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OZET

Fosil yakitlarin yanmasi ile olusan kiikiirt dioksit (SO2) gazinin atmosfere
salinmasi, cevre kirliligine ve asit yagmurlarina sebep olmaktadir. Giiniimiizde,
kiikiirt igeren fosil yakitlarin kiikiirtten arindirilmasi i¢in 6nemli ¢alsmalar
yapilmaktadir.  Kiikiirdiin ~ hidrodesiilfirizasyon  yontemleri  ile  yakittan
uzaklastirilmasi ¢ok yiiksek maliyete ve enerji kaybina neden olur. Alternatif olarak,
mikrobiyal desiilfiirizasyon ise ¢ok daha az maliyetli ve diisiikk enerji gerektiren bir
stirectir. Bu c¢alismada Paenibacillus 320-W ve 320-Y suslarmin aljinat jel
boncuklara immobilizasyonu ve manyetik Fe3Os nanopartikiilleri kaplanmasi ile
organik kiikiirtlii bilesiklerden dibenzotiyofen (DBT) ve DBT siilfon (DBTS)’dan
kiiklirt gideriminin arttirllmasina caligilmistir. Bunun i¢in aljinat boncuklara
immobilize edilen ve FesOs manyetik nanopartikiilleri ile kaplanan 320-W ve 320-
Y suslari, 96 saat boyunca gesitli DBT veya DBTS konsantrasyonlarinda (0.1-2 mM)
inkiibe edilmistir. DBT veya DBTS'nin 4S yolu biyotransformasyonu yoluyla 2-
hidroksibifenil (2-HBP)'in iretimi tespit edilmisti. DBT veya DBTS'in
desiilfiirizasyonundan olusan en yiiksek 2-HBP iiretim miktarlari, 0.1 ve 0.5 mM
konsantrasyonlarinda goriilmiistiir. Serbest suslar ile karsilastirildiginda, en fazla 2-
HBP iiretimleri immobilize suslar ile DBT desiilfirizasyonu i¢in %54 ve DBTS
destilfiirizasyonu igin %90 oranlarinda artmistir. Nanopartikiil kapl suslarla ise, en
fazla 2-HBP iiretimlerinin DBT desiilfiirizasyonunda %44 ve DBTS
desiilfiirizasyonunda %66 oranlarinda daha fazla oldugu goriilmiistiir. Boylece aljinat
jel immobilizasyonu ve Fe3O4 nanopartikiilleri ile kaplama yontemlerinin etkili bir

biyodesiilfiirizasyonda kullanim poatansiyellerinin oldugu goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Fosil yakit, Desiilfiirizasyon, Immobilizasyon, Paenibacillus,

Nanopartikiil.



SUMMARY

Combustion of fosil fuels generates the release sulfur dioxide (SO-) into the
atmosphere causing pollution and acid rain. Today, important studies are carried out
to desulfurize fossil fuels containing sulfur. Removal of sulfur from fuel by
hydrodesulfurization methods causes very high cost and energy loss. Alternatively,
microbial desulphurization results in a low energy cost and minimal production of
unwanted byproducts. In this work, the improvement of DBT and DBTS
desulfurization by Paenibacillus 320-W and 320-Y strains were investigated
through immobilization and nanoparticle coating of cells as novel techniques. For
this, strains 320-W and 320-Y immobilized in alginate gel beads or coated with
magnetic Fe3O4 nanoparticles were incubated at various concentrations (0.1-2 mM)
of dibenzothiophene (DBT) or DBT sulfone (DBTS) for 96 hours. Productions of 2-
hydroxybiphenyl (2-HBP) from 4S pathway biotransformation of DBT or DBTS
were measured. The highest amounts of 2-HBP productions from desulfurizations of
DBT or DBTS were obtained at 0.1 and 0.5 mM concentrations. Compared with free
cultures, the maximum productions of 2-HBP increased by 54% for DBT and 90%
for DBTS desulfurization with immobilized strains. The enhancements of maximum
2-HBP producions by nanoparticle coating of cells were determined as 44% for DBT
and 66% for DBTS desulphurization. It was shown nanoparticle coating and

immobilization of cells could have potential use for an efficient biodesulfurization.

Keywords: Fossil fuel, Desulfurization, Immobilization, Paenibacillus,

Nanoparticle.
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TESEKKUR

Yiiksek lisans egitim siirecim boyunca caligmalarima her tirlii destegi
saglayan, tecriibeleri ve bilgisi ile bana yol gdsteren, ihtiyacim olan her anda bana
dogru yolu gdosteren ve bilimsel bir bakis agisi kazanmami saglayan degerli tez
damismanim Sn. Prof. Dr. Meltem YESILCIMEN AKBAS’a sonsuz tesekkiirlerimi
sunarim.

Yiiksek lisans c¢aligmalarimda bana Onciilik eden, bilgi ve tecriibelerini
esirgemeyen, her sorunumda sabir ve hosgorii ile bana yardimcr olan, her ihtiyacim
oldugunda iletisime gecebildigim es danismanim Sn. Dr. Taner SAR’a en icten
tesekkiirlerimi sunarim.

Gerek yiiksek lisans egitimin gerek 6zel hayatim boyunca siirekli yanimda
olan, her zaman destegini hissettiren, her ihtiyag duydugumda tereddiitsiiz yardimima
kosan, hayatimin her aninda yanimda olan ve olacak olan sevgili esim ve yoldasim
Naciye OZTURK ’e biitiin kalbimle tesekkiir ederim.

Hayatimin her aninda bana maddi ve manevi desteklerini sunan, her zaman ve
her kosulda arkamda olan ve olacagi bildigim ¢ok sevgili aileme sonsuz tesekkiir
ederim.

Laboratuvar calismalarimda bilgisi ve tecriibeleri ile daima bana yardimc1 olan
ve ayrica dostlugunu esirgemeyen Gamze SEKER’e ve onun nezdinde biitiin
laboratuvar arkadaglarima tesekkiirii bir borg bilirim.

Bu tez ¢aligmast TUBITAK destekli olarak 118Y416 no’lu proje kapsaminda
gerceklestirilmistir.
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Sekil No:

2.1: DBT ve tiirevlerinin mikrobiyal kiikiirt gideriminde kullanilan 4S
yolagi.

3.1:  Nanopartikiiller (10 pg/mL) ile kaplanan bakteri suslarinin CDM
besiyerinden bir miknatis yardimi ile toplanmas.

3.2:  Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart 2-HBP degerlerine gore
Gibbs deneyi sonrasi dlgiilen ODe1onm absorbans degerleri ile ¢izilen
kalibrasyon egrisi.

3.3:  Farkli organik kiikiirt bilesiklerinin (DBT ve DBTS) ve bu kiikiirt
bilesiklerinin desiilfiirizasyonlar1 ile agiga ¢ikan 2-HBP olusumunun
HPLC analizleri ile belirlenmesi.

4.1:  Olusturulan kiiresel aljinat boncuklarinin  inkiibasyon Oncesi
goriintiileri.

4.2:  Aljinat boncuklara immobilize Paenibacillus 320-Y susunun 0.5 mM
DBTS igeren CDM besiyerinde 96 saatlik inkiibasyonu sonrasi
goriintiileri.

4.3: Aljinat boncuk kesitlerinin elektron mikroskobu ile hiicrelerin
goriintlilenmesi.

4.4: Fe30Os manyetik nanopartikiiller ile kaplanan 320-Y hiicrelerinin
goriintiileri.

45: 0.5 mM DBTS igeren CDM besiyerinde 96 saat 250 rpm hizinda
inkiibe edilen hiicreler ve bos CDM besiyeri

4.6: 320-Y ve 320-Yvgb suslarmin farkli konsantrasyonlarda DBT igeren
CDM besiyerinde 40°C sicaklikta 250 rpm c¢alkalama hizinda 24-72
saatlik inkiibasyonlar1 sonunda olusan 2-HBP miktarlarinin Gibss
deneyi ile 610 nm’de 96 kuyulu mikroplakalarda belirlenmesi.

4.7.  Aljinat ile immobilize edilmis 320-Y susunun farkli DBT
konsantrasyonlarinda ve 96 saatlik inkiibasyonlar1 sonras1 miktarlari.

4.8: Fe30Os nanopartikiilleri ile kaplanmis 320-Y susunun farkli DBT

konsantrasyonlarinda ve 96 saatlik inkiibasyonlar1 sonras1 miktarlari.
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1.GIRIS

Gliniimiiz diinyasinin en temel enerji kaynaklarinin basinda fosil yakitlar ve
tirevleri gelmektedir. Bu yakitlar igerisinde ¢ok sayida yogunlastirilmis tiyofenik
bilesikler bulunur (Czogalla and Boberg, 1983). Bu bilesiklerin en 6nemlileri tiyofen
(TH), benzotiyofen (BTH) ve dibenzotiyofen (DBT) gibi yapilarinda kiikiirt iceren
bilesiklerdir.

Kiikiirt iceren fosil yakitlarin yanmasi, hava ve su kirleticileri olan kiikiirt
oksitlerin dogaya salinmasina yol acar. Bu durum asit yagmurlarina ve dolayis ile
yogun su ve toprak kirliligine sebep olur. Bu nedenle, diinya ¢apinda diizenleyici
kurumlar tarafindan yakitlardaki kiikiirt limitlerine iliskin kat1 diizenlemeler
uygulanmaktadir. ABD Cevre Koruma Ajanst (EPA), benzin ve dizeldeki kiikdirt
miktarmi sirasiyla 30 ppm (US EPA 2012a) ve 15 ppm (US EPA 2012b) ile
sinirlamaktadir. Avrupa Birligi, dizel i¢in siir1 10 ppm olarak belirlemistir (Schmitz
et al., 2004). Bu nedenle, petrol tiirevli yakitlar kullanilmadan 6nce hem inorganik
hem de organik kiikiirt fosil yakitlardan uzaklastirilmalidir.

Fosil yakitlardan kiikiirdiin uzaklastirilmasi i¢in en yaygin kullanilan teknoloji
hidrodesiilfiirizasyondur (HDS). HDS, kiikiirdiin uzaklastirllmasinda giiglii bir
etkinlik gosterse de bu islem hem yiiksek enerji harcayan termofilik hem de yiiksek
basing gerektiren bir islemdir. Ayrica HDS islemleri, tiyofen ve tiirevleri gibi
heterosiklik organosiilfiir bilesiklerin kiikiirtten arindirilmasinda smirlt etkinlige
sahiptir (Song, 2003). Hidrokarbon fraksiyonlarindan kiikiirdii segici olarak
uzaklagtiran, mikroorganizmalar tarafindan gergeklestirilen, biyokatalitik bir islem
olan biyodesiilfiirizasyon (BDS), diisiik basing ve sicaklikta gergeklesmesi ve ¢evre
dostu olmasi sebebi ile HDS’ye potansiyel bir alternatif olarak arastirilmaktadir
(Chen et al., 2008; Kilbane, 2006; Shavandi et al., 2009).

Simdiye kadar, DBT, BTH veya bunlarin alkillenmis tiirevlerini metabolize
edebilen bazi mikrobiyal tiirlerin varlig: bildirilmistir (Bahrami et al., 2001; Czogalla
and Boberg, 1983; Furuya et al., 2003; Li et al., 2003). Mikrobiyal kiikiirt
gideriminin iki farkli yol ile yapildig: bilinmektedir. Ilki Rhodococcus erythropolis
IGTS8 (ATCC 53968) susunda tanimlanmis ve dibenzotiyofen (DBT)’in inorganik
siilfit ve 2-hidroksibifenile (2-HBP) ¢evrildigi yolaktir (Kayser et al., 1993). Ikinci



bir yol ise benzotiyofenin (BTH)’in 2-[2-hidroksietil] fenole (HPEaL) desiilfiire
edildigi yoldur (Gilbert et al., 1998).

Yakin ge¢miste izole edilen iki Paenibacillus susu (320-Y ve 320-W) DBT’de
kiikiirt gideriminde kullanilmistir (Wang et al., 2015). 320-Y susunun 4S yolu ile
DBT’nin desiilfiirizasyonunu etkili bir sekilde yapabildigi gézlenmistir. 320-W susu
DBT’den kiikiirdii uzaklastirmamis ancak 4S yolunun ara bilesigi olan DBT siilfonu
(DBTS) kullanmasina olanak saglayan kismi bir 4S kiikiirt giderme yolagini
kodladig1 belirlenmistir (Wang et al., 2015). Bu da iki sus arasinda simbiyotik bir
iliski ortaya cikmasini saglamistir. Boylece 320-Y ve 320-W suslart birlikte
kullanildiginda DBT’yi daha etkin bir sekilde desiilfiire edebilmislerdir (Sar vd.,
2021).

Bu tez ¢alismasinda farkli kikiirtli bilesiklerin Paenibacillus 320-Y ve 320-
W suglarinin  immobilizasyonu  ve  nanopartikiillerle  kaplanmasi ile

biyodesiilfiirizasyon etkinliginin arttirilmasi hedeflenmistir.

1.1. Tezin Amacy, icerigi ve Katkisi

Gilinlimiiz temel enerji kaynagi olan fosil yakitlar yiliksek oranda kiikiirtlii
heterosiklik organik bilesikler icermektedir. Bu kiikiirtlii bilesiklerin yanmasi sonucu
meydana gelen kiikiirt oksitler ¢evreye ¢ok agir hasarlar vermektedir. Bu nedenle
fosil yakitlar kullanilmadan oOnce igerdikleri kiikiirdiin bu bilesiklerden
uzaklastirilmasi gerekmektedir (Fatahi and Sadeghi, 2017).

Fosil yakitlardan kiikiirdiin uzaklastirilmasi i¢in hali hazirda kullanilan bir¢ok
yontem mevcuttur. Fakat bu yontemler yiliksek basing ve sicaklik gerektiren siirecler
icermektedir. Bu durum yiiksek maliyete ve enerji kaybina neden olmaktadir (Song,
2003). Son donemlerde fosil yakitlardan mikrobiyal kiikiirt giderimi HDS siireglerine
alternatif olarak calisilmakta ve yogun ilgi gormektedir.

Mikrobiyal kiikiirt giderimi ile ilgili bir¢ok calisma hali hazirda mevcuttur ve
umut verici bir¢ok gelisme bulunmaktadir (Butler et al., 2016; Chen et al., 2008;
Fatahi and Sadeghi, 2017; Gilbert et al., 1998; Sar vd., 2021; Wang et al., 2015).
Yapilan bu tez ¢alismasinda yenilik¢i biyoteknolojik yaklasimlar ile Paenibacillus
spp. suslarmin kiikiirt gideriminin arttirilmasi ve bdylece yiiksek maliyetli kiikiirt

giderme siireglerine bir alternatif olusturulmasi amag¢lanmistir. Bu kapsamda bu tez



calismasinda Paenibacillus spp. 320-W ve 320-Y suslari, fosil yakitlarda bulunan
organik kiikiirt bilesiklerinden DBT ve DBT siilfon biyodesiilfiirizasyonu igin
kullanilarak bu suslarin, farkli konsantrasyonlarda bu kiikiirtlii bilesikleri igeren
ortamlarda aljinat boncuklara immobilizasyonu ve bakteri hiicrelerinin Fe3O4

nanopartikiillerle kaplanmasi ile destilfiirizasyonlarinin arttirilmasina ¢aligilmastir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Fosil Yakitlarin Yanmasi ile Olusan Kirlilik

Fosil yakitlarin yanmasi sonucu nitrojen oksitler (NOy) ve siilfiir dioksit (SOz)
iceren sera gazi atmosferde su, oksijen ve diger maddelerle tepkimeye girerek
stilfirik asit ve nitrik asit ¢ozeltileri olusturmaktadir. Bu ¢ozeltiler yogunlasarak asit
yagmurlarin1 olusturmaktadir. Asit yagmurlar1 binalar1 eritmekte, ormanlara gollere
ve tarim alanlarina onemli zararlar vermektedir (Ghasemali Mohebali and Ball,
2008). Ayrica sera gazinin i¢inde partikiiler madde (PM) olusmaktadir. Fosil
yakitlarda bulunan kiikiirt PM’nin ana nedenidir. ABD Cevre Koruma Ajansi'na (US
EPA) gore dizel yakittaki kiikiirtiin yaklasik %2'si dogrudan PM emisyonlarina
dontistiiriilir. PM’nin ayrica kanserojen etkiye sahip oldugu ortaya konmustur
(Stanislaus et al., 2010). Bununla beraber, yiiksek oranda kiikiirdioksit gazi 6nemli
saglik sorunlarina da sebep olmaktadir (Oldfield et al., 1998).

2.2. Fosil Yakiatlarda Kiikiirt Fraksiyonlar

Ham fosil yakitlarda kiikiirt ¢Ozilinlir organik formda bulunmaktadir. Bu

organik bilesikler temel olarak 3 grupta siiflandirilabilir (Gilbert et al., 1998):

o Alifatik ve aromatik tiyoller ve bunlarin oksidasyon iirlinleri (disiilfidler).

o Alifatik, aromatik ve karigik tiyoeterler

e Tiyofen halkasina dayali heterosiklikler (tiyofenin kendisi, benzotiyofen (BT),
dibenzotiyofen (DBT) ve bunlarin alkilli tiirevleri).

Petrolde en ¢ok bulunan kiikiirt formu genellikle tiyofenik formdur. Tiyofenik
kiikiirt genellikle ham petrol ve tlretilmis fraksiyonlardaki siilfiiriin %50-%95'ini
olusturur ve alkillenmis DBT'ler, tipik olarak ham petrolde ve dizel iiretmek i¢in
kullanilan fraksiyonlarda bulunan en yaygin organostlfiir bilesikleridir (Kilbane and
Le Borgne, 2004).



2.3. Mevzuat Diizenlemeleri

Ham petroliin kalitesi giinden giine degismektedir; Amerika Petrol Enstitiisii
(API)’ ye gore petroliin agirligi azalmakta ve kiikiirt igerigi artmaktadir (Mohebali
and Ball, 2016). Kiikiirt ham petrollerin daha yiiksek molekiiler agirlikli bilesenleri
ile iliskilidir ve sonug olarak agir ham petroller hafif ham petrollerden daha fazla
kiikiirt icermektedir (Kilbane and Le Borgne, 2004). Ham petroldeki kiikiirdiin
yiilksek olmasi rafine edilmis petrol firiinlerinin de icerdigi kiikiirdiin yiiksek
olmasina sebep olmaktadir.

ABD ¢evre koruma ajanst (US EPA) dizel yakittaki kiikiirt oranini
3500ppm’den 500’ppme indirmistir (Song, 2003). Ayrica, US EPA Kkarayolu ve
karayolu dis1 dizel yakitlarda bulunan kiikiirt konsantrasyonunun 2010-2014 yillar
arasinda 15 ppm'i gegmemesini sart kogsmustur (Web 1, 2022). Ayrica Avrupa Birligi
2009 yilindan itibaren dizel yakittaki kiikiirt iceriginin 10 ppm’in altinda olmasinm
yasalagtirmistir (Mohebali and Ball, 2016).

2.4. Desiilfiirizasyon

Kiikiirt fosil tiirevli yakitlarda en ¢ok bulunan iiciincii heteroatomdur ve
bilesimin %0.05- %10’u olusturur (Blumberg and Walsh, 2003). Petrol tiirevli yakit
ve ham yaglarda siilfat, siilfit, tiyosiilfit ile birlikte 200’den fazla organik kiikiirtlii
bilesik tanimlanmistir (Ma, 2010). Kiikiirt igeren heterosiklik yapilar en giiglii gevre
kirleticileri arasinda yer alir. Bu sebeple fosil yakitlar yakilmadan once kiikiirt iceren
bilesiklerdeki kiikiirdiin uzaklastirilmas1 gerekir. Yakitlardaki kiikiirt seviyeleri ii¢
sekilde azaltilabilir (Stanislaus et al., 2010).

o Kiikiirt dioksit (SO2) ve stilfat partikiil maddesinin dogrudan azaltilmasi.
¢ Emisyon kontrol sistemlerinin 6zellikle katalizorlerin daha da gelistirilmesi.
e Dizel siilfat partikiil maddesi filtreleri, NOx emiciler ve secici katalizor

indirgeme sistemleri gibi yeni emisyon kontrol teknolojilerinin kullanimu.

Rafinerilerde fosil yakitlardaki organik kiikiirtlii bilesiklerdeki kiikiirdiin

uzaklastirilmasi ig¢in uzun yillardir HDS sistemi kullanilmaktadir. (Breysse et al.,



2003). Ancak yeni yasal diizenlemeler ile yakitlardaki kiikiirt i¢eriginin 15 ppm’in
altina diismesi ile bu yontem oldukc¢a maliyetli olmaya baslamistir. Sonug olarak,
secici adsorpsiyon, iyonik bir siv1 ile ekstraksiyon, oksidatif kiikiirt giderme ve BDS
dahil olmak tizere ¢esitli alternatif yaklasimlar kullanilmaya baslanmistir (Ghasemali
Mohebali and Ball, 2016).

2.4.1. Hidrodesiilfiirizasyon (HDS)

Bir rafineride yapilan hidrodesiilfiirizasyon, doymamis hidrokarbonlari
doyuran ve S, O, N ve metalleri farkli fosil yakitlardan uzaklastiran hidrojenasyon
islemlerini ifade eder. Hidro aritmanin temel amaci hava kirliligi emisyonlarini
azaltmak, katalizorlerin bozulmasimi 6nlemek ve yakit kalitesini arttirmaktir. HDS
ayrica malzemenin Ozelligini gelistirerek daha kolay kirilmasini saglar (Mohebali
and Ball, 2016). HDS, uygun katalizor varliginda ham petrol fraksiyonlarini hidrojen
ile tepkimeye sokarak organik kiikiirdii hidrojen siilfiir gazina ¢eviren katalitik bir
islemdir. Bu gaz daha sonra yakittan kolayca ayrilir. Dizel yakitlardan kiikiirt
giderimi ise hem icerdigi kiikiirt oranmin fazla olmasi hem de hammaddedeki
kiikiirdiin ¢ikarilmasinin zorlugu nedeni ile daha giigtiir. HDS islemi 200-450 °C
calisgir ve gerekli kiikiirt giderme seviyesine bagli olarak inorganik bir katalizor
varliginda 150-200 psi basing kullanir (Gupta et al., 2005). HDS isleminde yiiksek
basing ve sicaklik kullanilmasi nedeni ile maliyet artmaktadir. HDS islemi, tiyoller,
stilfiirler, disiilfidler gibi nispeten basit kiikiirtlii bilesiklere kars1 etkili olsa da DBT,
BT ve poliaromatik kiikiirt bilesikleri gibi karmasik aromatik kiikiirt igeren
bilesiklere karsi etkisizdir (Ma, 2010). Bu sebeple arastirmalar aromatik kiikiirtlii

bilesiklerin desiilfiirizasyonuna odaklanmaistir.

2.4.2. Derin Kiikiirt Giderme Islemleri

Derin (ultra-derin) kiikiirt giderimi dizel yakitlar igin kiikiirt i¢eriginin 15
ppm’in altina indirilmesini ifade eder (Song, 2003). Bir yakitin derin kiikiirt
giderimini, icerdigi kiikiirtlii bilesik ve bu bilesiklerin 1s1 ve basinca dayaniklilig
belirler (Pawelec et al., 2011). HDS isleminde kiikiirtlii bilesiklerdeki kiikiirdiin
uzaklastirilmasi su sirayi izler: TH> BT> DBT (Babich and Moulijn, 2003).



Normalden daha fazla (ultra-derin) kiikiirt giderme islemi ¢esitli sorunlari
ortaya c¢ikarmistir. HDS islemi ile kiikiirt gidermenin sonucu olarak yakit yapisinda
degisikler meydana gelmektedir (Stanislaus et al., 2010). Bu degisklikler yakitin
yanmasi ile olusturacagi kalori degerini diistirmektedir. Ayrica derin HDS isleminde
enerji yogundur, bliylik sera gazi emisyonlarina neden olur. Sistemin kurulumu ile
calistirilmas1 da maliyetlidir. Bu gostergelerin 1s18inda kolay ve diisiik maliyetli
calisma kosullar1 altinda daha etkili kiikiirt giderimi yapabilecek mekanizmalar
gelistirilmeye c¢alisilmistir (Ito and van Veen, 2006). Bu kapsamda, BDS, oksidatif
kiikiirt giderme (Wu and Ondruschka, 2010), adsorpsiyon ile kiikiirt giderme,
¢oziicliler ve iyonik sivilar kullanilarak kiikiirt giderme gibi (Kulkarni and Afonso,

2010) yontemler incelemistir.

2.5. HDS’ye Alternatif: Biyodesiilfiirizasyon

Cesitli yakitlarin kiikiirtten arindirilmasi i¢gin HDS islemlerine alternatif
islemler hala arastirllmaya devam edilmektedir. BDS bu arastirilma konular
icerisinde en umut verici olandir. BDS ¢ok diisiik maliyetle yiiksek verim sunarak
HDS’ye kars1 giiclii bir alternatif olusturmaktadir. BDS sayesinde isletme ve tesis
maliyetleri yiiksek oranda azaltilabilir (Worrell and Galitsky, 2004).

BT, DBT ve bunlarin alkillenmis formlarindan kiikiirdiin uzaklastirilmasi zor
bir islemdir. HDS ile aromatik organik kiikiirtlii bilesiklerden kiikiirdiin
uzaklagtirllmas1 tam verimle gerceklesmez. Fakat uluslararasi standartlara gore
kiikiirdiin yakittaki miktar1 15 ppm’in altinda olmasi gerekmektedir (Song, 2003).
BDS, HDS’nin aksine halkasal bilesiklerdeki kiikiirdii giderebilmektedir. Bu da
BDS’nin daha az maliyetli ve daha yiiksek verimli bir kiikiirt giderme iglemi
olmasindaki umutlar1 arttirmaktadir.

Dogada bakteriler gerekli metabolitleri liretebilmek i¢in kiikiirdii az miktarda
kullanabilirler. Hem tarim arazilerinde hem de islenmemis toprakta kiikiirt biiyiik
Ol¢iide siilfonatlar ve siilfat esterleri olarak organik bagl kiikiirt bicimindedir ve
biyolojik olarak kullanilabilir inorganik siilfat kadar kullanilabilir durumda degildir
(Singh and Schwan, 2011). Kiikiirt i¢eren organik bilesikleri igerdikleri kiikiirdii ya

da karbon iskeletini kullanmak i¢in metabolize eden bakteriler dogada yaygindir



(Borgne, 2010). Kiikiirt doniistiirebilen bakteriler dogada ¢ok farkli ortamlarda ve
farkli sartlar altinda gelisebilmektedir.

2.6. BDS icin Kullanilan Model Kiikiirtlii Bilesikler

Genel ham petrol tirevli yakit fraksiyonlarinin ortak bir model bilesigi
olmamasina ragmen ABD Bati Teksas boliimiinden ¢ikarilan petroliin kiikiirtlii
bilesiklerinin %70’ini DBT ve tlirevlerinin olusturdugu rapor edilmistir. Ayrica bazi
orta dogu tilkelerinden ¢ikarilan petroliindeki kiikiirtlii bilesiklerin %40’1n1 DBT ve
tiirevleri olusturmaktadir (Monticello, 1985). Ozetle DBT, BTH, TH ve tiirevlerinin
model bilesik olarak secilmesinin temel sebebi, ham petrolii olusturan tiyofenik

bilesiklerin ¢ok biiyiik kismini olusturmalaridir.

2.7. BDS Tarihine Genel Bakis

Fosil yakitlardan kiikiirdiin ¢ikarilmasi i¢in mikroorganizmalarin kullanilmasi
kavrami Acidianus, Sulpholobus ve Thiobacillus gibi asidofilik siilfit oksitleyicilerin
komiirden demir piritin (FeSz) ¢ikarilmasi i¢in kullanilabilecegi kesfini takiben
ortaya atilmistir ve 50 yildan daha eskiye dayanmaktadir (Olson et al., 1993). Cok
sayida patent bu organizmalarin kémiirde dogrudan kullanimindan bahsetmektedir
(Barvinchak, 1980, Apel et al., 1984).

Dikkatleri {izerine ilk ¢eken Pseudomanas suslarinin DBT’yi pargalayabilme
ozellikleri olmustur. Pseudomanas cinsinin aromatik dioksijenaz yolunu kullanarak
benzen, ksilen, toliien gibi basit aromatikleri (Cruden et al., 1992) ve dibenzofuran
gibi bazi karmasik aromatik bilesikleri verimli bir sekilde mineralize ettigi
gozlenmistir (Bunz and Cook, 1993). Boylece benzen minerallestirici Beijerinckia ve
Pseudomonas suslari, DBT'yi karakteristik olarak 3-hidroksi 2-formil benzotiyofene
(HFBTH) indirgedigi saptanmistir. Bu “Kodama” yolu olarak tanimlanmistir. Bu
yolda kiikiirt iceren HFBTH fazla bozulmamaktadir (Laborde and Gibson, 1977).
Pseudomanas suslarinin bazi tiirleri BTH’i kismen aromatik tiyollerin bir karisimina
indirgemektedir. Fakat kiikiirt ortamdan uzaklastirilamadigi i¢in bu organizma
yakittan kiikiirt giderimi i¢in uygun degildir (Eaton and Nitterauer, 1994).



Brevibacterium sp. DO susu daha ilging sonuglar ortaya koymustur (Klein et
al., 1994). Bu organizmanin DBT’yi tamamen mineralize ettigi goriilmiistiir. DBT’in
Brevibacterium DO susu tarafindan mineralizasyonu su sekilde gergeklesir:
Dibenzotiyofenin (DBT) dibenzotiyofen S,S-dioksite (DBTO2) oksidasyonunu
takiben, tiyofen halkasinin agilmasi acisal bir dioksijenazin  etkKisiyle
tetiklenmektedir. Bu reaksiyonun friinii 2,3-dihidroksibifenil 20-siilfinattir (2,3
DBPS). Ikinci bir dioksijenaz saldirisinda, katekol halkasi agilir ve {iriin, bir
desiilfiinasyon agamasini igeren, tanimlanmis bir sirayla benzoata indirgenmektedir.
Sonugta benzoat, CO2 ve suya mineralize edilir (Afferden et al., 1993).

Ik olarak Rhodococcus erythropolis IGTS8'de tanimlanan mezofilik enzim
yolu DBT’1 2-hidroksibifenil’e (2-HBP) metabolize etmekte ve kiikiirdii siilfit olarak
serbest birakmaktadir. DBT nin kalorik degerini koruyan bu yol “4S” yolu olarak
adlandirilmistir (Kilbane, 2006). Mezofilik 4S yolu bir dizi bakteride belirlenmis
(Bhatia and Sharma, 2010; Mohebali et al., 2007; Ohshiro et al., 1994, 1996; Omori
et al., 1992; Yu et al., 2006) ve ilgili “dzsABC” operonu karakterize edilmistir
(Denome et al., 1994; Kilbane and Robbins, 2007). 4S yolunun termofilik
versiyonlart da kesfedilmistir (Ishii et al., 2000; Kayser et al., 2002; Kirimura et al.,
2001; Konishi et al., 1997; Li et al., 2003) ve bu 4S yollarinda yer alan enzimleri
kodlayan “tdsABC” (lIshii et al., 2000) ve “bdsABC” (Kirimura et al., 2001) gibi
operonlar da karakterize edilmistir. tdsABC kodlu enzimlerin yaklagik 60 °C ye
kadar aktif oldugu gézlenmistir (Konishi et al., 1997).

2.8. Halka Yikici Yollar

Simdiye kadar DBT ve tiirevlerinin metabolizmasi i¢in 2 halka yikici yol
tanimlanmistir. Kodama yolu olarak bilinen DBT ve tiirevlerinin bozunmasindaki en
yaygin bu yol naftalininkine benzerdir (Kodama et al., 1973). DBT’nin bu yol
tizerinden Pseudomanas (Hou et al., 2005; Kodama, 1977), Beijerinkia (Laborde and
Gibson, 1977) ve Rhizobiyum (Frassinetti et al., 1998) dahil olmak c¢esitli bakteriler
tarafindan kullanilabilecegi rapor edilmistir.

DBT'min mineralizasyonu ile sonuglanan bir bagka halka yikici yol, Van
Afferden ve digerleri (1990) tarafindan tarif edilen yoldur (Afferden, 1989).
Afferden et al. (1989) tarafindan bu yol izine sahip olan ve biiylime i¢in DBT'yi



karbon, kiikiirt ve enerjinin tek kaynagi olarak kullanabilen Brevibacterium sp. DO
susu izole edilmistir. DBT mineralizasyonu sirasinda 3 metabolit tanimlanmistir;
bunlar DBTO (DBT siilfoksit), DBTO. (DBT siilfon) ve benzoat olarak
belirlenmistir. Bu yol kiikiirt atomunun stokiyometrik olarak siilfitin salinmasiyla
DBT’nin tam mineralizasyonu ile tamamlanir, bu daha sonra abiyotik olarak stilfata
oksitlenir (Afferden, 1989; Afferden et al., 1993). Baska bir ¢calismada, Xanthobacter
polyaromaticivorans 127W susunun DBT de dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli halkasal

aromatik bilesikleri parcalayabilen bir sus oldugu bildirilmistir (Hirano et al., 2004).

2.8.1. Anaerobik Kiikiirt Giderme Yollari

Siilfat rediikte edici bakterilerin (SRB) fosil yakitlar1 kiikiirtten arindirdigi
rapor edilmistir (Kim et al., 1995; Lizama et al., 1995). Desulfovibrio desulfuricans
M6 anaerobik olarak DBT’yi HoS ve bifenile indirgeyebilmektedir (Kim et al.,
1995). Desulfomicrobium escambium ve Desulfovibrio longreachii'nin, bifenilin son
irin olmadigt bir yolu izleyerek DBT'yi kiikiirtten arindirdigi rapor edilmistir
(Garcia, 2010). Anaerobik kosullar altinda termofilik karma bir kiiltlir tarafindan
DBT’nin metabolize edildigi bildirilmistir. (Bahrami et al., 2001). Petroliin anaerobik
kosullar altinda kiikiirtten arindirilmasi, havalandirmayla ilgili maliyetleri 6nlemekte
ve kiikiirtiin gaz olarak serbest birakilmasi avantajina sahip olmaktadir. Bununla
birlikte, diisiik reaksiyon hizi, giivenlik ve maliyet endiseleri nedeniyle anaerobik

BDS su anda yeterince gelistirilememistir (Gupta et al., 2005).

2.8.2. Aerobik Kiikiirt Giderme Yollar:

4S yolu DBT’nin kiikiirtten armdirildigi ve substratin karbon iskeletinin
bozulmadan salindigi kiikiirde 6zgii bir yoldur (Sekil 2.1) (Prasoulas et al., 2021).
Petrol iirtinlerinin kalorik degerinde neredeyse hi¢ azalma olamamaktadir. 4S yolu
enerji agisindan yiiksek enerjili bir yoldur ciinkii karbon iskeleti enerjinin geri

kazanimi i¢in mineralize edilmemektedir. Yol {i¢ asamaya ayrilmaktadir et al., 1998);

o Kiikiirt parcasinin oksidasyonu ile boliinme i¢in tiyofen halkasinin aktivasyonu

¢ Aromatik bir siilfinat verecek sekilde tiyofen halkasinin boliinmesi
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e Siilfinat gurubunun ¢ikarilmasi.

Bu yolun kullanilmasi, iiretim alanlarinda ve rafinerilerde petroliin kiikiirtten
arindirilmasi i¢in onerilmektedir.

DBT’yi 4S yolunun ara f{iriinlerine ¢evirebilen veya bu yolu kismen
kullanabilen bakteriler rapor edilmistir (Marzona et al., 1997). Baz1 termofilik
Mycobacterium suslarinda genisletilmis bir 4S yolu da rapor edilmistir. Bu yolda 4S
yolunun son friinii olan 2-HBP, 2-metoksibifenil (2-MBP) ve metoksiler tespit
edilmistir (Chen et al., 2009; Li et al., 2003; Xu et al., 2006). Son zamanlarda, izole
edilen iki termofilik Paenibacillus susu (320-Y ve 320-W) DBT'nin kiikiirt giderme
calismalarinda ve 4S yolunun bir ara {iriinii olan dibenzotiyofen siilfonun (DBTS)
caligmalarinda kullanilmistir (Sar et al., 2021; Wang et al., 2015). 320-Y susu, 4S
yolu araciligiyla DBT'yi kiikiirtten arindirabildigi ve 320-W, DBTS'yi metabolize
etmesine izin veren kismi bir 4S kiikiirt giderme yolunu kodladig rapor edilmistir.
320-Y susu 320-W susu ile birlikte kiiltiirlendiginde DBT metabolizmasini arttirdigi
ve iki susun DBT'yi sinerjik bir sekilde metabolize ettigi goriilmiistiir (Sar et al.,
2021) .
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Sekil 2.1: DBT ve tiirevlerinin mikrobiyal kiikiirt gideriminde kullanilan 4S yolag:.
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2.9. Biyodesiilfiirizasyonun Arttirtlmasi i¢in Kullamlan
Biyoteknolojik Yontemler

2.9.1. immobilizasyon

Tiim hiicre (Caro et al., 2007; Tao et al., 2006) veya enzimler kullanilarak BDS
tizerinde daha Once bir¢ok calisma yapilmistir. Enzim kullaniminin pahali enzim
ekstraksiyonu ve enzimin silirekli kofaktorlere ihtiya¢ duymasi gibi dezavantajlari
vardir (Sheldon, 2007). Bu nedenle ¢ogu durumda BDS'de enzimler yerine tim
hiicreler kullanilir. Bununla birlikte, tiim hiicrelerin kullanimi1 da sinirlidir. Ornegin,
BDS'de serbest hiicrelerin kullanilmasi, yagin hiicrelerle karisimmna yol agar ve
hiicrelerin  ayrilmasinin  santrifiij gerektirdigi, yiiksek maliyetli bir hiicre
slispansiyonu olusur. Ayrica triinlerin hiicre kontaminasyonu olasilig1 vardir (Guo et
al., 2006). immobilizasyonun serbest hiicre kullanimima gore, stabilitenin artmast,
hiicrelerin kolay ayrilmasi, tirliniin hiicre kontaminasyonunun en aza indirilmesi veya
ortadan kaldirilmasi ve hiicrelerin siirekli olarak kullanilmasini saglayan kolay geri
kazanilmasi ve yeniden kullanilmasi gibi bazi avantajlari bulunmaktadir (Sheldon,
2007).

Yukarida bahsedilen sorunlar1 ¢o6zebilen hiicre immobilizasyonu, son
zamanlarda genis capta c¢alisilmakta ve uygulanmaktadir ve BDS arastirmalarinin
odak noktasi haline gelmektedir. Naito et al., (2001) uygun bir jel materyali olarak
ENT-4000"1 se¢misler ve kiikiirtten arindirilmis yagin geri kazanilmasini ve yeniden
etkinlestirme ile uzun siireler boyunca biyokatalizoriin tekrar tekrar kullanilmasinm
kolaylastiran iki fazli bir BDS sistemi (immobilize edilmishiicreler ve yag)
olusturmay1 basarmiglardir (Peng and Wen, 2010). Shan et al. (2005) DBT kiikiirt
giderici bakteri Pseudomonas delafieldii R-8'1 immobilize etmek i¢in manyetik
polivinil alkolii kullanmis ve manyetik olarak immobilize edilmis hiicreler, DBT'yi
verimli bir sekilde kiikiirtten arindirmak i¢in kullanilabilecegini gostermislerdir (G.
bin Shan et al., 2005). Manyetik olmayan immobilize edilmis hiicrelerle
karsilastirildiginda, manyetik immobilize hiicrelerin boncuklar1 daha yiiksek kiikiirt
giderme reaksiyon aktivitesi gosterilmistir (G.-B. Shan et al., 2003). Hou et al.
(2005) tarafindan sodyum aljinat boncuklarinda tutulan immobilize edilmis

Pseudomonas stutzeri UP-1 hiicreleri, model yakitta ve sulu sistemde DBT'yi verimli
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bir sekilde kiikiirtten arindirmak i¢in kullanmislardir. Sonuglar, sodyum aljinatin
uygun bir immobilizasyon malzemesi oldugunu ve immobilize edilmis hiicrelerin
stabilitesi ve yasam siiresinin (yeniden etkinlestirme ile 600 saate ulasan) immobilize

edilmemis hiicrelerden ¢ok daha iyi oldugunu gostermistir (Hou et al., 2005).

2.9.2. Nanopartikiiller ile Kaplama

Manyetik nanopartikiiller, genis yiizey/hacim oranlari, siiperparamanyetik
ozellikleri ve diistik toksisiteleri nedeniyle biyoteknoloji ve biyotip alaninda yaygin
olarak kullanilmaktadir. Harici bir manyetik alan uygulanarak, manyetik
nanopartikiillere bagli malzemeler reaksiyon karisimindan ayrilabilmektedir (Berry
and Curtis, 2003).

Son zamanlarda, manyetik bakteri hiicre ayrimi, petrol tiirevli yakitlarin
mikrobiyal kiikiirtten arindirilmasi gibi endiistriyel uygulamalarla ilgilenmektedir.
Bunun i¢in bakteri hiicreleri 6ncelikle manyetik nanopartikiiller ile kaplanmaktadir;
kiikiirt giderme reaksiyonu gergeklestirildikten sonra, harici manyetik alan
uygulanarak reaksiyon g¢ozeltisinden izole edilmektedir (Safarik and Safarikova,
1999).

Biyoteknolojide manyetik ayirma teknolojisinin  kullanilmasi, biyolojik
sistemlere uygulanan geleneksel yontemlerden daha uygun maliyetli, orta, basit ve
daha hizli bir ayirma yaklasimi saglamaktadir (Kvam and Haukanes, 1993). Bir
biyodesiilfiirizasyon isleminde mikrobiyal biyokiitleyi manyetik olarak ayirabilmek
icin hiicrelerin manyetik nanopartikiil kaplanmasi gerekir. Ardindan, kaplanmis
hiicreler, harici bir manyetik alan uygulanarak yakit/su bifazik sisteminden ayrilabilir
(G. bin Shan et al., 2005). Daha oOnceki ¢aligmalarda, Ansari ve digerleri, R.
erythropolis IGTS8'in 40-50 nm boyut araliginda glisin ile modifiye edilmis
manyetik nanopartikiiller ile kaplanmasini1 degerlendirmislerdir. Bu bakteri
hiicrelerinin ylizeyinde manyetik nanopartikiillerin immobilizasyonunun kiikiirt

giderme aktivitelerini arttirdigin1 gostermislerdir (Ansari et al., 2009).
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Bakteri Suslan

Bu tez ¢calismasinda Prof. B. C. Stark (Illinois Teknoloji Enstitiisii, Sikago, IL,
ABD) tarafindan hediye edilen Paenibacillus 320-Y ve 320-W (Wang et al. 2015)

suslar1 kullanildi.
3.2. Kimyasallar, Biiyiime Ortam ve Kiiltiir Kosullar:

Bakteriyel suslar kimyasal olarak tanimlanmis bir ortam (CDM) igerisinde
biyiitiildi (Wang et al., 2015). CDM’in hazirlanmasi i¢in, fosfat tamponu (NazHPO4
(86.6 g/L) ve KH2PO4 (52 g/L), 1 M), NH4CI (1 M), MgCl. (1 M), CaCl, (0.3 M),
glikoz (1 M), ve maya oziitii (50 g/L) ¢ozeltileri hazirlandi ve bir otoklavda 121 °C
20 dk’da ayr1 ayn steril edildi. immobilize edilmis suslar, aljinat boncuklarmin
¢dziinmesini engellemek icin fosfat tamponu yerine 8.6 g/L Na;HPO4, eklendi. iz
element ve vitamin karisimi ¢ozeltileri de ayr1 ayr1 hazirlandi ve 0.22 pym membran
filtre kullanilarak sterilize edildi. Tiim ¢6zeltiler daha 6nce tanimlandigi gibi (Wang
et al., 2015) karigtir1ld1 ve steril distile su ile 1 litreye tamamlandi.

Dibenzotiyofen (DBT, 98 %, Sigma-Aldrich, Almanya) ve dibenzotiyofen
siilffon (DBTS, 97 %, Sigma-Aldrich, Almanya) kiikiirt bilesikleri, etanol (99 %, v/v
icinde 40 mM stok c¢ozeltiler halinde hazirland1 ve son konsantrasyonlar 0.1, 0.5, 1

ve 2 mM olacak sekilde CDM’e ilave edildi.
3.3. On Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Bakteriyel suslarin 6n kiiltiirleri i¢in, her bir sustan bir veya iki koloninin
cesitli konsantrasyonlarda DBT veya DBTS igeren 20 ml (immobilize hiicreler i¢in)
veya 100 ml (nanopartikiil kapli hiicreler i¢gin) CDM igeren 100 ml’lik erlenlere
inokiilasyonu ile hazirlandi. Bu kiiltiirler 40 °C 250 rpm’de gece boyu biiyiitiildii.
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3.4. DBT ve DBTS’nin immobilize Edilmis Suslar
Tarafindan Desiilfiirizasyonu

Sodyum aljinat, daha Once tanimlandigr gibi %6 (w/v) aljinat c¢ozeltisi
olusturacak sekilde distile su ile karistirildi (Sar vd., 2017). Biitiin 6n kiiltiirlerin
ODsoonm degerleri NaCl (%0.9 w/v) ile 0.6’ya ayarlandi, ardindan 4000 g’de 15
dakika siire ile 4 °C’de santrifiijlendi. Peletler 20 ml NaCl (%0.9) ¢ozeltisi ve 20 ml
%6’1lik sodyum aljinat ¢6zeltisi (%3 liik bir son aljinat konsantrasyonu olacak sekilde
(Sar vd., 2017a; Sar vd., 2017b) i¢inde tekrar ¢oziildii ve nazikge vortekslendi. Daha
sonra 250 ml steril 1 M CaCl; ¢6zeltisinin igine bir siringa (3P 21G 0.80 x 38 mm)
kullanilarak damlatildi ve oda sicakliginda 30 dk boyunca siirekli olarak karistirildi.
Bu karigimin yaklagik 1 ml’si, bir beher igerisinde NaCl (%0.9) soliisyonu ile
durulanan 40 aljinat boncugu yapmak icin kullanildi. Boncuklarin ortalama cap1 3
mm’ydi. Boncuklar iiretilir iiretilmez kullanildi. Boncuklarin morfolojisi hem 1s1k
mikroskobu (Zeiss, Oberkochen, Almanya) hem de taramali elektron mikroskobu
(SEM, Phillips XL30 SFEG, Burladingen, Almanya) kullanilarak belirlendi.

Her immobilize hiicre kiiltiirti 0.03’1liik bir son ODsgoonm degeri (serbest hiicreler
ile yapilan onceki caligmalar ile ayni (Sar vd., 2021)) verecek sekilde 100 ml’lik bir
erlen i¢indeki 20 ml CDM ortamina 40 boncugun (daha 6nce belirtilen sekilde (Sar
vd., 2021) hazirlandi) eklenmesi ile hazirlandi. Bu kiiltiirler 40 °C 250 rpm’de 96
saat boyunca inkiibe edildi.

3.5. DBT ve DBTS’nin Nanopartikiil Kaph Suslar
Tarafindan Desiilfiirizasyonu

Manyetik Fe3Os nanopartikiiller (20-40 nm; Nanografi Co., Ankara, Tiirkiye)
suslarin kaplanmas1 i¢in kullanildi. Bakteri suslarinin FesOs nanopartikiilleri ile
kaplanmasi i¢in 0.1 mM DBT veya DBTS igeren CDM iginde biiyiiyen 6n kiiltiirler
hazirland1 ve ODgoonm degerleri 0.03’e ayarlandi.

Su i¢inde 100 pg/ml Fe3sO4 nanopartikiil igeren stok siispansiyonun 10 ml’si
hiicre stispansiyonunun 100 ml'si ile karistirildi ve 9 pg/ml'lik nihai bir nanopartikiil
konsantrasyonu elde edildi. Bu karisim 2 saat boyunca oda sicakliginda birakildi.
Manyetik nanopartikiil kapli bakteriler bir miknatis (50 mm x 50 mm x 25 mm)

kullanilarak bu siispansiyondan toplandi ve daha sonra belirli DBT veya DBTS
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konsantasyonlarina karsilik gelen 100 ml taze CDM iginde kiiltiirlendi. Inkiibasyon
40 °C 250 rpm’de 96 saat siire ile gerceklestirildi (Sekil 3.1). Nanopartikiil kaplh
hiicreler daha once yukarida immobilize hiicreler i¢in tarif edildigi gibi SEM ile
gorlntiilendi.

Immobilize ve nanopartikiil kapl kiiltiirlerin ODgoonm degerleri, ilgili ortamin
besi ortamina karsi kiiltiirin ODeoonm’si Olgiilerek belirlendi. Olgiilen OD’ler
gerektiginde taze ortam ile seyreltilerek 0.6’nin altinda tutuldu ve gercek OD

degerleri seyreltme faktorleri kullanilarak hesaplandi.

Yol cw" 9 1

Sekil 3.1: Nanopartikiiller (10 pg/mL) ile kaplanan bakteri suslarinin CDM
besiyerinden bir miknatis ile toplanmasi a) nanopartikiil iceren CDM besiyeri b)
nanopartikiil ile kaplanan hiicre kiiltiirii, c) nanopartikiil icermeyen hiicre kiiltiirii ve
d) nanopartikiiller ile kapli hiicrelerin bir miknatis yardimi ile tiip kenarinda
toplanmas.

3.6. 2-HBP Miktarinin Belirlenmesi

2-HBP miktar1 daha once tarif edildigi gibi Gibbs deneyi kullanilarak belirlendi
(Oldfield et al., 1997). Suslar yukarida tarif edildigi gibi biyitildi ve kiiltiir
ornekleri 3000 g 4 °C kosullarinda 10 dakika siire ile santrifiijlendi. Siipernatantlar
yeni bir tiipe aktarildi ve Na2COz3 (10 %, w/v) ile pH degerleri 8.0’a ayarlandi. Her
stipernatantin 150 pl’si, 96 kuyucuklu mikrotitre plakasinin bir kuyucuguna
yiiklendi. Gibbs deneyi, 30 dk i¢inde mavi bir iiriin iiretmek i¢in 2-HBP’nin hidroksil
grubuyla bir reaksiyon veren Gibbs reaktifinin (2, 6-dicloroquinone-4-chloroimide)
eklenmesiyle gerceklestirildi. Kuyucuklarda mavi renk olugsumu 610 nm’de (BMG
Labtech Fluostar Omega ELISA, Ortenberg, Almanya) spektrofotometrik olarak
Olgiildii. Standart ¢ozeltiler 2-HBP’nin (%99, Acros Organics, ABD) bilinen
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konsantrasyonlar1 kullanilarak hazirlandi ve kalibrasyon grafigi her siipernatant

icerisindeki 2-HBP miktarinin belirlenmesi i¢in ¢izildi (Sekil 3.2).

y = 9,1032x + 0,0038
2.0 R2 = 0,9998
1.5
E
S
o 1.0-
=)
(@]
0.5
0.0 | | | 1
000 005 010 0.15 0.20
2-HBP (mM)

Sekil 3.2: Farkli konsantrasyonlarda hazirlanan standart 2-HBP degerlerine
gore Gibbs deneyi sonrasi dl¢iilen ODg10nm absorbans degerleri ile ¢izilen
kalibrasyon egrisi.

3.7. HPLC Analizi

DBT ve DBTS konsantrasyonlart HPLC analizi ile belirlendi. Kiiltiir 6rnekleri
3000 g 4 °C kosullarinda 10 dakika siire ile santrifiijlendi ve siipernatantlar yeni
tiiplere aktarildi. DBT, HPLC analizinden Once siipernatantlardan ekstrakte edildi.
Bunun i¢in, her siipernatantin 5 ml’sinin pH degeri 6 mM HCI eklenerek 2.0’a
ayarlandi ve 4 ml etil asetat (99.8 %, Sigma-Aldrich, Almanya) eklendi. Karisim, oda
sicakliginda 5 dk tutuldu. Ust faz 0.22 pm membran filtre ile filtre edildi ve HPLC
analizi i¢in kullanildi (Ismail vd., 2016).

HPLC analizi bir Schimadzu 10A HPLC sistemi (Shimadzu, Colombia, MD,
ABD) ile gerceklestirildi. Olgiimler bir UV dedektdr ve C18 kolon (5 pm, 4.6 x 250
mm, GL Sciences Inc., Shinjuku, Tokyo, Japonya) kullanilarak elde edildi.
Enjeksiyon hacmi 20 pl idi ve mobil faz (asetonitril:su, 60:40) 1 ml/dk akis orani ile
pompalandi. Kiikiirt bilesiklerinin tespiti i¢in UV 254 nm dalga boyu kullanildi. DBT
ve DBTS’nin konsantrasyonlar1 iki bilesik i¢in hazirlanan standart grafikler

kullanilarak pik alanlarina gore belirlendi.
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Sekil 3.3: Farkli organik kiikiirt bilesiklerinin (DBT ve DBTS) ve bu kiikiirt
bilesiklerinin desiilfiirizasyonlart ile agiga ¢ikan 2-HBP olusumunun HPLC analizleri
ile belirlenmesi.

3.8. Suslarmn Kiikiirtlii Bilesikleri Doniistiirme Etkinlikleri

Suslarin DBT ve DBTS’u 2-HBP’e doniistiirme etkinlikleri (CE) asagida ifade
edilen denklem ile belirlendi:

CE (%) = (H /D) x 100 3.1

H, 24, 48, 72 ve 96 saatlik inkiibasyondan sonra 2-HBP (mM)
konsantrasyonlari ve D, baslangi¢ DBT ve DBTS konsantrasyonlaridir (mM).
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4. SONUCLAR

Bu tez ¢alismasinda, Paenibacillus 320-Y ve 320-W (Sar vd., 2021) suslari
kullanilarak DBT ve DBTS desiilflirizasyonunun hiicrelerin immobilizasyonu veya
FesOs nanopartikiilleri ile kaplanmasi yoluyla arttirllmasi daha Onceden serbest

hiicreler ile elde edilen sonuglar ile karsilagtirilarak arastirildi.

4.1. Suslarin immobilizasyonu ve Nanopartikiiller ile
Kaplanmasi

Taramali elektron mikroskobu (SEM) ve 151k mikroskobu goriintiilerinde de
goriildiigii gibi, %3’liik bir aljinat konsantrasyonu ile kiiresel ve sert boncuklar elde
edildi (Sekil 4.1). Farkli biiyiime ortamlarinda 96 saatlik inkiibasyon sonrasinda da
kiiresel ve sert boncuklar yapilarin1 korumaya devam etti (Sekil 4.2). Ayrica Sekil
4.3’te gosterildigi tizere aljinat boncuklar bakteri suslarmin gelisimine herhangi bir
inhibe edici etki gostermedi. Boylece %3 aljinatin, verimli desiilfiirizasyon i¢in kiitle
transferini destekleyecek sekilde hiicreleri immobilize etmek i¢in uygun bir

konsantrasyon oldugu goriildii (Klein et al., 1983; Derikvand and Etemadifar, 2014).
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AceV SpotMagn Det WD p——————"l 500 um
100KV 3.0 65x SE 125 GTU

Sekil 4.1: Olusturulan kiiresel aljinat boncuklarinin inkiibasyon dncesi a) yakin
¢ekim, b) 151k mikroskobu ve ¢) SEM goriintiileri.
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AceV SpotMagn Det WD oo 500 um
100kV 30 65x SE 125 GTU

Sekil 4.2: Aljinat ile immobilize edilmis Paenibacillus 320-Y susunun 0.5 mM
DBTS iceren CDM besiyerinde 96 saatlik inkiibasyonu sonras1 a) besiyeri
ortamindaki, b) 151k mikroskobu ve ¢) SEM goriintiileri.
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Sekil 4.3: Aljinat boncuk Kesitlerinin elektron mikroskobu ile hiicrelerin a) i¢ ylizey

ve b) i¢ ve dis yiizeylerde goriintiilenmesi.
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Nanopartikiil iliskili hiicreler i¢cin FesO4 nanopartikiiliin (0.01 g) adsorbe edilen
kiitlesinin, hiicre biyokiitlesine (0.06 g) orani, baslangictan 96 saatlik inkiibasyon
sonuna kadar sabit kalmistir (Sekil 4.4). Nanopartikiil kapli hiicrelerin bir miknatis
kullanarak etkin bir sekilde toplanabilmesi, onlarin tekrar kullanilabilecegini
gbstermistir (Sekil 4.5). On deneyler, nanopartikiiller ile kaplamanm kiiltiirlerin
ODeéoonm 06lgiimlerine 6nemli bir katki saglamadigini ve kendi baslaria besiyerindeki
DBT veya DBTS konsantrasyonlarini etkilemedigini gosterdi. Buna ek olarak, aljinat
boncuklar, ornekler alinmadan oOnce erlenlerin alt kisminda toplandigi i¢in OD

Ol¢limlerini etkilemedi.

Sekil 4.4: Fe3O4 manyetik nanopartikiiller ile kaplanan 320-Y hiicrelerinin a)
inkiibasyon oncesi ve b) 0.5 mM DBTS igeren CDM besiyerinde 96 saatlik
inkiibasyon sonrasi1 goriintiileri.

23



Sekil 4.5: 0.5 mM DBTS igeren CDM besiyerinde 96 saat 250 rpm hizinda inkiibe
edilen a) Serbest 320-Y susu kiiltiirii ve b) Nanopartikiillerle kaplanmis 320-Y susu
kiiltiiri ve bir miknatis ile nanopartikiillerle kapli hiicrelerin toplanmasi.

4.2. DBT Desiilfiirizasyonu

Kullanilan dort farkli DBT konsantrasyonunun hepsi i¢in ulasilan en yiiksek
ODsoonm degerleri incelendiginde, immobilize 320-Y susunun hiicre biiylimesinin,
serbest hiicrelerden daha (yaklasik %40 kadar) diisik oldugu (Sar vd., 2021) ve
serbest hiicrelerde oldugu gibi, dort DBT konsantrasyonunda da maksimum ODeoonm
degerine 72. saatte ulasildig1 belirlendi (Sekil 4.7.a; Sekil 4.8.a).

Nanopartikiiller ile kapli 320-Y susu ile elde edilen en yiiksek ODsgonm
degerleri serbest hiicreler ile benzer (Sar vd., 2021) ve immobilize hiicrelerden
yaklasik %25 daha fazla olarak tespit edildi. Ayrica nanopartikiiller ile kaplanan
suslarin ODegoonm degerleri 48 saatte maksimuma ulasmasit ve daha sonra hizlica
azalmasi bakimindan serbest ve immobilize hiicrelerden farkli bir biiyiime profili
izlemis oldugu gorildi (Sekil 4.7.a; Sekil 4.8.a).

0.1 mM ve 0.5 mM baslangic DBT konsantrasyonlarinin her ikisi i¢in de en
yiikksek 2-HBP iiretim degerlerinin serbest hiicreler ile karsilastirildiginda hem
immobilize hiicreler (0.1 mM’da %29; 0.5 mM’da %54) hem de nanopartikiil kapl
hiicreler (0.1 mM’da %38; 0.5 mM’da %44) i¢in arttirildig1 belirlendi (Sar vd., 2021)
(Sekil 4.7.b; Sekil 4.8.b; Tablo 4.1). Serbest hiicrelerde oldugu gibi, 2-HBP’nin en
yiiksek miktar1 0.5 mM DBT konsantrasyonunda (yaklasik %30 doniisiim orani ile)
tiretildi ve DBT’ nin 2-HBP’ye (aslinda %100) en yiiksek doniisiim oran1 0.1 mM
DBT konsantrasyonu igin gergeklesti (Sekil 4.7.b; Sekil 4.8.b; Tablo 4.2).

Immobilize hiicreler icin 0.1 mM ve 05 mM baslangic DBT
konsantrasyonlarinin ikisinde de DBT miktarindaki azalis ve 2-HBP’nin artisi

arasinda stokiyometrik bir iliski goriildii. Ancak 1 mM ve 2 mM DBT’nin tiiketilmesi
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ve dretilen 2-HBP miktarlart arasinda bu iliski goriilmedi. Benzer durum,
nanopartikiiller ile kapl hiicreler i¢in goriilmesine ragmen 0.5 mM baslangic DBT
konsantrasyonunda DBT’nin tiiketimi ve 2-HBP olusumu arasinda bir stokiyometri
belirlenmedi (Sekil 4.7.c; Sekil 4.8.c). 2-HBP miktarinin belirlenmesinde kullanilan

yontemdeki renk degisimleri 6rnek bir gorsel ile Sekil 4.6’da verilmistir.

Sekil 4.6: immobilize ve nanopartikiiller ile kaplanmis 320-Y susunun farkls
konsantrasyonlarda DBT igeren CDM besiyerinde 40°C sicaklikta 250 rpm
calkalama hizinda 24-72 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda olusan 2-HBP miktarlarinin
Gibss deneyi ile 610 nm’de 96 kuyulu mikroplakalarda belirlenmesi.
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Sekil 4.7: Aljinat ile immobilize edilmis 320-Y susunun farkli DBT
konsantrasyonlarinda ve 96 saatlik inkiibasyonlar1 sonrast a) ODeoonm degerleri, b) 2-
HBP doniisiim miktarlar1 ve c) besiyerinde kalan DBT miktarlar1. Degerler, ii¢ ayri
deneyin ortalamalaridir. Hata ¢ubuklari, her ortalama i¢in ayr1 ayri belirlenen 6rnek
standart sapmalarini gosterir. (-0-) 0.1 mM, (-e-) 0.5 mM, (-A-) 1 mM, (-m-) 2 mM.

( ) 0.1 mM; (|

) 0.5 mM; (

) 1 mM,; ) 2 mM.
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Sekil 4.8: Fe3O4 nanopartikiilleri ile kaplanmisg 320-Y susunun farkli DBT
konsantrasyonlarinda ve 96 saatlik inkiibasyonlar1 sonrast a) ODeoonm degerleri, b) 2-
HBP doniisiim miktarlart ve c) besiyerinde kalan DBT miktarlar1. Degerler, ii¢ ayri
deneyin ortalamalaridir. Hata ¢ubuklari, her ortalama i¢in ayr1 ayr1 belirlenen 6rnek

standart sapmalarini gosterir. (-0-) 0.1 mM, (-e-) 0.5 mM, (-A-) 1 mM, (-m-) 2 mM.

( ) 0.1 mM; ( ) 0.5 mM; ( ) 1 mM,; ) 2 mM.
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Tablo 4.1: immobilize edilmis veya nanopartikiil ile kaplanmig 320-Y susu
tarafindan 0.1 ve 0.5 mM baslangic DBT de tiretilen maksimum 2-HBP'nin (%)
serbest hiicreler ile karsilagtirilmas.

Maksimum 2-HBP artis oranlari (%)

Sus Kons(ar:R;{;lsyon Immobilizasyon  Nanopartikiiller ile kaplama
0.1 29 38
320-¥ 0.5 54 44

Tablo 4.2: Iimmobilize edilmis veya nanopartikiiller ile kaplanmis 320-Y susu ile 0.1
ve 0.5 mM DBT konsantrasyonlarinin 24-96 saatlik inkiibasyonlar1 sonunda 2-
HBP’e doniisiim oranlar1 (%). Degerler, li¢ bagimsiz deneyin ortalamalaridir
(parantez igindeki degerler standart sapmalar: gostermektedir).

2-HBP doniisiim oranlari (%)

Immobilizasyon Nanopartikiiller ile kaplama
Suslar DBT Siire (saat) Siire (saat)
(mM) 24 48 72 96 24 48 72 96
01 83 84 105 50 65 102 105 81
320-Y ' 1.7 (14 (1.2) 0.9 14) (23) (29 (2.1)
05 13 21 34 21 8 32 32 28
] (1.1) (0.8 (1. (1.3 09 (08 (1.6 (1.8

4.3. DBTS Desiilfiirizasyonu

320-Y ve 320-W suslarinin ikisinde de farkli konsantrasyonlarda DBTS
iceren ortamlarda immobilize edilmis ve nanopartikiiller ile kaplanmig hiicreler igin
DBT igeren besiyerindeki gozlenen degerlere benzer degerler tespit edildi (Sekil 4.9;
Sekil 4.10). Hem immobilize edilen hem de nanopartikiiller ile kapli her iki sus igin
belirlenen maksimum ODesoonm degerlerinin, serbest suslar ile elde edilenlerden 2-3
kat daha diisiik oldugu goriildi (Sar vd., 2021) (Sekil 4.9; Sekil 4.10).

Farkli konsantrasyonlarda DBT iceren besiyerinde goriildigii gibi, 0.1 mM
baslangic DBTS konsantrasyonunda da 2-HBP’e %100 doniisim verimliligi elde
edildi. Bu verimin 0.5 mM konsantrasyonunda oldukga azaldig1 ve daha sonra 1 ve 2
mM DBTS konsantrasyonlarinda neredeyse sifira diistiigii goriildii. Benzer durum
daha 6nceki ¢alismada serbest hiicrelerle ve bu ¢alismada da DBT varliginda goriildii
(Sekil 4.11; Sekil 4.12; Tablo 4.3). 0.1 mM ve 0.5 mM DBTS konsantrasyonlarinda,

serbest suslar ile elde edilenlerden immobilize edilen 320-W susu ile 0.1 mM
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konsantrasyonunda %90 ve 320-Y susu ile 0.1 mM ve 0.5 mM konsantrasyonlarinda
%35 ve %20 daha fazla 2-HBP olusumlar1 belirlendi (Tablo 4.4). Serbest suslar ile
karsilastirildiginda, nanopartikiiller ile kapli 320-W susu ile 0.1 ve 0.5 mM
baslangic DBTS konsantrasyonlarinda, en fazla 2-HBP olusumlarinin sirasiyla, %66
ve %65 ve 320-Y susu ile %15 ve %42 daha fazla oldugu goriildi (Sekil 4.11; Sekil
4.12; Tablo 4.4).

DBTS tiiketiminin serbest hiicrelerinkine ve bu ¢alismada DBT tiiketimine
benzer oldugu goriildi (Sar et al., 2021). 0.1 mM DBTS konsantrasyonu haricinde,
DBTS’un giderimi ile 2-HBP’nin olusumu arasinda stokiyometrik bir iliski
goriilmedi (Sekil 4.11; Sekil 4.12; Sekil 4.13; Sekil 4.14).

Tablo 4.3: Aljinat ile immobilize edilmis ve nanopartikiiller ile kaplanmis 320-W ve
320-Y suslart ile 0.1 ve 0.5 mM DBTS konsantrasyonlarinin 24-96 saatlik
inkiibasyonlar sonunda 2-HBP’e doniisiim oranlar1 (%). Degerler en az ii¢ bagimsiz
tekrar deneylerinin ortalamalaridir (parantez igindeki degerler standart sapmalari
gostermektedir).

2-HBP doniisiim oranlari (%)

Immobilizasyon Nanopartikiiller ile kaplama
Suglar DBT Siire (saat) Siire (saat)

(mM) 24 48 72 96 24 48 72 96
01 68 126 114 83 110 109 108 93

wow 12) (15 (1.4) (0.9 (25) (200 (14 (1.2
05 18 18 17 14 20 46 36 15

(06) (0.8) (1.1) (0.7) 13) (24) (11 (12
01 82 96 123 67 91 105 96 76

320,y ' (16) (05) (L1 (1.2 22) (24 (@15 (11
05 20 22 38 18 12 33 45 37

(11 (1.2) (0.8) (0.8) (24) (141 (1.0)  (0.4)
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Sekil 4.9: Cesitli baglangic DBTS konsantrasyonlar1 varliginda 40 °C ve 250 rpm'de
96 saat siireyle inkiibe edilen immobilize edilmis 320-W ve 320-Y suslarinin,
ODeoonm degerleri. Degerler, ti¢ ayr1 deneyin ortalamalaridir. Hata ¢ubuklari, her
ortalama i¢in ayr1 ayr1 belirlenen 6rnek standart sapmalarini gosterir. (-0-) 0.1 mM,

(-e-) 0.5mM, (-A-) 1 mM, (-m-) 2 mM.
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Sekil 4.10: Cesitli baslangi¢ DBTS konsantrasyonlarinin varliginda 40 °C ve 250
rpm'de 96 saat siireyle inkiibe edilen Fe3O4 nanopartikiiller ile kaplanmig 320-W ve
320-Y suslarinin ODesoonm degerleri. Degerler, li¢ ayr1 deneyin ortalamalaridir. Hata

cubuklari, her ortalama i¢in ayr1 ayri belirlenen 6rnek standart sapmalarini gosterir. (-
0-) 0.1 mM, (-e-) 0.5 mM, (-A-) 1 mM, (-m-) 2 mMM.
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Sekil 4.11: Cesitli baslangic DBTS konsantrasyonlariin varliginda 40 °C ve 250
rpm'de 96 saat siireyle inkiibe edilen immobilize edilmis 320-W ve 320-Y suslari
tarafindan 2-HBP iiretimi. Degerler, ii¢ ayr1 deneyin ortalamalaridir. Hata ¢ubuklari,
her ortalama i¢in ayr1 ayr1 belirlenen 6rnek standart sapmalarini gosterir. (| ) 0.1

mMv: =) 0.5 mm; () 1 mvi; () 2 1.
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Sekil 4.12: Cesitli baslangi¢ DBTS konsantrasyonlarinin varliginda 40 °C ve 250
rpm'de 96 saat siireyle inkiibe edilen Fe3sO4 nanopartikiiller ile kaplanmig 320-W ve
320-Y suglari tarafindan 2-HBP iiretimi. Degerler, {i¢ ayr1 deneyin ortalamalaridir.

Hata cubuklari, her ortalama icin ayr1 ayr1 belirlenen 6rnek standart sapmalarini

gosterir. (—) 0.1 mm: () 0.5 mv; () 1 m: ) 2 mM.
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Sekil 4.13: Cesitli baslangic DBTS konsantrasyonlariin varliginda 40 °C ve 250
rpm'de 96 saat siireyle inkiibe edilen immobilize edilmis 320-W ve 320-Y suslar ile
ortamda kalan DBTS konsantrasyonu (mM). Degerler, ii¢ ayr1 deneyin
ortalamalaridir. Hata ¢ubuklari, her ortalama i¢in ayr1 ayr1 belirlenen 6rnek standart
sapmalarini gosterir. (-0-) 0.1 mM, (-e-) 0.5 mM, (-A-) 1 mM, (-m-) 2 mM.
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Sekil 4.14: Cesitli baslangic DBTS konsantrasyonlarinin varliginda 40 °C ve 250
rpm'de 96 saat siireyle inkiibe edilen Fe3O4 nanopartikiiller ile kaplanmig 320-W ve
320-Y suslari ile ortamda kalan DBTS konsantrasyonu (mM). Degerler, ii¢ ayri
deneyin ortalamalaridir. Hata ¢ubuklari, her ortalama i¢in ayr1 ayri belirlenen 6rnek
standart sapmalarini gosterir. (-0-) 0.1 mM, (-e-) 0.5 mM, (-A-) 1 mM, (-m-) 2 mM.
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Tablo 4.4: Immobilize edilmis veya nanopartikiiller ile kaplanmis 320-W ve 320-Y

suslar1 tarafindan 0.1 ve 0.5 mM baslangic DBTS konsantrasyonlarinda iiretilen

maksimum 2-HBP miktarlarinin serbest hiicreler ile elde edilenlere gore artis oranlari

(%).

Maksimum 2-HBP artis oranlari (%)

Konsantrasyon

Sus (MM) Immobilizasyon  Nanopartikiiller ile kaplama
0.1 90 66
320-W 0.5 0 65
0.1 35 15
320-Y 0.5 20 42
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5. TARTISMA

Giliniimilizde yaygin enerji kaynagi olan fosil yakitlarin yanmasi sonrasi salinan
kiikiirt dioksit, asit yagmurlarina ve geri dondiiriilmesi zor ¢evre kirliligine neden
olmaktadir. Fosil yakitlarin yeni uygulamalar ile kiikiirtten arindirilarak kullanilmasi
sonucunda elde edilecek enerji ¢evreyle dost ve ekonomik olacaktir. Bu nedenle bu
caligmada kiikiirt gideriminin 1iyilestirilmesi i¢in yeni uygulamalarin kullanim
potansiyelleri arastirilmistir.

Fosil yakitlarda yogun bir sekilde bulunan DBT gibi organik kiikiirtlii
bilesiklerin kimyasal yolla giderimi zordur. Alternatif olarak bu bilesiklerin yeni
uygulamalar ile biyodesiilfiirizasyonunun iyilestirilmesi endiistriyel 0Olgekte
uygulanabilirligi i¢in onemlidir. Bu amagla, bakteri suslarinin immobilizasyonu
(Ghorbani vd., 2011, Partovinia ve Rasekh, 2018) veya nanopartikiillerle kaplanmasi
gibi biyoteknolojik uygulamalar (Ansari vd., 2009; Bardania vd., 2013) enddistriyel
Olcekte etkin bir biyodesiilfiirizasyon i¢in biiyiik Olglide 6nem kazanmustir. Bu
uygulamalar ile biyodesiilfiirizasyon islemlerinde daha etkin aktivite saglanmasi,
bakterilerin tekrarli kullanimi1 ve son {iiriinden kolaylikla ayrilabilmelerini miimkiin
kilmaktadir.

Bu tez c¢alismasinda, Paenibacillus spp. 320-W ve 320-Y suslari, fosil
yakitlarda yaygin bulunan organik kiikiirt bilesiklerinden DBT ve DBT siilfon
(DBTS)’un biyodesiilfiirizasyonu i¢in kullanilmistir. Bu calismada, ilk kez, farkli
konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1 ve 2 mM) farkli organik kiikiirt bilesiklerini (DBT ve
DBTS) igeren ortamlarda, suslarin, aljinat boncuklara immobilizasyonu ve Fe3Os
nanopartikiillerle kaplanmasi ile desiilfiirizasyonlar1 arttirilmaya g¢alisilmistir. Bu
kapsamda, bakteri suslarinin organik kiikiirt bilesikleri igeren ortamlarda, farkl
inkiibasyon siirelerinde, iireme oOzellikleri ve DBT ve DBTS’un 4S yolu ile
desiilfiirizasyonundan  olugan 2-HBP’in  miktarlar1  Olgiilmiis ve  suslarin
desiilfiirizasyon etkinlikleri belirlenmistir.

Immobilize edilmis hiicrelerin serbest hiicrelere kiyasla belirgin biiyiime
dezavantaji (ODsoonm ile Olgtildiigii gibi), DBT igeren ortamda biiyiime sirasinda
canliligin azalmas: (Derikvand and Etemadifar, 2014), boncuk yiizeylerinin
yakinindaki bakterilerin biiylimesini sinirlayan kiitle transferi veya hiicrelerin aljinat

boncuklarin digina yapigmasi olabilir.
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Bu tez c¢alismasinda immobilizasyon i¢in %3 aljinat konsantrasyonu
kullanilmistir. Boncuk stabilitesinin arttirilmasi (daha yiiksek aljinat yiizdeleri igin
daha fazla) kiitle transferini (bu daha diisiik konsantrasyonlu aljinat ile yapilan
boncuklar i¢in daha fazla) azaltabilir ve dolayisiyla boncuklarin yeniden kullanimini
etkileyebilir (Derikvand and Etemadifar, 2014; Srinivasulu et al., 2003).

Nanopartikiil kapli hiicrelerin Serbest hiicrelere kiyasla ODsoonm degerlerinin 48
saatlik inkiibasyon sonrast azalmasi, nanopartikiill kaplamanin membran
gecirgenligini artirmasi veya kiitle transfer sorunlarina ve/veya agregasyona Yol
agmastyla iliskili olabilir (Ansari et al., 2009; Karimi et al., 2017). Her iki bakteri
kiiltiirii i¢in, biiytime ile kiikiirtlii bilesiklerin baslangi¢ konsantrasyonlari arasindaki
ters iligski, daha yiliksek konsantrasyonlarda bir toksisite etkisini gosterebilir. Ayni
egilimler, serbest hiicrelerle yapilan 6nceki c¢aligmada da gorilmistir (Sar vd.,
2021).

Bu calismada kullanilan farkli DBT/DBTS konsantrasyonlari, DBT (6 pM
(Pearlman et al., 1984)) veya DBTS'un (36 uM (Beskoski et al., 2007))
¢oziinlirliiglinden ¢ok daha yiiksektir. Buna ragmen 0.1 mM baslangic DBT veya
DBTS ortamlarinda  kiikiirtlii ~ bilesiklerin =~ 2-HBP'ye %100  doniistimii
engellenememistir. Biriken 2-HBP miktarina kiyasla 0.5 mM ve {izerindeki baslangig
konsantrasyonlarinda DBT veya DBTS'nin azalmasi siispansiyon halindeki bu
bilesiklerin yavas ¢okmesinden kaynaklanabilir.

Yiksek inkiibasyon siirelerinde diisiik 2-HBP donilisiim verimi 2-HBP’nin
metabolize olabilecegini gostermektedir. Benzer durum ¢oziinmeyen DBT ve
DBTS’un ¢oziiniir fraksiyonlarmin 4S yolu ile tiikenerek, inkiibasyon siiresince
¢oziinmeye devam edebildiginde goriilebilir (Davoodi-Dehaghani et al., 2010;
Mohamed et al., 2015). Ayrica tespit edilmeyen 2-HBP muhtemelen DBT ve
DBTS’un 4S yol izinde son iiriin olan 2-HBP’ye doniisiimii yerine ara metabolitlere
doniismesinden, yani kismi metabolizmadan dolayr olabilir. Immobilize edilmis
bakteriler tarafindan DBT nin giderimi diger ¢aligsmalarda da belirlenmistir (Gunam
et al., 2021; Guobin et al., 2005; Peng and Wen, 2010). Bu calismalarda, bu tez
caligmasinda kullanilan benzer baslangic DBT konsantrasyonlari kullanilmis ve
mikrobiyal inkiibasyonlar1 sirasinda DBT miktarinda 6nemli diisiislerin oldugu

goriilmiistiir (Baldi et al., 2003; Buzanello et al., 2014).
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0.1 ve 0.5 mM baslangic DBT ve DBTS konsantrasyonlar1 i¢in, immobilize
edilmis veya nanopartikiil kapli 320-Y ve 320-W suslari ile belirlenen maksimum 2-
HBP olusumu, serbest hiicrelere gore %15-90 oraninda daha fazladir (Sar et al.,
2021). Elde edilen bu artiglar, manyetik FesOs kapli Rhodococcus erythropolis
IGST8 susunun serbest hiicrelere kiyasla 0.5 mM baslangic DBT konsantrasyonunda
yaklasik %15 daha fazla kiikiirt giderme kapasitesine sahip oldugu Onceki bir
calismadan daha fazladir (Karimi et al., 2017). Diger ilgili ¢alismalarda, bakterilerin
Fe3O4 nanopartikiilleri ile kaplanmasi, biyodesiilfiirizasyon faaliyetleri iizerinde net
bir etki gostermemesine ragmen hiicrelerin stabil olmasi nedeniyle kiikiirt giderimi
i¢in en az bes kez yeniden kullanilabilecegi gosterilmistir (Rahpeyman et al., 2017,
G. bin Shan et al., 2005).

DBT ve DBTS'un 2-HBP'ye doniistiiriilmesinde aljinat ile immobilize edilmis
suslarin aktif biiyiime yetenegi gostermesi ve serbest hiicrelere gore daha fazla
kiikiirt giderimi saglamasi, boncuklarin gesitli ¢evresel kosullardan etkilenmedigini
veya serbest hiicrelere gore daha az etkilendigini gostermektedir. Benzer sekilde,
polivinil alkol (PVA) igerisine immobilize edilmis Sphingomonas subarctica T7b
susu, ¢esitli baslangi¢c pH ve yiiksek sicakliklar gibi ¢esitli ¢evresel kosullar altinda
yiikksek DBT giderimini saglamistir. Ayrica hiicrelerin kiikiirt giderme aktivitesi
kayb1 olmaksizin sekiz kez tekrarli olarak kullanilabilecegi gosterilmistir (Gunam et
al., 2013). Nanopartikiil kapli hiicreler i¢in ise kiikiirt giderimi aktivitesindeki artis,
substratin hiicre i¢ine ve hiicre disina aktarilmasim1 kolaylastiran hiicre zarinin
gecirgenligindeki bir artistan kaynaklanabilir (Ansari et al., 2009; Karimi et al.,
2017; Rahpeyman et al., 2017). Adsorplanan nanopartikiiller ayrica 2-HBP'in
hiicrelerden biiyiime ortamina salinimini artirabilir (Karimi et al., 2017; Rahpeyman
etal., 2017).

Bu tez calismasinda elde edilen etkin kiikiirt giderimi endiistriyel Glgekte
kullanilabilecek bir siire¢ i¢in On arastirma niteligindedir. Endiistriyel 6l¢ekte, 4S
yolunu kullanarak biyodesiilfiirizasyonun etkin olarak siirdiiriilebilmesi i¢in birkag
farkli stratejinin aym1 anda kullamlmasi gerekebilir. Immobilize edilmis ve
nanopartikiil kapl hiicreler, bir kiikiirt giderimi isleminden sonra tireme ortamindan
ayrilabilir ve daha sonra tekrarli kullanilarak kiikiirt giderimi i¢in avantajli olarak
kullanilabilir. Bunun i¢in, 6rnegin Vitreoscilla Hemoglobini’nin kullanilmas1 (Sar

vd., 2021), bir sinerji sergileyen farkli suslarin ko-kiiltlirlerinin kullanilmasi (Sar vd.,
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2021; Wang et al., 2015), veya DBT ve DBTS'un ¢oziiniirliigiinii arttirmak igin
biiyiime ortamina siirfaktanlarin dahil edilmesi gibi ¢esitli kiikiirt giderme yontemleri
uygulanabilir (Bardania et al., 2013; Derikvand and Etemadifar, 2014; Feng et al.,
2006; Karimi et al., 2017; G. bin Shan et al., 2005; Kilbane, 2006). Ayrica, DBT ve
DBTS'un aljinat boncuklara veya nanopartikiil kapli hiicrelere yapistigi tespit
edilebilirse, bunlarin yag veya su fazlarindan kolay ayrilmalari, organik kiikiirt
bilesiklerinin uzaklastirilmas1 igin 4S yoluna da faydali olabilir. Aljinat
immobilizasyonu ve nanopartikiil ile kaplama kombinasyonunun bu kiikiirtli
bilesiklerin bakteri hiicrelerine yapigmasini arttirdig1 ve sitoplazmaya transferine izin
verdigi de onceki ¢aligmalarda gosterilmistir (Derikvand and Etemadifar, 2014).

Elde edilen sonuglar, Paenibacillus suslarmin DBT ve DBTS’un kiikiirt
giderimlerinde etkin oldugunu géstermistir. Yapilabilecek sonraki ¢aligmalarda, fosil
yakitlardaki diger kiikiirt bilesiklerinin iyilestirilmesi (6rnegin dibenzotiyofen
tirevleri) i¢in bu stratejiler kullanilabilir. Ayrica, laboratuvar ortaminda
gerceklestirilen bu  kiikiirt giderim  teknolojileri endistriyel 6l¢ekte de

uygulanmalidir.
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