konsantrasyonu belirli bir limite ulaginca iki ihtimal s6z konusudur:
Substratin inhibe edici etkisi varsa reaksiyonun yavagladigi gozlemlenir, inhibe edici bir etkisi
yoksa substrat konsantrasyonu ne kadar artarsa artsin hizin degismeden sabit kaldigi

gozlemlenmektedir.

2.6 Lipaz enzimi

Lipazlar, enzimler igerisinde yag asitlerini sentezleyen veya yaglari hidrolizleyen lipolitik enzimler
oldugundan 6nemli bir grup olustururlar ve lipazlar gliserin ile yag asitlerinden olusan esterleri
hidroliz eden enzimler olarak tanimlanir. Lipazlar sulu ortamda kati1 ve sivi yaglarin ve diger
lipidlerin hidrolizini katalizleyerek diagilgliserinler, monoagilgliserinler, gliserin ve serbest yag

asitlerini olustururlar. Enzimatik hidroliz tepkimesine lipoliz ad1 verilir.
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Lipazlarin dogal substratlar1 uzun zincirli yag asitlerinin gliserin esterleri suda ¢ok az ¢oziiniirler.
Lipazlar, enzimin ¢dziindiigii sulu faz ve su ile karigmayan substrat fazi arasindaki ara yiizeyde
ester baglarin hidrolizini katalizler. Gliseridler tercih edilen substratlarsa da lipaz enzimleri yag
asitlerinin diger alkollerle yaptiklari esterleri de hidrolizleyebilirler. Ancak suda ¢6ziinen esterlere
karg1 aktiviteleri oldukca diisiiktiir. Lipazlar spesifik seciciligi olan biyokimyasal katalizorler olup
belirli o6zellikte ve yapidaki ester baglarina etkilidirler. Bu nedenle kimyasal katalizorlerle
gerceklestirilen reaksiyonlarda olusan {rtinlerin kontrolii miimkiin degilken lipazlarla yapilan
reaksiyonlar kontrol altinda tutulabilir, istenmeyen yan iiriinlerin olusumu engellenebilir ya da
minimum diizeyde tutulabilir. Lipaz enzimi ile katalizlenen enzimatik reaksiyonlarin bir diger
onemli avantaji reaksiyonlarin kimyasal prosese gore nispeten daha ilimli kosullarda (nétral pH,
sicaklik, atmosferik basing gibi) gerceklestirilmesidir. Lipazlar substrat spesifikliklerinden dolay1
reaksiyonu daha secimli gerceklestirirler. Lipolizin spesifikligi ve derecesi kullanilan lipaza

baglhdir (Elibol, M., 1997).

Lipazlar, hidrolazlar sinifinda olup triagil gliserol ester hidrolazlar olarak da adlandirilirlar.
Usttede bahsedildigi gibi lipazlar hidrolazlar simfinda olmakla beraber yag asit esterlerinin hem
hidrolizini hem de sentezini katalizleyebilirler. Katalizleme su ile ¢6ziinmez substratin olusturdugu
ara ylizeyde gerceklesir. Su ve yagin olusturdugu bu ara yiizey enzim aktivitesi i¢in gereklidir.
Lipazin tutuklanmasi sirasinda lipaz ile birlikte tutuklanmis olan su bu ara yiizeyin olusmasini

saglar (Haas, M. J., 1992).

Diinyada ticari olarak iiretilen enzimlerin % 3’ iinii lipazlar olusturur. Lipazlar 6zelliklerine gore,
spesifik olmayan lipazlar, 1,3-spesifik lipazlar ve yag asidi spesifik lipazlar olarak {i¢ ayr1 grupta

incelenir.

Dalmau vd. (1999), farkli karbon kaynaklarinin Candida rugosa'nin gelisimi ve lipaz iiretimine
etkisini, farkli ortamlarda kesikli kiiltiirler hazirlayarak incelenmiglerdir. Karbonhidratlar ve
yaglarla ilgili olmayan asitlerin lipaz tiretimini arttirdigi bulunmustur (Dalmau, E., Mantesinos, J.
L., Lotti, M., 1999)

Sharma vd. (2001), tiretim, geri doniisiim ve mikrobiyal lipazlarin kullanimini incelemistir. Enzim
kinetikleri, termostabillik ve biyoakltiflik arastirilmistir (Sharma, R., Chisti, Y., Banerjee, U. C.,
2001).

Rigo vd. (2010) farkli miktarlardaki soya kiispesindeki hiicre dis1 lipaz enzimi iiretimini, kati
durum fermantasyonu ile incelemislerdir. iki mikroorganizma ile yapilan deneylerde
mikroorganizmalarin potansiyel lipaz enzimi tretimleri ve farkli pH'larda (4,7 ve 9) hidrolitik

aktiviteleri incelenmistir. Farkli soya kiispesi miktarlarindaki fermantasyon ortaminda, iire ve soya
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yagi ile mikroorganizmalarin, daha yiiksek lipaz {iretim aktivitesine sahip oldugu bulunmustur

(Rigo, E., Ninow, J., L., Luccio M. D.,2010).

2.6.1 Spesifik olmayan lipazlar

Bu gruba giren lipazlar, trigliseridlerin tiim pozisyonlarindaki agil gruplarini koparabilme
yetenegine sahip olup, sonucta trigliseridleri, gliserin ve serbest yag asidlerine parcalarlar.
Reaksiyonda ana {riin olarak diagil ve monoagil gliserinler olusur. Candida cylindracea,
Corynebacterium acnes, Staphylococcus aureus ve Geotrichum candidum tarafindan tiretilen
lipazlar bu gruba girerler (Elibol, M., 1997).

2.6.2 (1,3)-Spesifik lipazlar

Bu gruba giren lipazlar nétral yaglar1 esdeger konuma sahip olan 1 ve 3 pozisyonlarindan spesifik
olarak hidrolizlerler. Reaksiyon sonunda triagilgliserinlerden yag asitleri 1,2(2,3)-diacilgliserinler
ve 2-monoagilgliserinler olusur. 1,2(2,3)-diagilgliserinler ve 2-monoagilgliserinler kimyasal olarak
kararsiz olup sirastyla 1,3-diagilgliserinlere ve 1,3-monoagilgliserinlere izomerlesirler. Boylece
olusan izomerler enzim tarafindan tekrar substrat olarak kullanilabilir ve sonugta 1,3-spesifik
lipazlar da spesifik olmayan lipazlar gibi trigliserinleri gliserin ve serbest yag asidlerine kadar
parcalayabilirler. Pankreas, Aspergillus niger, Pseudomonas fluorescens, Humicola lanuginosa,
Rhizopus ve Mucor tiirlerinden elde edlen lipazlar 1,3-spesifiktir (Haas, M. J., 1992).

2.6.3 Yag asidi spesifik lipazlar

Bu grup lipazlar agilgliserinlerdeki bazi yag asitlerine spesifik olup sadece bu yag asidlerinin
olusturdugu ester baglarini pargalarlar. Yag asidi spesifik lipazlar icesterlesme reaksiyonunda
kullanilirsa olusacak {irlinler ¢ok sinirlidir ve bu sayede amaca uygun triacil gliserinler
sentezlenebilmektedir. Geotrichum candidum tarafindan iretilmis lipazin uzun zincirli bir yag
asidine 6zel bu tipinin esterlerin hidrolizi i¢in birgok ozellige sahip oldugu bilinmektedir.

(Baillargeon, M. W., 1989)

Lipaz enzimleri, i¢ esterlesme prosesinde serbest halden ¢ok ekonomik acidan daha uygun olan
tutuklanmig halde kullanilirlar. Enzim tutuklanmasi igin organik ¢6ziiciilerden etkilenmeyen inert
destekler (tasiyici) gerektiginden, enzim tutuklanmasinda kieselguhr, diatome topragi, celite,
hidrosiapatit gibi inorganik tastyicilarin kullanilmasi uygundur. Literatiirde lipaz enzimini
tutuklamak i¢in kullanilan diger malzemeler ise, silika jel, oyuklu elyaf, prepolimer recineler,
politiretan prepolimerler, Ca-aljinat, regineler (amberlite), jeller (octyl sefaroz, diaion), sefadeks,
PVC, kitin, kitosan, agaroz, sefaroz ve trisakrildir (Sharma, R., 2001).
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Lipazlar fiziksel oOzellikleri, substrat spesifiklikleri gibi biyokimyasal 6zellikleri, optimum
reaksiyon kosullari, aktivatorlere gereksinimleri ve inhibitorlere duyarliliklar1 agisindan
birbirlerinden farkliliklar gosterirler. Lipazlarin bilyiik ¢cogunlugu trigliseridlerdeki ester baglar1 ve
bu molekiillerdeki yag asidlerinin uzunlugu igin yiiksek spesifiklige sahiptir. Ornegin Candida
cylindracea’ dan elde edilen enzim trigliseriddeki ii¢ ester baginin hepsine birden atak yapar ancak
olduk¢a zayif termal kararhiliga sahiptir. Penicillium cyclopium’dan elde edilen lipazin bu iig
pozisyonada atak yaptigi fakat bu zincirin trigliseridlere nazaran monogliseridlere daha hizli atak
yaptig1 kaydedilmistir. Taksonomik olarak yakin zincirler farkli tipte lipazlar iretebilirler, bu
nedenle lipazin farkli kaynaklarinin arastirilmasina ihtiyag duyulmaktadir (Saxena, R. K., 2003).
Okaryotlarda, lipazlar yagm sindirilmesi, absorbsiyon, yeniden yapilanmayi kapsayan lipid
metabolizmasinin ve lipoprotein metabolizmasinin degisik basamaklarinda igerilmektedirler.
Bitkilerde lipazlar enerji depolama dokularinda bulunurlar. Lipazlarla lipidlerin ara yiizeyde nasil
etkilestikleri hala tam olarak acik degildir ve yogun arastirmalarin konusudur. Hemen hemen her
hafta yeni bir kaynaktan yeni bir lipazin kesfi literatiirde kaydedilmektedir. Lipazlar iizerindeki
aragtirmalar Avrupa Toplulugu tarafindan desteklenen bir aragtirma projesinden esas ivmesini
almaktadir. Bu projede, bir kag lipaz yapis1 X- 111 kristalografisi ile ¢6ziilmiistiir ve enzimlerin
bu simifi molekiiler biyoloji ve kinetik agisindan ayrintili bir sekilde incelenmektedir (Haas, M. J.,
1992).

2.6.4 Lipaz aktivitesi tayin metotlar:

Lipaz aktivitesi olusan tepkimedeki trigliseridin ortadan kaybolmas: veya yag asidi ve gliserol
olusumu izlenerek saptanabilir. Trigliseridin azalma hizinin saptanmasiyla ilgili eski bir metot olan
ve Ozellikle tributirin substrati ic¢in gelistirilen stalagmometrik yontemden bahsedilebilir.
Yontemin esasi ylizey gerilimindeki degisimin 6l¢iimiidiir. Bunun yaninda tepkimenin olustugu
ortamdaki emiilsiyonun berrakliginin zamanla degisiminin izlendigi tiirbidimetrik metottan da
bahsedilebilir. Bu iki metot da trigliseridin azalma hizinin tespitiyle alakalidir (Groves, J. T.,
1997).

Yag asidi artttim hizinin Slgiilmesiyle ilgili 6zellikle pH stat metodundan bahsedilebilir. Aktivite
tayininde en ¢ok tercih edilen metotlardan birinin bu oldugu sdylenebilir. Yontemin esasi yag asidi
olusumuyla diisen pH’1n kontrolu esasina dayanir. Ortam pH’1 diizenli olarak 6lgiiliir ve azalan pH
bir baz yardimu ile belli bir pH degerinde sabit tutulmaya ¢alisilir. Tepkime boyunca kullanilan baz

miktarindan hareketle kullanilan enzimin aktivitesi tayin edilmeye caligilir.

Bu bahsedilen metotlarin yaninda karbondioksit  hacminin zamanla o6lglldiigli warburg
analizinden, 6zgiil hacimlerin degisimine dayanan dilatometrik yontemden ve genellikle kompleks

olusumlarina dayanan bir yontem olan kolorimetrik yontemlerden bahsedilebilir.
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2.6.4.1 Para nitro phenil palmitate (p-NPP) metodu

Lipaz aktivite tayin metotlarindan biri de spektrofotometrik bir metot olan p-NPP metodudur.
Ozellikle ¢ok sayida aktivite tayininin yapilacagi durumlarda pratikligi, 6l¢iim hassasiyeti ve cok
sayida deney setine kolayca uygulanabilirligi agisindan son yillarda 6zellikle tercih edilen bir
metottur. Esas1 p-nitro phenil palmitate kullanilarak olusan tepkime sonucu ortaya ¢ikan p-nitro
phenolun zamanla degisiminin spektrofotometre yoluyla takibine dayamir (Gupta, N., Rathi P.,
2002).


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gupta%20N%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Rathi%20P%22%5BAuthor%5D
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3. MATERYAL VE METOT
3.1 Deneyler

Deneysel ¢aligmalar 100.0 mL ¢alisma hacmine sahip 250.0 mL’lik steril erlenlerde sabit sicaklik
ve 150 rpm karistirma hizinda calisan calkalayicida kesikli olarak gergeklestirilmistir. Deneyler
metal iyonu iceren ve igermeyen besin ortamlarna aligtirilarak {istel iireme evresine gelmis
mikroorganizma ¢ozeltisinden 1.0 mL as1 alinarak deney ortamina eklenmesiyle baslatilmistir.

Biitiin deneylerde sicaklik 25°C’de sabit tutulmustur.

3.1.1 Analiz yontemleri

Belirli zaman araliklarinda deney ortamindan steril olarak alinan drnekler santrifiijlenerek, sivi
kistm lipaz, metal iyonu ve sakkaroz derisiminin tayininde, dipte ¢oOkelen kisim ise

mikroorganizma derisiminin bulunmasinda kullanilmstir.

3.1.2 Lipaz aktivitesi tayini

Lipaz aktivitesinin saptanmasi i¢in de spektrofotometrik yonetem kullanilmustir. Bir lipaz birimi
30°C ve pH 6.0’ da dakikada 1 pmol yag asidini serbest birakmak igin ihtiya¢ duyulan enzim

miktar1 olarak tanimlanmaktadir.

3.1.3 Mikroorganizma derisimi tayini

Alinan 6rnekteki yas maya derisimi g/L cinsinden spektrofotometrik olarak 360 nm’de absorbans
okunarak tayin edilmistir. Daha sonra yas agirlik, yas-kuru agirlik mikroorganizma c¢alisma

dogrusundan yararlanilarak kuru mikroorganizma derigsimine gecilmistir.

3.1.4 Sakkaroz derisimi tayini

Ornekteki sakkaroz derisimi g/L cinsinden, sakkarozun dinitrosalisilikasit ile verdigi turuncu-koyu
kirmizi renkli kompleks yardimiyla spektrofotometrik olarak 575 nm’de absorbans okunarak tayin

edilmistir (Forouchi ve Gunn, 1983).

3.1.5 Bakar(IT)/nikel(II) iyon derisiminin tayini

Biyosorpsiyon ve biyobirikim deneylerinde tekli bakir(Il) veya nikel(Il) igeren deney ortamindan
alman Ornekteki serbest bakir(Il) veya nikel(II) derisimi, bakir(Il) iyonlarmin veya nikel(Il)
iyonlarinin sodyum dietil ditiyokarbamatla yaptig1 sari-kahverengi renkli kompleks yardimiyla
spektrofotometrik olarak 460 nm’de absorbans okunarak tayin edilmistir (Snell ve Snell, 1959;
Sandell, 1961).
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3.1.6 Mikroorganizma ézgiil iireme hizi

Kesikli sistemde iistel iireme evresinde mikroorganizma derisiminin zamanla degisimi 6zgiil

iireme hizi ile ifade edilir ve Esitlik 2.1 ile verilir (Pekin, 1983; Kargi, 1993).

dXx

dt @1

|
I
%

t=0 aninda X=X, t=t aninda X=X sinir kosullarinda Esitlik 2.1’in integrasyonu ile Esitlik 2.2 elde

edilir.

RA 2.2)
x, “ |

0

Bu esitliklerde;

[T Ozgiil iireme hiz1 (sa™),
X: Kuru mikroorganizma derisimi (g /L),

t: Zaman (sa)’dir.

3.1.7 Metal iyonu icermeyen ortamda biiyiime Kinetiginin modellenmesi ve monod
esitligi
Kesikli sistemde substrat inhibisyonunun gozlenmedigi durumda, o6zgiil treme hiz1 ile
mikroorganizmanin iireme hizin1 kontrol eden besin maddesi (substrat) arasindaki ilisgki Monod

esitligi ile verilir (Shuler ve Kargi, 2002).
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_ HpS
H K, +S @2)

Burada S >> Ks oldugu zaman;
Hm: Maksimum 6zgiil {ireme hiz1 (sa™),

Ks: Doygunluk sabiti (g/L)‘dir.

Esitlik 2.3’lin dogrusallagtirilmis sekli Esitlik 2.4 ile gosterilebilir:

1_1 K1
= N 2.4
Mo My My S e

1/w’ye karsi 1/S grafiginin, y eksenini kesim noktasindan py,, dogrunun egiminden ise Kg bulunur.

Diisiik Ksdegeri mikroorganizmanin diisiik substrat derisimlerinde de hizli iiredigini gosterir.
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4. BULGULAR
4.1 Mikroorganizma iiremesi

Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranefeciens mayalariyla
yapilan deneysel calismalarin ilk kisminda normal besin ortaminda mayalarin iireme yetenegi
incelenmis ve mikroorganizmalarin optimum tiireme pH’1 belirlenmistir. Mikroorganizmanin
maksimum enzim aktivitesini ve metal tutma kapasitesini de maksimum iiredigi pH’da gosterdigi

bulunmus, enzim ve biyobirikim deneyleri de bu pH degerinde gerc¢eklestirilmistir.

4.1.1 Baslangi¢ pH’1min etkisi

Ortam pH’1 mikroorganizma iiremesi i¢in en 6nemli parametrelerden biridir. Sekil 4.1°den 10 g/L
sabit sakkaroz derisiminde yapilan deneylerde baslangic pH’indaki artisin mikroorganizma
iiremesini biitiin maya hiicreleri i¢in arttirdigt ve pH 4.0 degerinde maksimum iireme elde edildigi
goriilmektedir. En yiiksek 0Ozgiil iireme hizi ve ireyen mikroorganizma derisimi Candida
lypolytica mayasinda elde edilmistir (pH 4.0’de 6zgiil tireme hiz1 0.253 1/sa, mikroorganizma
derisimi 0.308 g/L).

0,4 6
03 }
1 4
— ~~
[49] —
< 0,2 } >
:L N—r
X
u —&— m, Candida membranaefaciens
—&— m, Candida utilis 1 2
—&— m, Candida tropicolis
0,1 B —>—m, Candida lipolytica
—¥— X, Candida membranaefaciens
—— X, Candida utilis
—— X, Candida tropicolis
—=— X, Candida lipolytica
0 ‘ 0
1 3 5 7
pH

Sekil 4.1 Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranefeciens
mayalari i¢in baslangic pH’1min 6zgiil ireme hizi ve iireyen mikroorganizma derisimine etkisi (S,:
10 g/L; T: 25°C; KH: 150 rpm)
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4.1.2 Baslangi¢ sakkaroz derisiminin etkisi

Deneysel calismalar boyunca melas sakkarozu ana karbon kaynagi olarak kullanilmis, baslangig
sakkaroz derigsiminin tremeye etkisi 1-20 g/L derisim araliginda mayalarin en yiiksek tireme
degerlerinin elde edildigi pH 4.0 degerinde incelendiginde, baslangic sakkaroz derisiminin
artmasiyla tireyen mikroorganizma derigiminin mayalarin 6zgiil lireme hizi ve maksimum {ireyen

miktarint arttirdigi goriilmiistiir (Sekil 4.2).

5
03 }
1 4
= 0,2 ~
£ 13 3
) 2
“ X
—&— m, Candida membranaefaciens
—— m, Candida utilis
0,1 —a&— m, Candida tropicolis
—>—m, Candida lipolytica ] 2
—¥— X, Candida membranaefaciens
—@— X, Candida utilis
—— X, Candida tropicolis
—=— X, Candida lipolytica
O | | | | 1

0O 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
So

Sekil 4.2 Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalar1 i¢in baglangic sakkaroz derisiminin o6zgill ireme hizi ve tiireyen mikroorganizma
derigimine etkisi (pH: 4, T: 25°C; KH: 150 rpm)

4.1.3 Baslangi¢ bakir(IT) ve nikel(l1) iyon derisimlerinin etkisi

Baslangi¢c metal iyonlarinin bulundugu ortamda bu iyonlarin mikroorganizma iiremesi ve
maksimum {ireyen mikroorganizma derisimlerine etkisi Candida lypolytica, Candida utilis,
Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens mayalar1 igin, baslangi¢ sakkaroz derigsmi 1-20
g/L araliginda, tekli baslangi¢ bakir(II) ve nikel(II) iyon derisimleri ise 0-250.0 mg/L araliginda
degistirilerek incelenmistir. Baglangi¢ sakkaroz derisimine karsi baglangi¢ bakir(Il) ve nikel(Il)
iyon derisimlerinin mikroorganizma 06zgiil iireme hizit ve maksimum iireyen mikroorganizma

derisimine etkileri biitiin maya hiicreleri i¢in Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5, Sekil 4.6, Sekil 4.7,
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Sekil 4.8, Sekil 4.9, Sekil 4.10 ve Sekil 4.11°de verilmistir. Sekillerden baslangic sakkaroz
derisiminin artmasiyla mikroorganizma 6zgiil lireme hizi ve maksimum iireyen mikroorganizma
derigimlerinin artt1g1, ortamda artan bakir(Il) ve nikel(Il) iyon derisimlerinin ise mikroorganizma
Ozglil treme hizi ve maksimum ireyen mikroorganizma derigimlerini diistirdigi, nikel(I)
iyonlarinin mikroorganizma iiremesi degerlerini azaltici etkisinin bakir(Il) iyonlarindan daha
yiiksek oldugu gériilmektedir. Ornegin 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda metal iyonlari
bulunmazken mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 ve maksimum tireyen mikroorganizma derisimi
sirastyla Candida membranaefaciens icin 0,253 sa™ ve 2,854 g/L, Candida utilis igin 0,238 sa™
ve 2,658 g/L, Candida tropicalis i¢in 0,289 sa™ ve 2,999 g/L, Candida lypolitica i¢in de 0,308
sa™ ve 3,111 g/L iken, 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde baslangi¢ bakir(IT) derisimi 100.0 mg/L
iken mikroorganizma 6zgiil iireme hiz1 ve maksimum tireyen mikroorganizma derisimi sirasiyla
Candida membranaefaciens i¢in 0,223 sa™* ve 2,666 g/L, Candida utilis icin 0,207 sa™ ve 2,460
g/L, Candida tropicalis i¢in 0,257 sa™ ve 2,831 g/L, Candida lypolitica i¢in 0,277 sa™ ve 2,968
g/L ve 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde baslangic nikel(I) derisimi 100.0 mg/L iken
mikroorganizma 06zgiil iireme hiz1 ve maksimum fiireyen mikroorganizma derisimi sirasiyla
Candida membranaefaciens i¢in 0,215 sa™ ve 2,574 g/L, Candida utilis igin 0,199 sa™ ve 2,371
g/L, Candida tropicalis i¢in 0,248 sa™ ve 2,735 g/L, Candida lypolitica igin de 0,267 sa™ ve
2,868 g¢/L olarak bulunmustur. Bu sonuglar mayalar arasinda en verimli tremeyi Candida
lypolitica’nin gosterdigini, ortamdaki bakir(II) ve nikel(Il) iyonlarinin mayalarin tiremesini inhibe
ettigini, nikel(I) iyonlarinin mayalarin tiremesine inhibisyon etkisinin bakir(Il) iyonlarina gore

daha yiiksek oldugunu gostermektedir.
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—¥—m, Cu=150 mg/L —@— m, Cu=200 mg/L
—+—m, Cu=250 mg/L —=— X, Cu=0 mg/L
—e— X, Cu=25 mg/L —o— X, Cu=50mg/L | 1
—8—X,Cu=100mg/L  —A— X, Cu=150 mg/L
—%— X, Cu=200mg/L  —%— X, Cu=250 mg/L
0 0

0 2 4 6 8

10 12 14 16

So

18 20 22

24

Sekil 4.3 Candida membranaefaciens mayasi i¢in farkli baslangi¢ bakir(Il) iyon derisimlerinde
baslangic sakkaroz derisiminin 6zgiil tireme hiz1 ve lireyen mikroorganizma derisimine etkisi (pH:

4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)

0,3 5
y . o
¢ 1 4
0,2 |
~~
g <
= 2
— ] 2 ><
},I, —&— m, Cu=0 mg/L —— m, Cu=25 mg/L
0, 1 B —&— m, Cu=50 mg/L —>—m, Cu=100 mg/L
—¥—m, Cu=150 mg/L —@—m, Cu=200 mg/L
—+—m, Cu=250 mg/L  —=— X, Cu=0 mg/L 1
—6— X, Cu=25 mg/L —o6— X, Cu=50 mg/L
—8— X, Cu=100mg/L  —a&— X, Cu=150 mg/L
—— X, Cu=200 mg/L —%— X, Cu=250 mg/L
0 ‘ ‘ 0

0 2 4 6
So

8 10 12 14 16 18 20 22 24

Sekil 4.4 Candida utilis mayas1 igin farkli baslangi¢ bakir(Il) iyon derisimlerinde baglangi¢
sakkaroz derigiminin 6zgiil tireme hiz1 ve {ireyen mikroorganizma derigimine etkisi (pH: 4.0, T:

25°C; KH: 150 rpm)
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So

Sekil 4.5 Candida tropicalis mayasi i¢in farkli baslangi¢ bakir(II) iyon derisimlerinde baslangic
sakkaroz derigiminin 6zgiil ireme hiz1 ve {lireyen mikroorganizma derisimine etkisi (pH: 4.0, T:

25°C; KH: 150 rpm)
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So

Sekil 4.6 Candida lipolytica mayas1 i¢in farkli baslangi¢ bakir(II) iyon derisimlerinde baslangig
sakkaroz derigiminin 6zgiil tireme hiz1 ve {ireyen mikroorganizma derigimine etkisi (pH: 4.0, T:

25°C; KH: 150 rpm)
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So

Sekil 4.7 Candida membranaefaciens mayasi i¢in farkli baslangi¢c nikel(Il) iyon derisimlerinde
baslangic sakkaroz derisiminin 6zgiil tireme hiz1 ve lireyen mikroorganizma derisimine etkisi (pH:

4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)

. 5 5
é—v—v
02 t X i
—X
—t
= © % —~
,‘%\ 5,;,/‘ —
= ——————— >
d -/v O
no0l f — ~ : X
—— m, Ni=0 mg/L —&— m, Ni=25 mg/L
—a&— m, Ni=50 mg/L —>—m, Ni=100 mg/L
—¥— m, Ni=150 mg/L —@— m, Ni=200 mg/L
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So

0 2 4 6 8

Sekil 4.8 Candida utilis mayasi i¢in farkli baslangic nikel(II) iyon derigsimlerinde baslangic
sakkaroz derigiminin 6zgiil tireme hiz1 ve iireyen mikroorganizma derigimine etkisi (pH: 4.0, T:

25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.9 Candida tropicalis mayasi i¢in farkli baglangic nikel(II) iyon derisimlerinde baslangic
sakkaroz derigiminin 6zgiil ireme hiz1 ve lireyen mikroorganizma derisimine etkisi (pH: 4.0, T:
25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.10 Candida lipolytica mayasi i¢in farkli baslangi¢ nikel(Il) iyon derisimlerinde baslangi¢
sakkaroz derigiminin 6zgiil tireme hiz1 ve lireyen mikroorganizma derigimine etkisi (pH: 4.0, T:
25°C; KH: 150 rpm)
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Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens mayalari
icin farkli baglangi¢ bakir(Il) ve nikel(Il) iyon derisimlerinde Monod esitligine gore ¢izilen 1/u-1/S
(Sekil 4.11, Sekil 4.12, Sekil 4.13, Sekil 4.14, Sekil 4.15, Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18,)
izotermlerinden bulunan kinetik sabitler olan maksimum 6zgiil tireme hizi (1max) Ve doygunluk

sabiti (Ks) degerleri Cizelge 4.1’de sunulmustur.
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@Cu=200 mg/L
+ Cu=250 mg/L
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

1S (g/L)

Sekil 4.11 Candida membranaefaciens i¢in bakir(Il) iceren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T:
25°C; KH: 150 rpm)



56

28
+
24 ®
20 |
—~ 16 |
S
~ 12 B
\p_ #Cu=0 mg/L
— OCu=25 mg/L
8 B ACu=50 mg/L
X Cu=100 mg/L
X Cu=150 mg/L
4 ®Cu=200 mg/L
+Cu=250 mg/L
0
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2

1/S (g/L)

Sekil 4.12 Candida utilis i¢in bakir(Il) i¢eren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150
rpm)
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Sekil 4.13 Candida tropicalis igin bakir(I) igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Sekil 4.14 Candida lypolytica i¢in bakir(Il) igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Sekil 4.15 Candida membranaefaciens i¢in nikel(Il) igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T:
25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.16 Candida utilis i¢in nikel(IT) igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150
rpm)
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Sekil 4.17 Candida tropicalis igin nikel(Il) igeren ortamda 1/u-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)
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Sekil 4.18 Candida lypolytica igin nikel(I) igeren ortamda 1/p-1/S grafigi (pH: 4.0, T: 25°C; KH:
150 rpm)

Cizelge 4.1 Farkli baslangic bakir(Il) ve nikel(II) iyonu derisimlerinde ve 1-20 g/L araliginda
baslangi¢ sakkaroz derisimi i¢eren ortamlarda Monod esitligine gore bulunan maksimum 6zgiil
iireme hizi ve doygunluk sabiti degerleri

Metal Iyonu Candlda} Candida utilis Candida tropicalis | Candida lypolytica
membranefeciens
Cocu Coni Mmax Ks Hmax Ks Hmax Ks Hmax Ks
mg/L | mg/L sa’ g/l sa’ g/lL sa’ g/lL sa’ g/lL
0,0 0,0 0,3923 5,6417 0,3562 | 5,1442 | 0,4080 | 4,5573 | 0,4096 | 3,8852

25,0 0,0 0,3542 5,3990 0,3415 5,8051 0,3743 4,555 0,4223 | 5,0800

50,0 0,0 0,3542 5,7532 0,3314 5,7232 0,3579 | 4,1755 0,4254 | 5,3688

100,0 0,0 0,3370 5,3540 0,3414 6,4721 0,3631 | 4,6773 0,3885 | 4,5681

150,0 0,0 0,3352 6,0040 0,3148 | 6,1285 | 0,3354 | 4,4410 | 0,3907 | 5,2713

200,0 0,0 0,3367 6,5868 0,2995 | 6,0334 | 0,3380 | 4,8870 | 0,3781 | 5,3783

250,0 0,0 0,3108 6,7714 0,2851 6,5197 0,3137 4,984 0,3358 | 4,9207

0,0 25,0 0,3468 5,7250 0,3196 5,600 0,3525 | 4,2434 0,3450 | 4,4736

0,0 50,0 0,3314 5,4340 0,3053 5,2806 0,3651 | 4,7962 0,4070 | 5,3946

0,0 100,0 | 0,3337 5,7184 0,3021 | 5,4083 | 0,3566 | 5,0135 | 0,3952 | 5,2681

0,0 150,0 | 0,3177 6,6938 0,2826 | 6,0892 | 0,3048 | 4,2690 | 0,3582 | 5,3844

0,0 200,0 | 0,3097 7,0040 0,2783 6,3743 0,3099 | 5,1117 0,3286 | 4,9181

0,0 250,0 | 0,2671 6,2658 0,2647 7,1964 | 0,2840 | 5,2692 0,3174 | 5,7960

Cizelge 4.1’den baglangi¢ bakir(Il) ve nikel(IT) iyon derisimi arttikga mikroorganizma maksimum
Ozgiil tireme hizinin azaldigi, doygunluk sabiti degerlerinin ise arttig1 goriilmektedir. Maksimum

6zgiil lireme hizinin metal iyonu derisimi arttikga azalmasi, metal iyonlarinin maya hiicrelerinin




60

tiremesini inhibe ettigini, doygunluk sabiti degerlerinin artmasi ise artan metal iyonu derisimleriyle
birlikte mayalarin iireyebilmek i¢in daha yiiksek oranda karbon kaynagina ihtiyag duydugunu
gostermektedir. Ayrica ¢izelgeden nikel(Il) iyonlarimin maya hiicrelerine inhibisyon etkisinin

bakir(II)’ye gore daha fazla oldugu anlasilmaktadir.

4.2 Enzim deneyleri

Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens mayalariyla
yapilan enzim f{iretim ¢alismalarinda baslangic pH’1i, baslangi¢ sakkaroz derisiminin etkisi,
karisimdaki metal iyonunun tiirii ve derisimleri, lipaz enzimi iiretim hiz ve verimini etkileyen en

O6nemli parametreler olarak ele alinmustir.

Mikroorganizmanin maksimum enzim aktivitesini de maksimum iiredigi pH’da gdsterdigi

bulunmus ve enzim deneyleri de bu pH degerinde gergeklestirilmistir.

4.2.1 Baslangic pH’nin etKkisi

Ortam pH’1 mikroorganizmalarin enzim aktivitesi i¢in en dnemli parametrelerden biridir. Sekil
4.19°dan 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde yapilan deneylerde baslangi¢ pH’indaki artigin enzim
aktivitesini biitiin maya hiicreleri i¢in artirdignt ve pH 4.0 degerinde maksimum aktivite elde
edildigi, en yiiksek aktiviteyi Candida membranaefaciens’in, en diisiigiinii ise Candida utilis
mayasinin gosterdigi gorillmektedir (pH 4.0’de Candida membranaefaciens’in enzim aktivitesi
934.52 U/L, Candida utilis‘in enzim aktivitesi 470.92 U/L).
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Sekil 4.19 Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranefeciens
mayalari i¢in baglangic pH’1nin lipaz enzimi aktivitesine etkisi (S,: 10 g/L; T: 25°C; KH: 150 rpm)

4.2.2 Baslangi¢ sakkaroz derisiminin etKkisi

Deneysel ¢alismalar boyunca melas sakkarozu ana karbon kaynagi olarak kullanilmis, baslangic
sakkaroz derisiminin enzim aktivitesine etkisi 1-20 g/L derisim araliginda ve mayalarin en yiiksek
iireme degerlerinin elde edildigi pH 4.0 degerinde incelendiginde, baslangi¢ sakkaroz derisiminin
artmasiyla mayalarin enzim aktivitelerinin biitiin mayalar i¢in 10 g/L sakkaroz derisimine kadar
arttigi, bu degerin lizerindeki baglangi¢ sakaroz derisimlerinde ise enzim aktivitesinin azaldigi, en
yiiksek aktiviteyi Candida membranaefaciens mayasinin, en diisiik aktiviteyi ise Candida utilis
mayasinin  gosterdigi bulunmustur (Sekil 4.20). Enzim aktivitesindeki artisin mikroorganizma
iremesiyle dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma iremesi arttikca {ireyen
mikroorganizmalarin daha fazla enzim irettigi anlagilmaktadir. Ayrica mayalarin iiremesinde en
yiksek {iremeyi gosteren maya olan Candida lypolitica’nin en yiiksek enzim aktivitesini
gosterememesi, enzim {iretiminin maya iiremesinden baska mikroorganizma yapisindaki

farkliliklara da bagl oldugunu gostermektedir.
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Sekil 4.20 Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens

mayalar1 i¢in baslangi¢ sakkaroz derisiminin mayalarin enzim aktivitesine etkisi (pH:4.0, T: 25°C;
KH: 150 rpm)

4.2.3 Baslangi¢ bakir(II) ve nikel(l1) iyon derisimlerinin etkisi

Ortama 25-250 mg/L derisim araliginda tekli bakir(I) ve nikel(II) iyonu eklenirken baslangi¢
sakkaroz derisimi de 1-20 g/L arah@mnda degistirilmis, tekli bakir(IT), nikel(ll) iyonlar1 ve
sakkarozun lipaz enzimi aktivitesi lizerine etkileri arastinlmistir. Candida lypolytica, Candida
utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens mayalar1 igin 25-250 mg/L derisim
araliginda tekli bakir(I) ve nikel(ll) iceren ortamlarda, farkli baslangi¢c sakkaroz derisimlerinde
mayalarin gosterdigi lipaz aktiviteleri Sekil 4.21, Sekil 4.22, Sekil 4.23, Sekil 4.24, Sekil 4.25,
Sekil 4.26, Sekil 4.27 ve Sekil 4.28’de sunulmugtur. Sekillerden ortamdaki baslangi¢ sakkaroz
derisimi artiginin lipaz enzimi aktivitesini arttirdigi ancak ortamdaki bakir(Il) ve nikel(ll) iyonlari
derisimi artiginin ise lipaz enzimi aktivitesini Onemli oranda azalttigi goriilmektedir. Enzim
aktivitesindeki metal iyonlar1 derisiminin artisiyla goriilen azaligin mikroorganizma iiremesiyle
dogrudan ilgili oldugu ve mikroorganizma iiremesi azaldikg¢a iireyen mikroorganizmalarin daha az
enzim iirettigi anlasiimaktadir. Ornegin 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda metal iyonlar
bulunmazken mayalarin enzim aktivitesi sirasiyla Candida membranaefaciens i¢in 903,4 U/L,
Candida utilis i¢in 486,5 U/L, Candida tropicalis i¢in 755,2 U/L, Candida lypolitica i¢in 614,7
U/L iken, 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde baglangic bakir(Il) derigimi 100.0 mg/L iken

mayalarin enzim aktivitesi sirasiyla Candida membranaefaciens i¢in 795,0 U/L, Candida utilis
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icin 413,6 U/L, Candida tropicalis i¢in 657,1 U/L, Candida lypolitica igin 528,6 U/L ve 10 g/L
sabit sakkaroz derigsiminde baglangi¢ nikel(Il) derisimi 100.0 mg/L iken mayalarin enzim aktivitesi
sirastyla Candida membranaefaciens igin 766,1 U/L, Candida utilis i¢in 397,9 U/L, Candida
tropicalis i¢in 632,9 U/L, Candida lypolitica i¢in de 508,9 U/L olarak bulunmustur. Bu sonuglar
ortamdaki bakir(Il) ve nikel(Il) iyonlarinin mayalarin enzim aktivitesini distirdiigiini, nikel(Il)
iyonlarinin aktiviteyi azaltma etkisinin bakir(Il) iyonlarma gore daha yiiksek oldugunu

gostermektedir.
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Aktivite (U/L)

Sekil 4.21 Candida membranaefaciens i¢in lipaz enzimi aktivitesinin farkli baglangi¢c sakkaroz
derigimlerinde farkli derigimlerdeki bakir(I) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.22 Candida utilis i¢in lipaz enzimi aktivitesinin farkli baslangi¢ sakkaroz derigimlerinde
farkli derisimlerdeki bakir(Il) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.23 Candida tropicalis i¢in lipaz enzimi aktivitesinin farkli baslangic sakkaroz
derigimlerinde farkli derisimlerdeki bakir(IT) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.24 Candida lypolytica igin lipaz enzimi aktivitesinin farkli baglangig sakkaroz
derigimlerinde farkli derigimlerdeki bakir(I) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.25 Candida membranaefaciens i¢in lipaz enzimi aktivitesinin farkli baglangi¢ sakkaroz
derigimlerinde farkli derisimlerdeki nikel(IT) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.26 Candida utilis i¢in lipaz enzimi aktivitesinin farkli baslangi¢ sakkaroz derigimlerinde
farkl derisimlerdeki nikel(IT) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.27 Candida tropicalis i¢in lipaz enzimi aktivitesinin farkli baglangic sakkaroz
derigimlerinde farkli derigsimlerdeki nikel(IT) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.28 Candida lypolytica i¢in lipaz enzimi aktivitesinin farkli baslangic sakkaroz
derisimlerinde farkli derisimlerdeki nikel(IT) ile degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)

Ayrica sekillerden nikel(Il) iyonlarinin mayalarin gosterdigi lipaz enzimi aktivitesini azaltict
etkisinin bakir(Il)’ye gore daha fazla oldugu, baslangi¢ sakkaroz derisimi artisinin da &zellikle de
nikel(Il) derisimi artikga lipaz {iretmede daha etkin oldugu anlasilmaktadir. Bakir(Il) ve nikel(II)
iceren ortamlarda da metalsiz ortamdaki gibi en yiiksek aktiviteyi Candida membranaefaciens

mayasinin en diisiik aktiviteyi ise Candida utilis mayasinin gosterdigi bulunmustur.

4.3 Biyobirikim deneyleri

Deneysel ¢aligmalarin bu kisminda mayalarin tekli bakir(Il) ve nikel(Il) iyonlarina karst gosterdigi
direnci ve biyobirikim kapasitesini aragtirmak lizere 1-20 g/L araliginda degistirilen baslangig
sakkaroz derisimleri igeren ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve
Candida membranaefaciens mayalari i¢in tutulan bakir(IT) ve nikel(ll) derisiminin ve gram kuru
mikroorganizma bagina tutulan bakir(II) ve nikel(Il) miktarimin degisimi, baslangic bakir(Il) ve
nikel(Il) derigimi 25-250 mg/L derisim araligindayken incelenmis ve sonuglar Sekil 4.29 ve Sekil
3.40°da ve Cizelge 4.2 ve Cizelge 4.3’te sunulmustur. Sekillerden ve ¢izelgelerden biitiin maya
hiicreleri igin baslangi¢ sakkaroz derigimi arttikga mikroorganizma iiremesinin artmasiyla beraber
ortamdaki sabit derisimlerde bulunan bakir(Il) ve nikel(I) iyonlarinin maksimum tutulan
derisimlerinin ve birim kuru mikroorganizma kiitlesi tarafindan tutulan bakir(Il) ve nikel(II)

miktarlarinim arttig1 gézlenmektedir. Ornegin 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde baslangig bakir(II)
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derisimi 100.0 mg/L iken maksimum tutulan bakir(Il) derisimi, birim kuru mikroorganizma kiitlesi
tarafindan tutulan bakir(IT) miktar1 sirasiyla Candida membranaefaciens i¢in 46,80 mg/L ve 17,56
mg/g, Candida utilis i¢in 38,4 mg/L ve 15,64 mg/g, Candida tropicalis i¢in 51,48 mg/L ve 18,18
mg/g, Candida lypolitica i¢in de 53,60 mg/L ve 18,98 mg/g iken, 10 g¢/L sabit sakkaroz
derisiminde baslangi¢ nikel(IT) derisimi 100.0 mg/L iken elde edilen maksimum tutulan bakir(IT)
derigimi, birim kuru mikroorganizma kiitlesi tarafindan tutulan nikel(IT) miktar1 sirasiyla Candida
membranaefaciens i¢in 37,70 mg/L ve 15,42 mg/g, Candida utilis i¢in 31,20 mg/L ve 13,16
mg/g, Candida tropicalis i¢in 44,30 mg/L ve 16,20 mg/g, Candida lypolitica i¢in de 48,28 mg/L
ve 17,04 mg/g olarak bulunmustur. Bu degerler maya hiicrelerinin bakir(Il) iyonlarini nikel(Il)’ye
gore daha yiiksek oranda tuttugunu, Candida lypolitica nin hem bakir(Il) hem de nikel(II) igeren
ortamda en yiiksek tutma verimini gergeklestirdigini gostermektedir. Artan sakkaroz derisiminin

mikroorganizmalarin iireme ve metal tutma kapasitesini olduk¢a fazla arttirdigi da gdzden

kacirilmamalidir.
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Sekil 4.29 Farkli baslangi¢ sakkaroz derisimleri ve 25 mg/L sabit bakir(Il) derigimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan bakir(Il) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma basina tutulan bakir(II)
miktarimin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.30 Farkli baslangic sakkaroz derisimleri ve 50 mg/L sabit bakir(Il) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan bakir(II) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma bagina tutulan bakir(II)
miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.31 Farkli baslangic sakkaroz derigimleri ve 100 mg/L sabit bakir(II) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalar1 i¢in tutulan bakir(Il) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma basina tutulan bakir(II)
miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.32 Farkli baslangic sakkaroz derisimleri ve 150 mg/L sabit bakir(Il) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan bakir(Il) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma basina tutulan bakir(II)
miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.33 Farkli baslangic sakkaroz derigsimleri ve 200 mg/L sabit bakir(II) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan bakir(Il) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma basina tutulan bakir(II)
miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.34 Farkli baslangig sakkaroz derisimleri ve 250 mg/L sabit bakir(Il) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan bakir(II) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma bagina tutulan bakir(II)
miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.35 Farkli baslangic sakkaroz derisimleri ve 25 mg/L sabit nikel(II) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan nikel(Il) derigiminin ve gram kuru mikroorganizma basina tutulan nikel(II)
miktarimin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Sekil 4.36 Farkli baslangic sakkaroz derisimleri ve 50 mg/L sabit nikel(II) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan nikel(II) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma bagimna tutulan nikel(II)
miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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So

Sekil 4.37 Farkli baglangi¢ sakkaroz derisimleri ve 100 mg/L sabit nikel(Il) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan nikel(Il) derigiminin ve gram kuru mikroorganizma basina tutulan nikel(II)
miktarimin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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So

Sekil 4.38 Farkli baglangi¢ sakkaroz derisimleri ve 150 mg/L sabit nikel(Il) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan nikel(II) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma bagma tutulan nikel(II)
miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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So

Sekil 4.39 Farkli baglangi¢c sakkaroz derisimleri ve 200 mg/L sabit nikel(II) derigimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalar1 i¢in tutulan nikel(II) derigiminin ve gram kuru mikroorganizma bagina tutulan nikel(Il)
miktarimin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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So

Sekil 4.40 Farkli baglangi¢c sakkaroz derisimleri ve 250 mg/L sabit nikel(II) derisimi bulunan
ortamda Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida membranaefaciens
mayalari i¢in tutulan nikel(II) derigiminin ve gram kuru mikroorganizma bagimna tutulan nikel(II)
miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)
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Cizelge 4.2 Farkli baslangi¢ sakkaroz derisimleri ve 25-250 mg/L araliginda bakir(Il) derisimi
bulunan ortamda Candida
membranaefaciens mayalar1 igin tutulan bakir(Il) derisiminin ve gram kuru mikroorganizma
basina tutulan bakir(Il) miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)

lypolytica, Candida utilis,

Candida tropicalis ve Candida

So CtutCu qCu CtutCu qCu CtutCu qCu CtutCu qCu CtutCu qCu CtutCu qCu
H'\ggry;i oL mg/L ma/g mg/L ma/g mg/L mg/g mg/L mag/g mg/L mag/g mg/L mg/g
Cocu=25 mg/L Cocy=50 mg/L Cocu=100 mg/L | Cycy=150 mg/L | Coc,=200 mg/L | Cyc,=250 mg/L
1,0 2,50 1,91 4,49 3,50 6,88 5,54 10,30 8,59 14,60 12,75 11,60 11,05
2,0 4,20 2,56 7,54 4,68 13,74 8,80 22,10 14,60 25,50 17,62 25,12 18,86
4,0 7,20 3,45 12,93 6,31 23,56 11,84 36,40 18,85 42,90 23,18 46,37 28,00
5,0 8,50 3,95 15,26 7,21 29,00 14,09 42,20 21,10 50,70 26,41 57,07 32,20
7,0 | 11,40 481 19,80 8,49 37,13 16,35 54,30 24,58 60,88 28,67 73,06 37,20
C. merm. 8,0 | 12,60 5,02 22,62 9,15 40,60 16,84 58,90 25,08 67,62 29,92 81,14 38,75
9,0 | 13,80 5,22 24,77 9,51 43,30 17,02 62,20 25,07 72,98 30,53 87,57 39,47
10,0 | 14,50 5,25 26,10 9,57 46,80 17,56 66,50 25,55 79,80 31,77 94,81 40,61
15,0 | 16,60 5,48 30,30 10,12 54,63 18,66 74,52 26,03 89,59 32,39 110,90 43,07
20,0 | 17,10 5,67 32,07 10,74 58,47 19,99 79,75 27,86 95,88 34,63 115,05 44,56
1,0 2,13 2,09 3,74 3,75 5,50 5,70 7,52 8,06 8,65 9,72 8,50 10,43
2,0 3,57 2,62 6,28 4,70 11,00 8,48 17,04 13,57 18,20 15,17 20,93 18,98
4,0 6,12 3,54 10,77 6,35 18,85 11,44 29,22 18,27 33,60 21,93 38,64 27,39
5,0 7,23 3,81 12,72 6,82 23,20 12,80 35,96 20,43 41,35 24,49 47,56 30,53
. 7,0 9,69 4,62 16,50 7,99 29,70 14,77 46,04 23,53 52,94 28,17 60,88 35,06
C.ut 8,0 | 10,71 4,74 18,85 8,46 32,99 15,19 51,13 24,18 58,80 28,91 67,62 35,92
9,0 | 11,73 491 20,64 8,77 35,60 15,49 55,18 24,63 63,46 29,40 72,98 36,47
10,0 | 12,60 4,95 22,50 8,95 38,40 15,64 60,50 25,23 68,70 29,71 79,01 36,79
150 | 14,11 5,20 24,97 9,30 43,71 16,65 67,74 26,40 77,91 31,44 89,59 38,86
20,0 | 15,10 5,15 26,73 9,21 46,77 16,47 72,50 26,09 83,37 31,02 95,88 38,29
1,0 2,88 2,00 4,98 3,55 7,56 5,56 11,33 8,61 16,06 12,77 15,20 13,18
2,0 4,83 2,81 8,37 4,96 15,12 9,23 24,31 15,32 28,05 18,46 27,63 19,72
4,0 8,28 3,65 14,35 6,43 28,30 13,06 40,04 19,03 50,20 24,88 53,60 28,79
5,0 9,78 3,96 16,94 6,98 35,30 14,95 47,20 20,57 58,90 26,73 66,80 32,80
70 | 1311 4,86 21,98 8,27 43,20 16,70 59,73 23,72 71,90 29,70 85,50 38,15
C. tro. 8,0 | 14,49 5,32 25,11 9,36 45,36 17,34 64,79 25,42 76,60 31,21 92,20 40,51
9,0 | 15,87 5,56 27,50 9,77 48,50 17,66 68,42 25,53 82,40 31,90 98,80 41,18
10,0 | 16,40 5,59 28,97 10,00 51,48 18,18 73,50 26,58 88,20 33,04 104,29 42,00
15,0 | 19,09 6,06 33,27 10,68 60,10 19,72 81,97 27,51 98,55 34,22 121,99 45,45
20,0 | 19,67 6,19 35,28 11,22 64,31 20,87 87,72 29,09 105,46 36,13 126,56 46,46
1,0 3,13 2,09 5,73 3,84 8,70 6,14 12,24 8,93 17,51 13,37 16,42 13,64
2,0 5,25 2,73 9,62 5,02 17,39 9,51 26,25 14,80 30,57 18,01 32,33 20,66
4,0 9,00 3,68 16,50 6,77 34,60 14,82 43,24 19,07 54,72 25,14 57,89 28,81
50 | 10,63 4,11 19,48 7,57 40,60 16,42 50,98 21,20 64,20 27,79 72,14 33,76
70 | 14,25 4,99 26,30 9,26 49,68 18,15 66,60 24,99 78,37 30,57 92,34 38,87
C.lyp. 8,0 | 15,75 5,35 29,30 10,01 53,60 18,93 72,20 26,16 85,50 32,16 99,58 40,36
9,0 | 17,25 5,66 31,62 10,45 56,80 19,35 77,20 26,95 91,50 33,12 106,70 41,55
10,0 | 18,20 5,92 33,32 10,93 59,20 19,95 79,50 27,42 96,30 34,39 112,60 43,19
15,0| 21,10 6,44 38,26 11,79 69,11 21,81 88,53 28,57 107,42 35,85 131,75 47,15
20,0 22,20 6,43 40,57 11,88 73,96 22,10 94,74 28,91 114,96 36,24 141,10 47,62
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Cizelge 4.3 Farkli baglangi¢c sakkaroz derisimleri ve 25-250 mg/L aralifinda nikel(Il) derisimi

bulunan ortamda Candida

lypolytica, Candida utilis,

Candida tropicalis ve Candida

membranaefaciens mayalar1 igin tutulan nikel(I) derigiminin ve gram kuru mikroorganizma
bagima tutulan nikel(IT) miktarinin degisimi (pH: 4.0, T: 25°C; KH: 150 rpm)

Maya So | Cumi ani Chui qni Ciui qni Cuutni qni Cui qni Chuni Oni
Hiicresi g/L mg/L mg/g mg/L mg/g mg/L mg/g mg/L mag/g mg/L mag/g mg/L mg/g
Coni=25 mg/L Coni=50 mg/L Coni=100 mg/L Coni=150 mg/L Coni=200 mg/L Coni=250 mg/L
10| 204 1,63 3,81 3,11 5,84 4,93 7,73 6,91 10,80 | 10,29 8,82 9,37
20 | 350 2,22 6,41 415 11,68 7,80 1658 | 11,71 | 19,38 | 1450 | 19,09 | 15,82
40 | 6,19 3,0 10,99 5,58 21,50 1126 | 2730 | 1510 | 32,60 | 19,04 | 3524 | 22,70
50| 731 3,53 13,30 6,53 24,65 1246 | 3165 | 16,88 | 37,50 | 2105 | 4337 | 2677
C. memb. 7.0 | 930 4,07 16,83 7,49 31,56 14,44 | 4073 | 1963 | 4627 | 2341 | 5552 | 30,77
80 | 10,20 421 19,23 8,06 34,51 14,86 | 4418 | 20,00 | 5139 | 2436 | 61,67 | 3190
9.0 | 11,20 4,39 21,06 8,37 36,81 1500 | 46,65 | 19,97 | 5546 | 2479 | 6655 | 32,35
100| 12,20 457 22,30 8,46 39,70 15,42 50,30 20,49 61,20 25,96 72,20 33,20
150| 1428 487 25,76 8,89 46,44 16,40 55,89 20,68 68,09 26,16 84,28 34,98
200| 1471 5,03 27,26 9,42 49,70 17,55 59,81 22,10 72,87 27,88 87,44 36,03
10| 151 1,55 2,85 2,99 447 4,84 5,10 5,80 6,66 8,17 6,63 9,10
20 | 280 2,14 5,10 3,97 8,93 7,19 11,20 9,43 1401 | 1266 | 1550 | 1553
40 | 490 2,95 9,02 5,53 15,31 9,68 20,31 13,41 25,87 18,27 28,80 22,47
50| 570 3,12 11,32 6,31 18,84 | 10,82 | 2499 | 1497 | 3184 | 2034 | 37,09 | 2607
C. uti. 70| 775 3,83 14,69 7,38 24,12 12,47 | 31,99 | 17,23 | 40,76 | 2333 | 47,49 | 29,80
80 | 857 3,93 16,78 7,81 26,79 12,81 | 3554 | 1768 | 4528 | 2387 | 5274 | 30,38
90 | 938 4,07 18,20 8,01 28,91 13,05 | 3835 | 17,98 | 4886 | 2421 | 5692 | 30,71
100| 10,10 4,10 20,00 8,23 31,20 13,16 | 42,10 18,42 53,70 24,76 62,10 31,07
150 11,29 4,30 22,23 8,56 35,49 13,99 | 47,08 19,22 59,99 25,74 69,88 32,43
200| 12,08 4,25 23,79 8,47 38,80 14,12 52,20 19,65 65,50 25,84 78,70 33,47
10| 236 1,71 4,20 3,12 6,50 5,00 8,80 7,17 12,05 | 1044 | 1050 | 10,14
20 | 396 2,40 6,95 4,29 13,00 8,27 1940 | 13,06 | 21,04 | 1498 | 21,00 | 1654
40 | 6,79 3,11 12,20 5,69 24,34 11,70 31,90 16,28 37,65 20,15 40,74 24,02
50| 802 3,37 15,50 6,64 30,36 1338 | 3823 | 17,76 | 4418 | 2158 | 50,77 | 27,23
C. tro. 7.0 | 10,75 413 19,50 7,62 37,15 1492 | 4838 | 2045 | 5393 | 2391 | 6498 | 3152
80 | 11,88 452 21,10 8,15 39,01 1547 | 5248 | 2188 | 5745 | 2506 | 70,07 | 3332
9.0 | 1301 472 22,82 8,40 41,71 15,74 | 5542 | 2195 | 6180 | 2554 | 7509 | 3371
100| 1350 476 24,10 8,60 44,30 16,20 59,60 22,84 65,50 26,13 79,26 34,23
150| 1565 5,13 27,61 9,16 51,68 17,53 66,40 23,58 73,91 27,25 92,71 36,89
200 | 1613 523 31,10 | 1020 | 5531 1854 | 71,05 | 2490 | 7910 | 2869 | 9618 | 3754
10| 288 2,01 4,90 3,50 7,39 5,45 9,50 743 1365 | 11,35 | 1346 | 1245
20 | 483 2,62 8,24 455 14,78 8,42 22,60 13,61 23,85 15,18 26,51 18,64
40 | 828 3,52 14,12 6,11 29,41 13,11 37,19 17,49 | 42,68 21,16 47 47 25,90
50| 978 3,93 16,67 6,82 34,51 1451 | 43,84 19,42 50,08 23,32 59,16 30,21
C.lyp. 70 | 1311 476 22,51 8,31 42,23 16,02 | 57,28 | 2286 | 61,13 | 2558 | 7572 | 34,62
80 | 1449 5,10 25,08 8,95 45,56 16,69 | 62,09 | 2389 | 6669 | 2684 | 8165 | 3578
90 | 1587 5,39 27,07 9,32 48,28 17,04 | 66,39 | 2458 | 7137 | 2756 | 8750 | 36,67
100| 16,80 5,65 28,50 9,70 50,70 17,68 68,80 25,13 7580 | 28,80 92,33 37,95
150 | 1941 6,12 32,75 10,44 58,74 19,16 76,13 25,98 83,79 29,67 | 108,03 | 41,25
200 | 20,42 6,10 3473 | 10,49 | 62,86 19,39 | 8148 | 2626 | 89,67 | 2991 | 11570 | 41,49
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5. SONUCLAR ve TARTISMA

Yapilan tez ¢alismasinda maya tiirleri Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve
Candida membranaefaciens mikroorganizmalarinin tremesi ve lipaz enzimi aktivitesi tekli
bakir(I) ve nikel(I) iceren ve icermeyen ortamlarda ve ortamdaki bakir(I) ve nikel(II)
iyonlarinin maya hiicreleri tarafindan biyobirikimi kesikli diizende galigan karigtirmali kapta
baslangi¢c pH’ 1nin, baslangi¢c melas sakkarozu derigiminin ve ortamdaki metal iyonlar1 derigiminin
fonksiyonu olarak incelenmistir. Lipaz enzimi aktivite deneylerinde sicaklik 25°C olarak
se¢ilmigtir. Deneysel sonuglar lipaz enzimi aktivitesi (U/L), mikroorganizma 6zgiil iireme hizi, p
(sa™), doygunluk sabiti K, (g/L), maksimum mikroorganizma derisimi, X (g/L), tutulan metal
iyonu derisimi (mg/L) ve kuru mikroorganizma basina tutulan metal miktar1 (mg/g) cinsinden

hesaplanmis ve karsilastirilmustir.

Deneysel caligmalarin ilk kisminda mikroorganizma iiremesi i¢in ortam optimum pH’inin ve
baslangic sakkaroz derisiminin etkileri aragtirilmis ve mikroorganizma tiremesi i¢in kinetik sabitler
belirlenmistir. Baglangi¢ pH’inin ve mikroorganizmanin ana karbon kaynagi olan sakkarozun
mikroorganizma tremesini dogrudan etkileyen bir parametre oldugu gorilmistir. pH 4.0
degerinde maksimum ireme gozlenirken, baslangi¢ sakkaroz derisiminin de artmasiyla iiremenin
arttigi bulunmustur. Ortamda artan tekli bakir(Il) ve nikel(Il) derisimlerinin ise mayalarin
tremesini diislirdiigli yani iremeyi biitlin maya hiicreleri i¢in inhibisyona ugrattigi da deneysel
sonuglardan goriilmektedir. Cizelge 5.1 ve 5.2° de sakkaroz derigiminin sabit 10 g/L oldugu
durumda, 100 ve 250 mg/L bakir(Il) ve nikel(Il) derisimlerinde metal iceren ortamlarda
mikroorganizma 6zgiil ireme hizi ve maksimum iireyen mikroorganizma derisiminin metal iyonu
icermeyen ortama gore kiyaslamasi ve metal iyonlarinin varligi sonucu iiremedeki azalis yiizdeleri

verilmistir.

Cizelge 5.1 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda 100 ve 250 mg/L derisimlerinde bakir(II)
ve nikel(Il) varken elde edilen mikroorganizma &zgiil iireme hizinin metal icermeyen ortamla
karsilagtiritlmasi

Metal Iyonu Candlda} Candida utilis Candida tropicalis | Candida lypolytica
membranefeciens
Cocu Coni Mmax Azalis Mmax Azalis Mmax Azalig Mmax Azalis
mg/L | mg/L sa’ %’si sa’ %’si sa’ %’si sa’ %’si
0,0 0,0 0,245 0,0 0,238 0,0 0,289 0,0 0,308 0,0
100,0 0,0 0,223 9,0 0,207 13,0 0,258 10,7 0,278 9,7
250,0 0,0 0,189 22,9 0,175 26,5 0,218 24,6 0,236 234
0,0 100,0 0,215 12,2 0,199 16,4 0,249 13,8 0,268 13,0
0,0 250,0 0,170 30,6 0,157 34,0 0,197 31,8 0,215 30,2
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Cizelge 5.2 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda 100 ve 250 mg/L derisimlerinde bakir(Il)
ve nikel(Il) varken elde edilen maksimum iireyen mikroorganizma derisiminin metal icermeyen
ortamla karsilagtirilmasi

Metal Iyonu membcr::rrl]Sf?ceilens Candida utilis Candida tropicalis | Candida lypolytica
Cocu Coni X Azalig X Azalig X Azalig X Azalig
mg/L mg/L g/L %’si g/L %’si g/L %’si g/L %’si
0,0 0,0 2,732 0,0 2,658 0,0 2,999 0,0 3,111 0,0
100,0 0,0 2,666 2,4 2,456 7,6 2,831 5,6 2,968 4,6
250,0 0,0 2,335 14,5 2,148 19,2 2,483 17,2 2,607 16,2
0,0 100,0 2,574 5,8 2,371 10,8 2,735 8,8 2,868 7,8
0,0 250,0 2,175 20,4 1,199 54,9 2,315 22,8 2,432 21,8

Cizelgelerden nikel(II) iyonlarinin mayalarin iiremesini inhibe etme etkisinin bakir(Il)’ye goére
daha yiiksek oldugu, ayrica mikroorganizma 6zgiil lireme hizlarindaki azalmanin, maksimum

ireyen maya derigimlerine gére daha fazla oldugu gériilmektedir.

Deneysel ¢aligmalarin ikinci kisminda mayalarin lipaz enzimi aktivitesi mikroorganizmalarin
maksimum tireme gosterdikleri pH 4,0 degerinde metal iyonu igeren ve icermeyen ortamlarda
incelenmistir. Baslangi¢ sakkaroz derisiminin artmasiyla mayalarin gosterdigi lipaz aktivitesinin
arttigl, 25-250 mg/L derisim araliginda ortama eklenen tekli bakir(Il) ve nikel(Il) iyonlarinin ise
enzim aktivitesini dislirdiigi deneysel sonuglardan goriilmiistir. Cizelge 5.3’de sakkaroz
derisiminin sabit 10 g/L oldugu durumda, 100 ve 250 mg/L bakir(Il) ve nikel(Il) derigimlerinde
metal iyonu i¢eren ortamlarda mayalarin enzim aktivitesinin metal iyonu igermeyen ortama gore

kiyaslamasi ve metal iyonlarinin varligi sonucu aktivitedeki azalis yiizdeleri verilmistir.

Cizelge 5.3 10 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda 100 ve 250 mg/L derisimlerinde bakir(IT)
ve nikel(11) varken elde edilen enzim aktivitesinin metal icermeyen ortamla karsilagtirilmasi

Candida

Metal Iyonu . Candida utilis Candida tropicalis | Candida lypolytica
membranefeciens
Cocu Coni Aktivite Azalis | Aktivite | Azalis | Aktivite | Azahis | Aktivite | Azalis
mg/L mg/L U/L %’si uU/L %’si U/L %’si U/L %’si
0,0 0,0 903,41 0,0 486,54 0,0 755,25 0,0 614,68 0,0
100,0 0,0 795,00 12,0 413,56 15,0 657,07 13,0 528,63 14,0
250,0 0,0 617,93 31,6 318,19 34,6 509,04 32,6 408,15 33,6
0,0 100,0 766,09 15,2 397,98 18,2 632,89 16,2 508,96 17,2
0,0 250,0 547,47 39,4 280,24 424 450,13 40,4 360,20 41,4

Cizelge 5.3’den hem bakir(II) hem de nikel(Il) iyonlarinin mayalarin enzim aktivitesini diistirdiig,
nikel(I) iyonlarinin aktiviteyi diisiiriicii etkisinin bakir(IT)’ye gore daha yiiksek oldugu agikca

gorlilmektedir.

Kamini vd.(2000), Cryptococcus sp. S-2'nin hiicre dis1 lipaz tretimini etkileyen bir dizi faktor

arastirmistir. Nitrojen, karbon kaynaklar1 ve indiikleyicilerin ard arda yapilan optimizasyonu ile
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lipaz aktivitesi arttirilmig ve optimizasyon kosullart altinda, pH=5,6, 25°C ve 120 saat, kiiltiir
ortamindaki lipaz aktivitesi 65,7 U/mL olarak hesaplanmistir (Kamini, N. R., Fujii, T., Kuruso, T.,
2000).

Edwinoliver vd. (2010), tarimsal artiklar (Bugday kepegi, hindistan cevizi kiispesi, vb.) ile
Aspergillus niger'den (MTCC 2594) lipaz iiretimi igin, yeni bir ti¢ subsratli (TSF) (Tri-substrate
fermentation) prosesi kullanmuglardir. Lipaz aktivitesi 30 °C ve 96 saatte yaklagik 628,7 U/g kuru
substrat olarak belirlenmistir. Mikrobiyal gelisim c¢alismalarinda bugday kiispesinin ortama
eklenmesiyle biyokiitle miktarinin ve lipaz iiretiminin arttig1 tespit edilmistir (Edwinoliver, N. G.,
Thirunavukarasu, K. , Naidu, R. B. , Gowthaman, M. K., Nakajima, T., K., Kamini, N. R., 2010).
Bu sonuglarla karsilastirildiginda enzim aktivitesi icin hesaplanan degerler literatiirle uyumluluk

gostermistir.

Deneysel ¢aligmalarin son kisminda mayalarin ortama eklenen tekli bakir(IT) ve nikel(II) iyonlarini
biyobiriktirme (tutma) kapasiteleri arastirilmistir. Biyobirikim ¢aligmalar1 da mayalarin maksimum
tireme gosterdikleri pH 4,0 degerinde ve farkli baslangi¢ sakkaroz derisimlerinde incelenmistir.
Ortama 25-250 mg/L derisim araliginda eklenen bakir(Il) ve nikel(Il) iyonlarmin baslangi¢
derisimlerinin  artmasiyla tutulan bakir(Il) ve nikel(I) derisimlerinin ve gram kuru
mikroorganizma bagina tutulan miktarlarinin arttigi deneysel sonuglardan gériilmistiir. Cizelge 5.4
ve 5.5’de sakkaroz derisiminin sabit 10 g/L ve 20 g/L oldugu durumda, 100 ve 250 mg/L bakir(II)
ve nikel(Il) derisimlerinde metal iyonu igeren ortamlarda mayalarin tuttugu metal derigimleri ve

gram kuru mikroorganizma basina tuttugu miktarlarin kiyaslamasi ve bu degerlerin metal iyonu ve

sakkaroz derigiminin artigiyla artis yiizdeleri verilmistir.

Cizelge 5.4 10 ve 20 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda 100 ve 250 mg/L derigimlerinde
bakur(Il) ve nikel(II) varken tutulan metal derisimleri ve metal iyonu ve sakkaroz derisimi arttik¢a
tutulan derisimdeki artis yiizdeleri

S, Metal fyonu memg?;:e'?eiiens Candida utilis Candida tropicalis | Candida lypolytica
Cocu Coni Ctut Artis %’si Ctut Artig Ctut Artis Ctut Artis
g/L | mg/L | mg/L | mg/L mg/L %’si mg/L %’si mg/L %’si
10.0 100,0 0,0 46,80 0,0 38,40 0,0 51,48 0,0 59,20 0,0
' 250,0 0,0 94,81 102,6 79,00 105,7 104,29 102,6 112,60 103,7
100,0 0,0 58,47 249-0,0 | 46,47 | 21,0-0,0 64,31 24,9-0,0 73,96 28,7-0,0
20,0 145,8- 149,7- 145,2- 159,1-
250,0 0,0 115,05 96,8 95,88 120,0 126,56 120.9 141,10 908
10,0 0,0 100,0 39,7 0,0 31,2 0,0 44,3 0,0 50,7 0,0
0,0 250,0 77,2 94,5 62,1 99,0 79,26 78,9 92,33 82,1
20,0 0,0 100,0 | 46,69 17,6-0,0 38,80 | 24,4-0,0 55,31 24,9-0,0 62,86 24,0-0,0
0,0 250,0 | 87,44 120,3- 78,70 | 152,2- 96,18 117,1- 115,70 128,2-
87,1 102,8 73,9 84,1
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Cizelge 5.5 10 ve 20 g/L sabit sakkaroz derisiminde ortamda 100 ve 250 mg/L derisimlerinde
bakir(Il) ve nikel(Il) varken gram kuru mikroorganizma basina tutulan metal miktarlari ve metal
iyonu ve sakkaroz derisimi arttik¢a tutulan miktardaki artig ylizdeleri

S, Metal Tyonu memg?:r?é?eiiens Candida utilis Candida tropicalis | Candida lypolytica
C()Cu CoNi q Artls %’si q AIUS q AmS q AI'US
g/L | mg/L | mg/L | mglg mg/g %’si mg/g %’si mg/g %’si
10.0 100,0 0,0 17,56 0,0 15,64 0,0 18,18 0,0 19,94 0,0
' 250,0 0,0 40,61 131,3 36,78 135,2 41,99 131,0 43,12 116,2
100,0 0,0 19,99 13,8-0,0 16,47 | 5,3-0,0 20,87 14,8-0,0 22,10 10,8-0,0
20,0 153,8- 144.8- 155,6- 138,8-
250,0 0,0 44,56 122.9 38,28 1324 46,46 122.6 47,62 1155
10,0 0,0 100,0 | 1542 0,0 13,16 0,0 16,20 0,0 17,68 0,0
0,0 250,0 | 33,20 115,3 31,07 136,1 34,23 111,3 37,95 114,6
20,0 0,0 100,0 | 17,55 13,8-0,0 1412 | 7,3-0,0 18,54 14,4-0,0 19,39 9,7-0,0
0,0 250,0 | 36,03 133,7- 33,47 154,3- 37,54 131,7- 41,49 134,7-
39,5 137,0 102,5 114,0

Cizelge 5.4 ve 5.5°den baslangic sakkaroz ve metal derisimi arttik¢a tutulan metal derisimleri ve
miktarlarinin 6nemli 6l¢iide arttigi, maya hiicrelerinin bakir(ll) iyonlarini nikel(Il) iyonlarina

kiyasla daha fazla tuttugu agikca goriilmektedir.

Dursun ve arkadaglar1 (2002), tarafindan yapilan bir caligmada Cu(II), Pb(Il) ve Cr(VI) iyonlarinin
Aspergillus niger’in {iremesi ve biyobirikimi iizerine baslangic pH’1t ve baslangic metal iyon
derisiminin etkilerini aragtirmiglar ve calistiklar1 tim metal iyonu derisimlerinde A. niger’in
iiremesi ilizerine metal iyonlarinin inhibisyonunu goézlemelerine karsin, 100.0 mg/L’lik baslangi¢
Cu(Il) ve Pb(Il) derisimlerinde sirasiyla 15.6 ve 34.4 mg/g olan maksimum giderim kapasiteleri
elde etmislerdir. Arastirmacilar ¢ok diisiik Cr(VI) derisimlerinin bile A. niger’in iiremesini inhibe

ettigini de gdzlemislerdir.

Aksu ve Donmez (2001), metal iyonlarina alistirilmig canli Candida sp. mayasiyla bakir(I) ve
nikel(Il) iyonlarinin biyobirikimini baslangi¢c pH’1 ve baslangi¢ metal iyon derigsiminin fonksiyonu
olarak incelemisler ve 783.6 mg/L baslangi¢ bakir(Il) derisiminde 36.9 mg/g; 321.5 mg/L
baslangic nikel(II) derisiminde ise 46.8 mg/g 6zgiil giderim kapasitesi degerleri elde etmislerdir.
Bu sonuglarla karsilastirildiginda deneysel sonuglarin literatiir ¢alismalarindaki sonuglardan daha

yiiksek oldugu sdylenebilir.
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8. EKLER
Ek 1. Bakar (II) ve nikel(Il) iyon derisimlerinin tayini

Ortamdaki serbest bakir(Il) veya nikel(Il) iyon derisiminin bulunmasi ig¢in ayni ydntem
kullanilmig olup, bakir(I)/nikel(IT)’nin sodyum dietil ditiyokarbomatla yaptigi sari-kahveregi
renkli kompleks yardimi ile spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Bakir(Il) iyonunun
sodyum dietil ditiyokarbomatla kompleks olusturabilmesi ve kompleksin ¢okmemesi i¢in
ortam pH’mm 9.0’un iizerinde olmasi gerekmektedir. Cozelti 10.0-100.0 mg/L bakir(IT)
icerecek sekilde seyreltilir. Hazirlanmis 6rnekten 1 mL alinir ve sirasiyla 20 mL 1.5 N NH3,
0.2 mL %1’lik sodyum dietil ditiyokarbomat eklenir, hacim damitik su ile 25 mL’ye
tamamlanir. Spektrofotometrede 460 nm’de absorbanst okunur, ¢alisma dogrusundan mg/L
cinsinden bakir(Il) derisimine gegilir (Snell, 1959; Sandell, 1961; Aksu, 1988). Bakir(Il) ve
nikel(Il) iyon derisiminin tayini i¢in kullanilan ¢alisma dogrulart Sekil E.1 ve Sekil E.2’de

verilmigtir.
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Sekil E.1 Bakir(II) iyon derisiminin tayini i¢in kullanilan ¢aligma dogrusu
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Sekil E.2 Nikel(II) iyon derisiminin tayini i¢in kullanilan ¢alisma dogrusu

Ek 2. Melas sakkarozu derisiminin tayini

Besin ortamdaki melas sakkarozunun derisimi, sakkarozun dinitrosalisilik asit ile yaptig1 koyu
turuncu renkli kompleks yardimu ile tayin edilir (Miller yontemi). Bu yontemde kullanilan analiz

cozeltileri, hazirlama sekilleri ve analiz yontemi asagida verilmistir.

Analiz Cozeltileri:

a-DNS Cozeltisi: 10 g dinitrosalisilik asit, 10 g sodyum hidroksit ve 1.6 g fenol 1 L
damutik suda ¢oziliir (Bu ¢ozeltiyi kullanmadan hemen 6nce 100 mL’sine 1 mL %10°luk sodyum

stilfit ilave edilir).
b-Rochella Tuzu Cozeltisi: 400 g potasyum sodyum tartarat 1 L damitik suda ¢oziiliir.

c-Sodyum siilfit ¢ozeltisi: 1 g sodyum siilfit 100 mL damitik suda ¢oziiliir.
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Y ontem:

Besin ortamindan aliman O6rnek santrifiijlenerek mikroorganizmadan ayrilir. Cozelti igerisindeki
seker derisimi 0-0.5 g/L araliginda olacak sekilde seyreltilir. Seyreltilen ¢ozeltiden alinan 2 mL
ornek bir deney tiipiine konur ve iizerine 2 mL DNS c¢ozeltisi eklenerek kaynar suda 15 dk
bekletilir. Kaynar su banyosundan alinan 6rnegin iizerine 1 mL Rochella tuzu ¢6zeltisi konularak
musluk suyunda sogutulur. Uzerine 5 mL damitik su ilave edilerek 575 nm’de absorbansi 6lgiiliir.
Kor ¢ozeltisi olarak 2 mL ornek yerine 2 mL damitik su konulan ve ayni iglemlerden gegirilen

¢ozelti kullanilir.

R?=0,9979

0 0,2 0,4 0,6
S (g/L)

Sekil E.3 Melas sakkarozu derigiminin tayini i¢in kullanilan ¢alisma dogrusu
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Ek 3. Mikroorganizma derisimi tayini

Mikroorganizma derisimi spektrofotometrik olarak tayin edilmistir. Bunun i¢in 6ncelikle 1
g/L’ye kadar farkli derisimlerde mikroorganizma iceren ¢ozeltilerin, uygun dalga boyu olarak
secilen 360 nm’de absorbanslarimin okunmasiyla Candida lypolytica, Candida utilis, Candida
tropicalis ve Candida membranefeciens mayalari i¢in yas mikroorganizma ¢alisma dogrulari
olusturulmustur (Sekil E.4, Sekil E.5).

Verilerin degerlendirilmesinde kuru mikroorganizma agirligi kullanildigindan, yas ve kuru
agirlik arasindaki iligkiyi belirlemek gerekmektedir. Bunun i¢in mikroorganizma sivi ortamda
tiretilip santrifiijlenerek ayrilmig, ayrilan mikroorganizmalar farkli agirliklarda tartilarak
50°C’deki etiivde sabit tartima gelinceye kadar kurutulmus ve tekrar tartilarak kuru agirliklart
belirlenmistir (Acikel, U. vd., 2009). Kuru agirhga kars1 yas mikroorganizma agirlig grafige
gecirilerek Candida lypolytica, Candida utilis, Candida tropicalis ve Candida
membranefeciens mayalar1 i¢in yas-kuru mikroorganizma ¢alisma dogrulari elde edilmistir
(Sekil E.6, Sekil E.7).

Analiz i¢in besin ortamindan aliman 5 mL 6rnek 5000 devirde 10 dk santrifiijlenmis, tiipte
kalan mikroorganizma kiitlesi saf su ile tekrar 5 mL’ye seyreltilerek 360 nm’de suya (kor
¢ozeltisi) karsi absorbans okunmus ve ¢aligma dogrulart kullanilarak kuru mikroorganizma

agirligl saptanmistir.
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Sekil E.4 Candida lypolytica i¢in yas mikroorganizma ¢alisma dogrusu
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Sekil E.5 Candida utilis i¢in yas mikroorganizma ¢alisma dogrusu
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Sekil E.6 Candida tropicalis igin yas mikroorganizma ¢alisma dogrusu

1,2



93

0,7

0,6

R?=0,9947

Sekil E.7 Candida membranaefaciens i¢in yas mikroorganizma ¢alisma dogrusu
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Sekil E.8 Candida lypolytica i¢in yas agirlik-kuru agirlik ¢alisma dogrusu
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Sekil E.9 Candida utilis i¢in yas agirlik-kuru agirlik ¢aligma dogrusu
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Sekil E.10 Candida tropicalis i¢in yas agirlik-kuru agirlik ¢alisma dogrusu
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Sekil E.11 Candida membranaefaciens igin yas agirlik-kuru agirlik ¢alisma dogrusu



