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ONSOZ

Turkiye diislik rankli kémiir rezervleri bakimindan oldukga bliylik bir potansiyele sahiptir.
Ancak komiir Kalitesinin diisiik olmasi, bu kémiirlerin yakilarak kullaniimasmnin diginda
kimyasal madde (retiminde de degerlendirilmesini zorunlu hale getirmigtir. K&miir
islemesinde kullanilan kimyasal teknolojilere alternatif olarak sunulan ve 1980°li yillarin
baginda gelistirilen biyoteknolojik yontemler kémiir biyoteknolojisi ad1 altinda yeni bir
¢aliyma alaninin dogmasma yol agmistir. Mikroorganizma ve enzimlerle kdmiirden gesitli
kimyasallarin 1liml1 kogullar altinda {iretilebilmesi, diisiik rankli kdmiirlerin degerlendirilmesi
agisindan umut verici goriilmektedir.

“Diisik Rankli Komiirlere Mikroorganizma (Phanerochaete chrysosporium) ve Enzim
(HRP : Horseradish Peroxidase) Etkisi“ baglikh doktora tezimin damigsmanlifin1 yapan degerli
Hocam Sayin Prof. Dr. Sabriye Piskin’e, bilgi ve tecriibeleriyle bana yol gdsterdigi ve beni
siirekli destekledigi igin, ayrica sunmus oldugu aragtirma-gelistirme olanaklarindan
faydalanma firsatim1 tanidi1 i¢in sonsuz tesekkiirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Doktora tezimin deneysel kisimlarinda ¢galigmalarima y&n vererek, bilgi ve tecriibeleriyle bana
yol gosteren ve destek olan degerli Hocam Sayin Prof. Dr. Huriye Kuzu’ya sonsuz
tesekkdirlerimi ve saygilarimi sunarim.

Deneysel ¢aligmalarimin mikroorganizma liretim boliimiinde bana yardimci olan, Saymn Yrd.
Dog. Dr. Aysegiil Peksel’e ¢ok tesekkiir ederim. Numunelerimin GC-MS analizlerini yapan
Kimya Yik. Miih. Arzu Palanttken’e, tane boyutu dagilim analizlerini yapan Saym Dr.
Mustafa Kara’ya, elementel analizlerinin yapilmasinda yardimer olan ERDEMIR
caliganlarina, SEM analizlerini yapan Uzm. Polat Topuz’a, kdmiir numunelerinin deneysel
alismalara hazirlanmasmda yardime: olan Kimya Mith. U. Banu Sanalioglu’na ve tezimin
hazirlanmas: agamasinda yardimei olan Dr. Miih.Ozlem Celik’e ¢ok tesekkiir ederim.

Destegi ve ilgisiyle hep yamimda olan deZerli esim Mak. Miih. Memduh Mekin Elbeyli’ye,
hayatimin her ddneminde bana destek olan sevgili annem Asuman Yakar, babam Maden Yiik.
Miih. Siileyman Yakar ve kardesim Mak. Miih. Biinyamin Yakar’a sonsuz sevgilerimi ve
tesekkiirlerimi sunarim.
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OZET

Komiiriin biyolojik kdkenli olmasi, yapisinin pargalanmasi ya da depolimerize edilmesinde
mikroorganizma ve enzimlerin kullamldigi mikrobiyal yéntemlerin faydali olacagim
diisiindiirmektedir. Mikrobiyolojik yontemlerle komiir isleme, daha az enerji gereksinimi,
yiiksek verimle ¢alisma, biyolojik reaksiyonlarin diisiik sicaklikta (25-75°C) ve atmosfer
basincinda yiiriitiilmesi agisindan olduk¢a avantajli goriilmektedir.

Bu calismada, diisiik rankli k&miirlerin mikroorganizma (Phanerochaete chrysosporium)
etkisiyle sivilagtirilmasi ve elde edilen iiriinlerin kimyasal yapilarinin aydinlatiimasi
amaglanmigtir, Ayrica linyitten ekstrakte edilen hiimik asidlerin HRP (Horseradish
peroxidase) enzimiyle depolimerizasyonu ve enzimatik etkinin yapida meydana getirdigi
degisimler incelenmistir.

Bu amagla, Tirkiye’nin farkli kémiir boélgelerinden (Bolu-Himmetoglu, Bursa-Kestelek,
Konya-Ilgin, Kiitahya-Seyitémer ve Mugla-Yatagan) alinan linyit numuneleri nitrik asidle
(8 M HNOs) kimyasal oksidasyon tabi tutulmustur. Oksidlendirilmis numuneler, petri
kaplarinda iiretilen mikroorganizma ortamina konularak sivilagtirilmigtir. Elde edilen sivi
tirlinler santriifiijlenerek ¢dzelti ve ¢okelti kisimlarina ayrilmig ve kimyasal &zellikleri UV-
Vis, FTIR ve GC-MS teknikleriyle incelenmistir. kinci boliimde, Bolu-Himmetoglu linyiti
hidrojen peroksit (% 4 H,0,) ve nitrik asidle (% 30 HNOs) ayr1 ayn oksidlendirilmis, oksidli
numunelerden hiimik asid ekstraksiyonu yapilmigtir. Ekstrakte edilen hiimik asidler
mikroorganizma etkisiyle sivilagtillmig ve firlinler UV-Vis, FTIR ve GC-MS teknikleriyle
analiz edilmistir. Ugtincii béliimde ise hiimik asid numuneleri substrat olarak kullamlmis ve
HRP enzimiyle reaksiyona sokulmustur. Reaksiyon bitiminde ¢ozeltiler santriifiijlenerek
cozelti ve ¢okelti fraksiyonlarina ayrilmig ve her bir fraksiyon FTIR spektoskopisiyle
incelenmistir.

Mikroorganizmanmin oksidlendirilmis komiir numunesinde azot ve karbonil/karboksil
gruplarina etki ettigi, olusan siv1 iiriinlerin suda tamamen ¢dziinen aromatik yapih bilesiklerin
bir karigimi oldugu ve polar 6zellik tasidid tespit edilmistir. Enzimle yapilan denemelerde ise
enzimin yapida depolimerizasyona yol agtifs en fazla etkinin ham linyitten ekstrakte edilen
hiimik asidlerde oldugu sonucuna varilmisgtir. HRP enziminin hiimik asit molekiillerinin
oksidasyonuna ve yapida ¢esitli gruplarin olusumuna yol agti1 belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Mikroorganizma, enzim, linyit, hiimik asid, sivilasma,
depolimerizasyon.
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ABSTRACT

The biological origin of the coal indicates that microbial methods including microorganisms
or enzymes may be beneficial in the degradation or depolimerization of its structure. It has
been observed that processing of coal by microbial methods is more advantageous because its
requires low energy, high yield and because biological reactions occur at a low temperature
(25-75°C) and atmospheric pressure.

The aim of this study is the liquefaction of low-rank coals by microorganism (Phanerochaete
chrysosporium) and the investigation of the chemical structure of the obtained products.
Besides, depolimerization of humic acids extracted from lignite by HRP enzyme
(Horseradish peroxidase) and the changes occured by enzymatic effects in structure are
investigated.

For this purpose, low rank coals taken from coal regions (Bolu-Himmetoglu, Bursa-Kestelek,
Konya-Ilgin, Kiitahya-Seyitomer ve Mugla-Yatagan) were oxidized by nitric acid (8 M
HNO;). Oxidized lignite samples were liquefied by putting on microorganisms grown on petri
dishes. The obtained liquid products were separated as supernatant and precipitated via
cenrifugation and their chemical properties were determined by UV-Vis, FTIR and GC-MS
techniques. In the second part, Bolu-Himmetoglu lignite was oxidized separately by
hydrogen peroxide (% 4 H,0,) and nitric acid (% 30 HNO;) solutions and then extraction of
humic acids were carried out from the oxidized samples. Extracted humic acids were liquefied
by microbial effects and the liquid products were analyzed by UV-Vis, FTIR and GC-MS
techniques. In the third part, extracted humic acids were used as substrate and were reacted
with HRP enzyme. At the end of the reactions, solutions were separated as supernatant and
precipitate via centrifugation and each of fractions were analyzed by FTIR spectroscopy.

It was determined that microorganism effected on the nitro and carbonyl/carboxyl groups in
oxidized coal, that liquid products have same properties and are completely soluble in water
as a mixture of aromatic compounds and have polar properties. The experiments carried out
with enzymes were demonstrated that the most effect is found in humic acids extracted from
raw lignite. It was determined that HRP enzyme was brought about the oxidation of humic
acid molecules and that some various groups in humic acids also occurred.

Keywords: Microorganism, enzyme, lignite, humic acid, liquefaction,
depolymerization.

XV



1. GIRIS

Diinya niifusundaki hizli artiga ve endistriyel kalkinmaya bagl olarak ortaya ¢ikan enerji
gereksinimi, yeni kaynaklarin aragtinlmasini ya da var olan kaynaklarin daha verimli
kullanilmasini zorunlu hale getirmistir. Giinlimiizde, diinya enerji gereksiniminin % 80’i
komilir, petrol ve doZalgaz gibi fosil yakitlardan karsilanmakta, kémiir birincil enerji kayna@i
olarak yerini korumaktadir (Yildinnm ve Gollti, 1998).

Tirk linyitlerinin % 68’1 distik 1s1l degere sahip olup, nem, kiil ve kiiklirt igerikleri yiiksektir.
Kirilgan bir karaktere sahip olduklarindan tiretim, hazirlama, tasima ve depolama esnasinda
tozlagma oranlar1 % 30-40’lara ulagsmakta, bu oran uzun stireli depolamada, nem kayb1 ve
oksidasyonunda etkisiyle, % 60’a kadar g¢ikmaktadir. Toz-par¢a kdmiir karigiminin klasik
1zgarali yakma sistemlerinde yakilmas: halinde, toz komiirlin tam bir yanmaya ugramadan
hava ile siiriiklenerek bacadan gikmasi, gevre kirlili§i yaratmanin yani sira yenilenemeyen bir
enerji kaynaZinin da kaybina yol agmaktadir. Nem igeriklerinin % 50’ye varmasi,
tasimacilikta yiikksek maliyete yol agmakta, buhar haline gegen nem, yakma sistemlerinde
onemli Slglide enerji kaybina neden olmaktadir. Ayrica, Tilirk linyitlerinin toplam kiikiirt
icerikleri diinya ortalamasinin ¢ok lizerindedir. Bilindigi gibi linyit yakilmasi sonucu olusan
kiikiirt dioksit, atmosferdeki en 6nemli kirleticilerden biridir (Beker vd., 1998).

Komiir kullanimi, tagimm, yanma ve g¢evre Kkirliligi agisindan birtakim problemleri
beraberinde getirdiginden, kdmiirlin gaz ve siv1 yakitlara doniistiiriilerek kullanilmasi, 6nem
ve gereklilik kazanmigtir. Komiirtin kok, gaz ve sivi Urlinlere doniigtiiriilmesi, elde edilen
iirlinlerden daha fazla yararlanilmasi, déniisim veriminin arttiriimasi ve gévre etkilerinin

azaltilmas: igin birgok bilimsel ve teknolojik ¢aligma yapilmaktadir.

Komiiriin sivilagtirllmas: ve gazlagtinnlmasinda kullanilan klasik yontemler, genellikle
komiiriin temizlenmesini takip eden, yiiksek sicaklik ve yiiksek basincin kullamildig bir seri
kimyasal prosesi ve ayirma iglemini igermektedir. Bu agamalar, siirekli reaksiyon kontroliinii
gerektirdiginden, yliksek sermaye ve operasyon maliyetine sahip olduklarindan, prosesleri
ekonomik olmayan bir hale sokmaktadir (Klein, 1999).

Maliyet artis1 ve gevre sorunlar1 kdmiir déniiglim proseslerinde yeni teknolojilerin geligimini
gerekli kilmigtir. 1980°’li yillarin baginda, biyolojik temelli sistemlerin, fosil yakitlarm
islenmesinde kullanilmasi, kdmiir {izerine yapilan bilimsel galiymalarin nemli bir kismim
olusturmus ve kémir islemede biyoteknolojik ySntemlerin kullanimy, alternatif bir yol olarak
se¢ilmigtir (Catcheside ve Ralph, 1999).
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Kémiiriin biyolojik kékenli olmas: yapisinin mikrobiyolojik y&ntemle pargalanabilecegini
diistindiirmiigtiir. Mikrobiyolojik yontemlerle kémiir doniligimii, enerji kaybmnin azhf ve
biyolojik reaksiyonlarin diisiik sicaklik (25-75 °C) ve atmosfer basincinda yiiriitiilebilir olmasi
bakimindan oldukg¢a avantajli gériilmektedir (Bagaran, 2001).

Komiir biyoteknolojisi, kdmiirden kiiklirtiin ve bazi metallerin uzaklagtirilmasina yonelik
biyodestilflirizasyon ve biyoli¢leme, diigiik molekiil agirlikh organik madde {iretimine y6nelik
biyosivilagtirma / biyog¢bziindlirme, biyodepolimerizasyon, metan eldesine yonelik
biyogazlagtirma gibi ¢egitli alanlar1 kapsamaktadir (Srivastava vd., 1989).

Mikroorganizma ve enzimler aracilifiyla komiiriin islenmesi {izerine yapilan son ¢aligmalar,
daha az enerji gerektiren biyosivilagtirma, biyog¢dzlindiirme ve biyodepolimerizasyon iizerinde
yogunlasmistir (Basaran, 2001).

Biyosivilagtirma ¢aligmalarinda ele alinan mekanizma, funguslarin drettigi enzim ve
kelatlarin, kdmiir makromolekiiliindeki aromatik yapilar arasinda bulunan alifatik ve eter
baglarina etki ederek, onlari koparmalarna dayanir (Fakoussa ve Hofrichter, 1999).
Biyosivilagtirma, kémiirlin mikroorganizma vasitasiyla kati halden sivi hale getirilmesi yani
fiziksel bir hal degisimi olarak tanimlanirken, biyodepolimerizasyon ise enzimler vasitasiyla
gergeklesen ve katalitik reaksiyonlarin s6z konusu oldugu reaksiyon olarak tanimlanmaktadir.
Biyodepolimerizasyon, kdmiirden elde edilen, heterojen yapida olan ve polimerik &zellik
tagiyan kémir tirevli hiimik asitlerin, in vitro (mikroorganizma aracihfiyla) ve in vivo (enzim

aracilifryla) kosullarda pargalanmasina dayanir (Klein, 1999).

Biyo¢oziindlirme, biyosivilagtirma ve biyodepolimerizasyona iligkin galigmalarin birgogunda
komiirin alkalide ¢6ziinlir kismina etkiden sozedilir. Alkalide ¢6ziinmeyen matriks, yiiksek
molekdil agirlikl aromatik yapilarin birbirine baglanmas: ile olugtugundan biyolojik etkinin
zor olacag distiniilmiistlir (Fakoussa ve Hofrichter, 1999).

“Filamentous” funguslar tarafindan kati1 kémiir pargaciklarinin siyah renkli damlaciklar haline
doniismesi ilk kez 1981°de Dr. Fakoussa tarafindan ¢ahgilmistir (Fakoussa, 1981).
Coziindiirme olarak adlandirilan bu ¢aligma, alkalin maddeler (NH3, biyolojik tiirevli aminler)
ve kelatlanin Uretimi nedeniyle enzimatik olmayan bir proses olarak tanimlanmigtir. Oksidatif
enzimlerin (fenoloksidaz, lakkas, peroksidaz) ¢oziindlirme proseslerinde etkin olmadig buna
karsin, hidrolitik enzimlerin (esteraz, selliilaz) linyitlerin biyolojik ¢8ziindiiriilmesinde etkin
olduklari ileri stiriilmiigtlir (Klein, 1999).



Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor, Penicillium, Trichoderma atroviride,
Fusarium oxysporium, Nematoloma frowardii, Clitocybula dusenii ve Trametes versicolor
gibi lignin bozucu funguslar, kdmiirli ¢ozlindlirmekte ve Urettikleri baz1 enzimler vasitasiyla
da makromolekiilleri depolimerize etmektedirler. Onceki paragrafta verilen goriisiin aksine
Phanerochaete chrysosporium’dan elde edilen mangan peroksidaz ve lignin perokidaz
enzimlerinin, kovalent baglara etki ettifi ve depolimerizasyonda 6nemli rol oynadif: iddia
edilmigtir. Lignin bozucu diger bir fungus olan Trametes versicolor’dan tiretilen peroksidaz
ve lakkas enzimleri ile yapilan ¢aligmalarda, bu enzimin kémiir tiirevli hiimik asidleri
pargalayarak flilvik asidlere doéniistiirdiigii belirlenmigtir (Klein, 1999).

Bu ¢alismada, diigtik rankh komiirlere mikroorganizma (Phanerochaete chrysosporium, DSM
No. 6909) ve enzim (Horseradish peroxidase, EC. 1 11 1 7) etkisi aragtiriimigtir.

Cahgmanin birinci bdllimiinde, Bolu-Himmetoglu (BO-HI), Bursa-Kestelek (BU-KE),
Konya-Ilgmn (KO-IL), Kiltahya-Seyitsmer (KU-SE) ve Mugla-Yatafan (MU-YA) linyit
" numuneleri, nitrik asidle oksidlendirilmig ardindan mikroorganizma etkisiyle sivilagtirilmigtir.
Elde edilen sivi Urlinler santriiflijleme yoluyla ¢ozelti ve ¢okelti kisimlarina ayriims,
kimyasal yapilan, FTIR ve GC-MS teknikleriyle incelenmistir. K6miir ¢6ztintirligi UV-Vis

spektrofotometresiyle belirlenmigtir.

ikinci boliimde Bolu-Himmetoglu (BO-HI) linyiti hidrojen peroksit (% 4 H,0,) ve nitrik
asidle (% 30 HNO;) ayn ayn oksidlendirilmis ardindan alkali muamele yapilarak hiimik
asidler ekstrakte edilmigtir. Ham ve oksidlendirilmis numunelerden elde edilen hiimik asid
numuneleri (HA-H, HA-P, HA-N) mikroorganizma etkisiyle sivilagtinlmigtir. Elde edilen stvi
tirlinler santriifiijleme yoluyla ¢6zelti ve ¢tkelti kisimlarina ayrilmig, kimyasal yapilan, FTIR
ve GC-MS teknikleriyle incelenmigtir. Coziintirliikleri UV-Vis spektrofotometresiyle

belirlenmistir.

Uglincli bsliimde ise hiimik asid numuneleri (HA-H, HA-P, HA-N) HRP enzimiyle (30, 60,
120 pL) farkl: siirelerde reaksiyona sokulmus, reaksiyon bitiminde ¢dzeltiler santriifiijlenerek
¢Ozelti ve ¢okelti kisimlarina aynlmig, yapida meydana gelen degisimler FTIR

spektroskopisiyle incelenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1 Komiiriin Olusumu

Ko6miir, bitki kalintilarinin, milyonlarca yili kapsayan bir siirecte ve degisik jeolojik kogullar
altinda, fiziksel ve kimyasal etkilerle defisime ugramasi sonucu olusmus, organik (maseral)
ve inorganik (mineral) maddeleri igeren, yanabilir organik bir kayagtir (Van Krevelen, 1961;
Bend, 1992).

Komiir olusumu, biyokimyasal ve jeokimyasal olmak t{izere iki evreyi kapsar. Birinci evre,
fungus ve bakteri faaliyetlerinin fazla oldugu biyokimyasal evre, ikinci evre ise biyokimyasal
asamanin bitisinden itibaren baglayan, sicaklik, basing, zaman gibi parametrelerin Snem
kazandif1 jeokimyasal diyajenez evresidir. Ikinci evrede, organik yapida, oksijen, azot ve
hidrojen azalirken, komiir bilesiminde metan, karbondioksit ve su agiga ¢ikar. KSmiirlin
organik yapisini olusturan maseraller en ¢ok bu evrede etkilenir (Kavugan, 1998).

Turbanin, linyit, altbitimlii (subbitiimlit) kémiir ve bitlimlii kémiir asamalarindan gegerek
antrasite ve metaantrasite donlismesi kdmtirlesme olarak ifade edilmektedir (Sekil 2.1)
(Speight, 1994).

Hiimatlar Aerobik Tarba
Anaerobik

o,

BiLESIM
AGSo (uru killsilz temelde)

LiNvYiT

IR B B B A N

AGAC

Anaerobik

BIiTOMLU KOMOR

Sekil 2.1 Kémiirlesme siireci (Speight, 1994)



Turba, bir kémiir olmamakla birlikte kdmiir olusumunun (kémiirlesmenin) ilk evresini
olusturur. Turba olusumu sirasinda, bitki kalintilari, havanin oksijeni ile temas etmeyecek
sekilde, kil vb. inorganik madde birikimleriyle kaplanir. Tabakalar halindeki bu kaplanma,
bitkisel materyalin, havanin serbest oksijeni ile par¢alanmasini, dolayisiyla, CO, ve H,O
olusumunu engeller. Turbalikta ¢okelen organik maddelerin, bakteri faaliyetleri sonucunda,
hidroliz, oksitlenme ve indirgenme siireglerini igeren biyokimyasal degisimlere ugramasi,
turba olusumunu baglatir. Olusum sirasinda, Once organik maddelerden hiimik asitler
meydana gelir. Hiimik asidlerin asidik karakterlerini kaybetmesi sonucu hiiminler olusur.
Hiimin ve bozunmakta olan organik madde (odun), turba olarak isimlendirilir. Turbadan,
yumusak kahverengi komire veya linyite, dereceli bir gegis bulunmaktadir. Turbay: diger
komiirlerden ayirmak i¢in nem, karbon, serbest seliiloz icerigi, kesilebilme gibi baz
parametreler kullamlir. Altbitlimli kdmiir agamasinin baglangicindan sonra organik maddenin
degisimi ¢ok hizli olur ve bu proses metamorfizma olarak ifade edilir. Bu olay, karbon
igerigindeki artig, fonksiyonel gruplarin degisimi, ¢esitli molekiiler yapilarin degigimi,
hidrojen ve oksijenin kombinasyonundan kaynaklanan suyun kayb: gibi etkenleri beraberinde
getirir ve kalintilarin bilesimlerinde degisimlere yol agar. Bu agsamada, oksidasyon
reaksiyonlarinin olugumu tamamen zayif kalmaktadir. Belirli bir jeolojik zaman igerisinde,
artan sicaklik ve basing etkisiyle olusan bir dizi fiziksel ve kimyasal degisimler sonucu,
komiirlesme derecesi (rank) artar ve turba sirasiyla linyit, altbitiimlii kdmiir, bitimlti kémiir
" ve en son agamada antrasit ve metaantrasite dontiglir (Karayigit ve Koksoy, 1998) (Sekil 2.2).

MO CH:—

Orta Bitiimld Komiir

HO CHOH

\\\C'O

e
2
\cu-? % CHaUCHZ0H

e CH 2... | rCHg
COOH
‘O Yilksek Ugucnlu
Bittunti KBmiir Linyit
OH

Sekil 2.2 Kémiirlesme derecesi (rank) ve kimyasal yap: arasindaki iligki
(Herbert vd., 1990)



Komiirlesme derecesi (rank), ¢ogunlukla, kimyasal parametreler (karbon, oksjen, hidrojen, ve
ucucu madde) ve 1s1l deger ile optik Szellikler (6rnegin, vitrinitin yansitiimasi) kullanilarak
belirlenir. Nem igerigi, kémiirlesmenin baglangi¢ agamasinda hizlica azalir ve azaldik¢a 1s1l
deger aym oranda artar. Nem igerifindeki azalma, biiyiik oranda g6zenekliligin azalisiyla ve
daha az oranda hidroksil gruplarinin bozunmasiyla iligkilidir (Karayigit ve Koksoy, 1998).
Ko6miirlerde zamanla oksijen azalmas: ve hidrojen miktarinin nispeten sabit kalmasi, oksijenin
komiir biinyesinden karbondioksit olarak atildigim1 g6sterir. Kémiirlesme ilerledikge
karbondioksit ile beraber, hidrojenin azalmasina neden olan hidrokarbonlar da olugur.
Komiirlesme derecesi arttikga siibstitue gruplar (OH, COOH, CHj) uzaklagir, aromatik
¢ekirdek bityiir (Stach vd., 1975).

2.2 Komiirlerin Smiflandinnimasi

Ko6miiriin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, kdmiirlerin simflandirilmasinda, kémiir kalitesinin
ve potansiyel kullamm alanlarimin belirlenmesinde kullamilir. Bilimsel simiflamalarda,
komiirlerin daha ¢ok elementel 6zellikleri (karbon, oksijen ve hidrojen igerikleri) gbz 6niinde
tutulur (Cizelge 2.1). Ulkemizde komiirler; turba, linyit, tagk6miirli ve antrasit olarak
siniflandiriimaktadir (Cizelge 2.2). Ticari kémiir simiflamasinda ise en gok kullamlan, ASTM
" komiir simiflamasidir (Karayigit ve Koksoy, 1998).

Cizelge 2.1 Cesitli ranktaki komiirlerin baz1 6zellikleri (Herbert vd., 1990)

Komponent Linyit  Altbitiiml{i Bitlimli Antrasit
Karbon (mineral madde yok) 67-72 72-76 76-90 93
Oksijen 20 18 3-13

-COOH seklinde oksijen 13-10 57 0

-OH seklinde oksijen 15-10 12-10 1-9

Aromatik karbon atomlar

(Toplam C’nun % si) 50 65 70-90 90-95
Her katmanda bulunan ortalama

benzen halkasi 1-2 ? 2-5 25
Ugucu Madde 40-50 35-50 10-46 10

Reflektans (vitrinit) 0.2-0.3 0.3-0.4 0.5-1.8 4




Cizelge 2.2 Cesitli ranktaki kémiirlerin yapisal 6zellikleri (Couch, 1990).

... | Aromatik
Komilr Karbon Monomer Yapilan Capraz Baglarin Ozellikleri
Sinift %)
Kii¢lik, cogunluk O-igeren tek Cogunlukla H-baglari, bazi
o halkalaradan meydana gelmis (-COOH, |[COO-Ca-O0C’de oldugu gibi
Linyit 130501 01 .OCHS), yaklasik her 3-4 karbona 1 | iyonik baglar, az miktarda
oksijen. alifatik bag, jele benzer yapi.
Cogunlukla tekli halkalar, halka Hidrojen baglan ve muhtemelen
_élt . 60 6nlerinde O-gruplar1 (-COOH, -OH), 5-6 | eter baglarinin karigimi; bazi
Bitimld karbona 1 oksijen. alifatik baglar.
Yogun halkali sistemlerin karigimi, Capraz bagh alifatik ve eter
Bittimli tekli halkalar ¢ok sik; 9 karbona 1 baglarinin karigim,
A 70 oksijen atomu, 6zellikle -OH grubu.
Biiytik halkalarin miktarinda artis. 12 | Cogunlukla alifatik tip, bazen
B karbona 1 oksijen atomu, 6zellikle -OH | bifenil tiirii baglar
75-80 | grubu. Reaktif olmayan alifatik
C Aromatik halkalarin yogunlugu daha |képriiler, bifenil tiiri baglar.
sik, nadir O-gruplar; 20 karbona 1
oksijen,
Grafitte oldugu gibi asir1 sekilde Hemen hemen hepsi i¢ i¢e
. yogun haldeki aromatik halkalar, O- girmis halde aromatik baglar,
Antrasit 95

fonsiyonalitesi ¢ok az, 100 karbona 1
oksijen.

2.3 Komiiriin Kimyasal ve Molekiiler Yapisi

2.3.1 Komiiriin Organik Bilegenleri

Organik tortul bir kaya¢ olan komiir, hem organik hem de inorganik bilesenleri igerir. Bu
nedenle degisken Ozelliklere sahip heterojen bir madde 6zelligi tasimaktadir. Kdmiirlerin

baglangic maddesi olan bitki kalintilarinin olugtuklari jeolojik dénemler arasindaki iklimsel
farkliliklar, dolayisiyla ortamlarin asitlik, alkalinite ve oksijen igeriklerindeki farkliliklar,

sicaklik ve basing degigimleri, mikrobiyal kosullar, kdmiir bilesenlerinin kimyasal yapilarimn

olusumlarinda dnemli bir rol oynamaktadir (Speight, 1994).




2.3.1.1 Kémiiriin Biyokimyasal Yapitaglar:

Komiir olusumunun temel maddesi olan bitkiler, lignin, karbohidrat, protein, lipit, vaks,
regine, hidrokarbon ve Cizelge 2.3’de belirtilen gesitli polimerleri igerir (Speight, 1994).
Genel formiili, C,(H,0), olarak gésterilen karbohidratlarin baginda, fritktoz, nigasta,
hemiseliiloz ve selilloz gelmektedir (Kavugan, 1998).

Cizelge 2.3 Bitkilerde bulunan polimer tipleri (protein haricinde bulunan makromolekiiller)

(Speight, 1994)

Polimer Yapisal Karakter Bitki Dokusu
~Lignin Amorf ii¢ boyutlu alkil-fenolik Agac
a-Seliiloz Bolgesel kristalin B-1 4 glukan Bir¢ok dokuda

Hemiseliiloz ~ Cesitli seker polimerlerin karigiminda; Agag
monomerler uronik asit icermekte

Suberin Fenolik asit ile wuzun zincirli fatty Agac kabugu ve agag kokleri
asitlerinin kopolimeri
Kitin w-hidroksi fatty asitlerinin polimerleri Yaprak sap veya govdede
bulunan list zar

Sporopollenin  Karotenoidler ve fatty asitlerin kopolimeri Spor ve polenler

Flavolans Kondense tannins, polifenoliklerin Yaprak hiicrelerinde ve baz1 k6k
¢oziinmeyen polimerleri hiicrelerinde

Lignin, yiiksek molekiil agirligina sahip heterojen yapili aromatik bir polimerdir (Haddock ve
Ferry, 1990). Lignin, tannin ve benzeri bilesikler, fenolik yapilaniyla, 6zellikle yliksek
bitkilerin 6nemli biyokimyasal yapitaglarindan olup, turbalardaki aromatik bilesiklerin
baslangi¢ maddesi olarak kabul edilir (Sekil 2.3) (Kavugan, 1998; Speight, 1994; Gold vd.,
1989).

Lignin hiimik asidlerdeki aromatik bilegiklerin baslangi¢ maddesi olarak kabul edilir. Lignini
olusturan monomerik yapilar ve ligninde yer alan gesitli tipteki baglar Sekil 2.4 ve 2.5°de
gosterilmektedir (Masuka, 1992).
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Sekil 2.3 Lignin yapis1 (Gold vd., 1989)
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Sekil 2.4 Ligninde bulunan monomerik tiniteler (Masuka, 1992)

L

-

Difenil tip

O wrim )

Internilkleer alifatik tip

A Y-
OO

5 - CHyO-CHy,—

»

——d
eter tip

Sekil 2.5 Ligninde bulunan gesitli tipteki baglar 1. koniferli alkol, 2. sinapli alkol, 3.
p-koumarli alkol (Masuka, 1992)
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Bitkilerin kisa siireli enerji ihtiyacim kargilayan friikktoz ve amilopektin ile amiloz karigim
olan nigasta, bitkilerin oliimleri sonrasinda, ortamdaki suyun etkisiyle kolay hidrolize olan
bilesiklerdir (Sekil 2.6).

Hemiseliiloz ve seliilozlar, degisik miktarlardaki monosakkarit tinitelerinin birlesmesi
' sonrasinda ortaya ¢ikan homo veya heteropolisakkaritler halindedirler ve bunlarin biiyiik bir

kismi hiicre duvarlarinda yer alir.

CH,O0H

-

Sekil 2.6 Seliiloz (I) ve nigastanin (II) basitlestirilmis yapis1 (Speight, 1994)

Seltilozun, turbalarda, serbest halde bulunmalar, turba ve linyitin ayrilmasinda tammlayici
parametre olarak kullamlir. Yapilardaki oksijen k&priileri nedeniyle, molekiiler yapinin
dayaniklili1 artmakta, bu yapilardan dolayi, bitkiler 6ltimleri sonrasinda da uzun siire
ayrismadan kalabilmektedir (Kavusan, 1998).

Proteinler, organizmalarda azot igeren bilesiklerdir. Yapilarinda, a-amino asitler, genis bir
spektrumda gozlenir ve polipeptitler seklinde oldugu gibi asiklik bilesikler seklinde goriiliir.
Proteinlerde sekerler gibi kolaylikla hidrolize olan bilesiklerdir (Sekil 2.7) (Kavusan, 1998).

H o) R’ H
| i 5 . ff
N T c c N
7 N ” \N/I\c/ \c/ N
l M I
ﬂ H O Rn‘
I
AMID BAGLARI

Sekil 2.7 Protein (peptid) zincirinin bir bslimi (Speight, 1994)
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 Lipitler, organizmanin Urettifi organik bilesikler olup, suda ¢dziinmeyen ancak, degisik
¢oziicillerde ¢oziinebilen bilesiklerdir. Trigliserid olan yaglar, alifatik karboksilik asitler
seklinde, alkol ve yag asitlerinin reaksiyonlart sonucu olusurlar. Genel olarak, (Ci2-Cse)
arasinda olanlari, yag asitlei ve hayvansal hiicrelerde doymus (alkanoik asitler)
hidrokarbonlar; (C1s-Cg) arasinda olanlar ise bitkisel organizmalarda doymams (alkenoik
asitler) hidrokarbonlar seklindedir. Cofunlugu ise 18 karbonlu alifatik hidrokarbon
yapisindadir. Fosfolipitler, fosforik asit ve yag asidi ihtiva eden bilesikler halinde tlim

organizmalarda bulunurlar (Kavusan, 1998).

Mumlar ve benzeri bilesikler, yag asitlerinin, enzim etkisi ile biyokimyasal sentezlenmesi
soncu olusan ve bitkilerde uzun zincirli n-alkanlar geklinde gézlenen bilesiklerdir. Kiitin,
hidroksi yag asidi olup genellikle, bitkilerin yaprak ve koklerindeki koruyucu dokularda gok
sayida goriilmektedir (Speight, 1994; Kavusan, 1998).

2.3.1.2 Kémiiriin Petrografik Bilegenleri

Petrografik incelemeler, kémiirlerin, farkh kdkenli bitkisel maddelerden meydana gelmig olan
organik maddelerin (maserallerin), giderek artan komiirlesme siirecinde, homojenleserek
degisime ugradiklan sonucunu ortaya koymustur. Komiirlerin mikroskopla goriilebilen

vitrinit, liptinit ve inertinit olmak {izere {i¢ ayr1 maseral grubu vardir.

Vitrinit grubu, lignoselillozik dokulan igerir ve bunlar kémiirlin olugtugu donemdeki bitki
kokleri, dallar ve g6vdelerden kaynaklanir. Vitrinit grubu maseraller igin en O6nemli
tammlayict optik ozellik, renklerinin gri olmasidir. Vitrinit, alifatik gruplar tarafindan
cevrelenmis aromatik ¢ekirdeklerden olusan gesitli hiiminlerin bilegimidir. Bu grup % 81.5-
91.2C,% 5.15-4.55H ve % 2 - 11 O igerir.

Liptinit grubu, temelde, bitkilerin yag, mum, regine ve sporlarindan olugur. Bu grup
maseraller, optik olarak, diigiik yansitma, yansiyan 1sikta siyah ve siyah-gri, floresans 1s1kta
ise yesil-sar1 ve kahverengi-kirmiz rengiyle karakteristik 6zellik tagir. Liptinit grubu, sporinit,
kiitinit, rezinit ve alginit maserallerini igerir. Sporinit maserali, % 60 - 80 C, % 5.0 - 7.5 Hve
% 6 - 8 O vardir. Rezinitlerin kimyasal yapilarinda ise %77 - 85 C, % 8.2 - 11.0 H ve
% 2.7-13.0 O vardur.
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Inertinit grubu, vitrinit grubunda oldugu gibi ¢ok ince veya daha az &gutlilmiis dokular igerir.
Bu parcaciklar, depolanmalarmin ilk yillarinda oksijen, mantar, ve aerob bakteriler tarafindan
etkilenmiglerdir. Yansiyan igikta beyaz renklidir. Bu grupta, fusinit, makrinit, mikrinit,
sklerotinit ve semifusinit maseralleri yer alir (Vayisoglu, 1993).

2.3.2 Koémiiriin inorganik Bilesenleri

Koémiirler, organik kayaglardir ve organik bilegiklerin yaninda inorganik bilesiklerde igerirler.
Inorganik bilesikler, k&mirler yakildiktan sonra arta kalan ve kil olarak adlandirilan
bilesiklerdir. Kiil ile kdmiiriin i¢erisinde yer alan inorganik bilesikler arasinda, kimyasal ve
mineralojik ac¢idan farkliliklar vardir. Kémiirdeki inorganik bilesikler, genel olarak oksitli,
stlfuirlii, siilfath, karbonatli, fosfatli ve elementel bilegikler seklinde gruplandirilir. Kémiir
icerisinde bulunan inorganik mineraller, kimyasal bilesime bagli olarak mineral gruplan

seklinde genellestirilmigtir (Kavugan, 1998).

2.3.3 Kémiirde Bulunan Heteroatomlar

Azot, oksijen, kiikiirt gibi heteroatomlar, kémiir yapisinin aydinlatilmas: kadar kdmiiriin
doniisiim proseslerinde de olduk¢a $nem tagir, Kémiirde bulunan heteroatomlar, fonksiyonel
gruplar seklinde sergilenmektedir (Sekil 2.8) (Speight, 1994).

Oksijen Azot Kiikiirt
ArOH
0
ArC*~0H ArCN
AOR ArSR
~C~0-C~ ~C—§~C—

Sekil 2.8 Kémiirde bulunan kiikiirt, oksijen ve azot bagh fonksiyonel gruplar (Speight, 1994)
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Karbon ve hidrojen, kdmiirde hem organik hem de inorganik yapida bulunmaktadir. Azotun,
genellikle bitkisel veya hayvansal proteinler, azot¢a zengin bitkiler, bitki alkolitleri ve
klorofilden kaynaklandig: kabul edilir. K6miiriin igerdigi kiikiirt tiirleri, organik ve inorganik
kiikiirttiir. Hidrokarbon yapisina bagli olarak bulunan tiim kiikiirde organik kiikiirt denir.
Inorganik kiikiirt ise, siilfat, disiilfiir ve elementel kiikiirt seklinde bulunmaktadir. Kémiirde
oksijen igeren fonksiyonel gruplar, hidroksitler (agirlikh olarak fenoller), eterler, karboksilik

asitler, karboniller, furanlar, piranlar ve esterlerdir (Merigboyu vd., 1998).

2.3.4 Komiir Molekiilii i¢in Onerilen Model Yapilar

K&miiriin makromolekiillerin birlesmesiyle olusmus organik yapis: igin ¢ok sayida molekiiler
model dnerilmistir. Yapilan ¢aligmalarda, kémiiriin gok heterojen olmasi ve yapisinin yer yer
degismesi nedeniyle gergek yapisinin higbir zaman bulunmayacagi sonucuna varilmistir

(Thomas, 1985).

Kémiir yapisindan bahsedilirken, kdmiir olusumu siiresince ¢6ziinebilir molekiil yapist
. nedeniyle hiimik asidler g6z oniinde tutulmugtur. Ancak yogun ve heterojen bir yapiya sahip
olmalan nedeniyle hiimik asidlerin de yapilar tam olarak belirlenememistir (Sekil 2.9).

Sekil 2.9 Hiimik asidin molekiiler yapis1 (Speight, 1994)

Yapilan c¢aligmalarda, kOmiirde aromatik yapilarin bulundugunu ancak sadece
polisiklik/poliniikleer aromatik tip yapilardan meydana gelmedigi belirlenmigtir. Aromatiklik
degerleri rank artisiyla beraber belirlenebilmektedir. Diigiik rankli kémiirler ve altbitlimlii
k6miirlerde aromatiklik % 40 - 50 iken antrasitte % 100°e yaklagsmaktadir.
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FTIR ve XRD teknikleri ile yapilan ¢ahgmalar sonucunda, Given (1960) tarafindan Snerilen
komiir yapisi, 9,10-dihidroantrasen temelindeki monomerlerin oldufu polimerik yapilan
kapsayan bir modele dayanmaktadir (Sekil 2.10). Bu yapida, birbirine di-hidroaromatik,
kinon, hidroksil, karbonil gruplar1 ve piridin tipi halkalarla baglanmis bir veya iki halka igeren

gruplar yer almaktadir.
H, o

c Ha
-
2 ; Hy

"

" ]

S *a M2\ He

Hat N7 Ha

Sekil 2.10 Given tarafindan komiir i¢in 6nerilen molekiiler yap: (Given, 1960)

Wiser (1975) tarafindan ileri siiriilen modelde kémiir, eter ve metilen gibi gesitli baglarla
baglanmis kiigiik aromatik halkalar igermektedir ($ekil 2.11). Bu model, zayif baglarin
kirilmasi1 sonucunda yofun aromatik sistemleri igeren kiigiik birimlerin nasil olustugu

konusunda yardimci olmustur (Wiser, 1973).

Sekil 2.11 Wiser tarafindan kémiir i¢in 6nerilen molekiiler yap: (Wiser, 1975)
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Shinn (1985) tarafindan 6nerilen modele gére komiir, polisiklik kiimeler yada salkimlar
halinde olusmus aromatik halkalarin, alifatik yapilarla birbirine baglanmast sonucu
olusmustur. Fenolik, hidroksil, kinin ve metil gruplar aromatik halkalara tutunmug
vaziyettedir (Sekil 2.12) (Shinn, 1985).

Sekil 2.12 Shinn tarafindan bitlimlii komiir i¢gin Snerilen molekiiler yap: (Shinn, 1985)

Komiirlesme prosesinin baslangi¢ adimi olan ligninin, hiimik asidlere pargalanmasi, linyit ve
kahverengi kdmiir gibi daha geng kémiirlerin yapisimin tammlanmasinda esas olarak
alinmistir (Sekil 2.13) (Wolfrum, 1983).

lignin hiimik asitler yapisal aromatik elementler

Sekil 2.13 Wolfrum tarafindan diisiik rankli komiirler i¢in 6nerilen molekiiler yap1 (Wolfrum, 1983)
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X-ray ¢alismalari, komiir molekiiliiniin, metil ve etil gibi kisa alkil siibstituentlerin olugumuna
yol agan yogun hidroaromatik ve aromatik halkali yapida oldugunu ve metilen gibi baglarla
baglanmig aromatik halkalar igerdigini gostermistir (Sekil 2.14) (Cartz ve Hirsch, 1960).
Benzer formiilasyon, Sekil 2.15°de goriildiigii gibi vitrinit i¢in, Sekil 2.16°de goriildiigi gibi
farkl: karbon igeriklerine sahip vitrinit i¢in de Snerilmigtir (Gibson, 1978; Pitt,1979).

Sekil 2.14 Kdmiiriin XRD analizlerinden yola ¢ikilarak 6nerilen molekiiler yap:

(Cartz ve Hirsch, 1960)

Sekil 2.15 % 82 C igeren vitrinit i¢in 6nerilen molekiiler yap: (Gibson, 1978)
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o)

Sekil 2.16 (&) % 80 C igeren vitrinit ve (b) % 90 C igeren vitrinit igin
dnerilen model yapilar (Pitt, 1979)

Kimyasal ve spektroskopik yaklagimlar, alkil ve heteroatom siibstituentlerini olusturan yogun
aromatik ve heteroaromatik cekirdekleri igaret etmektedir. Heteroatomlan igeren aromatik
yapilar, ikiden dokuz halkaliya kadar degismektedir (Sekil 2.17) (Hill ve Lyon, 1962).

Sekil 2.17 Yogun aromatik ve hidroaromatik ¢ekirdek agi modelindeki kémiiriin molekiiler
yapisi (Hill ve Lyon, 1962)
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Heterojen ve yogun aromatik halkali sistemlere dayali komiir yapis: gbz Onilne alindifinda
linyitten, ylksek rankh bitimlii komirlere kadar degisen cesitli yapilar igin, toplam
aromatiklige dayali molekiiler yapilar Snerilmigtir (Sekil 2.18) (Mazumdar, 1962).

Caom CHy|

wfgo
67.6%C
79.3%C

94.0%C 91.0%C

Sekil 2.18 % 68 C igeren linyitten % 91 C igeren antrasite kadar ¢esitli ranktaki kémiirler
i¢in Onerilen molekiiler yapilar (Mazumdar, 1962)

Ko6miir yapisindaki aromatik merkezlere iliskin yapilan XRD g¢aligmalari, tetrahidral olarak
baglanmis karbon atomlarinin x-ray difraksiyon bantlar1 verdigini ve bu bslgede grafit benzeri
tabaklara isaret eden yansimalarin olustugunu gdstermistir. Bu nedenle kdmiirlin 6nemli bir
- kisminin son derece kararli bir yapidaki trisikloalkan kdpriilerinden meydana gelmis salkimli
yapilardan olustugu sonucuna varilmugtir (Sekil 2.19) (Chakrabartty ve Berkowitz, 1976).

Sekil 2.19 Cesitli oranlarda karbon igeren (% 76-90 C) kdmiirlerdeki kararli yapilar

(Chakrabartty ve Berkowitz, 1976)
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Solomon (1981), 1s11 bozunma kimyasindan yola ¢ikarak komiirlin zayif alifatik ve eter
baglariyla baglanmig ve i¢ ige girmiy haldeki aromatik ve hidroaromatik halkah sistemlerden
olugtugunu belirtmigtir (Sekil 2.20) (Solomon, 1981).

//"“ / gt

Sekil 2.20 Solomon tarafindan 6nerilen molekiiler yap: (Solomon, 1981)

Haenel (1992), komiirii iki bilesenli bir sistem olarak kabul etmis ve kiigiik molekiillerin
icinde dagildif1 (¢ boyutlu ¢apraz bagl ag yapidan meydana geldigini 6ne stirerek komiir
yapisina alternatif bir yaklagim getirmigtir ($ekil 2.21) (Haenel, 1992).

Aromatikler, Alifatikler, Kilgik
Hidroaromatikler Eter Baglan Molekiiller

Sekil 2.21 Haenel tarafindan 6nerilen ve komiirii iki bilesenli sistem olarak kabul eden
molekiiler yap1 (Haenel, 1992)
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Rheinische Braunkohle, komiirde bulunan Fe™, Mg ve Ca** gibi metal iyonlarinin kdmiir
hiimatlarina iyonik olarak baglandifim 6ne siirimiigtiir (Hittinger ve Michenfelder, 1987)
(Sekil 2.22).

Sekil 2.22 Rheinische Braunkohle tarafindan 6nerilen molekiler yapi
(Hiittinger ve Michenfelder, 1987)

Cesitli arastirmacilarin kémiir yapisi igin &nerdigi model yapilar goz Oniine alindifinda
asagida belirtilen yapilarin kémiirii olusturdugu sdylenebilir.

Ko6miirde bulunan fonksiyonel gruplar;

-OH, -COOH, -C=0, -O,-N -NH, -SH, -NH,, -NH, -S, -SH, -R-S
Kopriiler;

-R-S, -O-, -(CH),-, -C-O-, -S-, -S-S-, -0O....H-0O, -CH-, -NH-.
Heteroaromatik yapilar;

Kinon, piridin, tropolen, pirol, tiyofen, furan, pirol

Aromatik halka savisi;

1-2, 1-3, 1-5, 1-4, 2-6 gibi degerler arasinda.

Temel hidroaromatik yapilarn tipi;

dihidroantrasen, 9,10 dihidrofenantrenfloren, dihdroantrasen.
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3. MIKROORGANIZMA ve ENZIM ETKiSiYLE KOMURUN iSLENMESI

K6miir, ham petrolden sonra en biiylik enerji kaynag olmasina ragmen, yanma sonucu olugan
yan iriinlerin atmosfere, topraga ve suya kangmasi g¢evre agisindan bir tehlike
olusturmaktadir. Komiirlin, 6zellikle de yakilmaya uygun olmayan diiglik rankli kémiirlerin
daha verimli bir enerji kaynagina doniitiirilmesinde kullanilmas: planlanan biyoteknolojik
yontemler, yanma sonucu olusan kiiklirt oksitler (SO, ve SQj;), azot oksitler (NO, NOy),
karbon monoksit (CO) ve hidrokarbon olusumunun 6nlenmesi agisindan $nem tagimaktadar.

1947 yilinda Thiobacillus ferroxidansin kdmiir yataklarindan izole edilmesi ile kémiir
lizerinde mikrobiyal yasamin miimkiin oldugu ispatlanmigtir. 1960’11 yillann ortalarindan
itibaren bakteri liglemesi ile metallerin uzaklagtinlabildigi belirlenmigtir. 1970°li yillarda ise
enerji krizinin ortaya ¢ikmasi, ¢alismalari enerji {iretimi igin mikroorganizma kullanmaya
yonlendirmigtir. 1960 ve 1970°1i yillarda, kdmiirii gazlagtirarak ya da sivilagtirarak temiz yakit
eldesine yonelik bircok ¢alisma yapilmigtir.

Komiiriin gaz ve siv1 {irlinlere doniistiiriilmesinde kullanilan klasik yontemler, yiiksek sicaklik
ve yiiksek basingta galisan pahali ekipmanlar gerektirdiginden, yiiksek sermaye ve yatiim
maliyeti gerektirmektedir. Kémiiriin déntstiirilmesinde kullamlan klasik ySntemlerin pahali
olusu, biyolojik proseslere ilgiyi arttirmaktadir.

Kdmiiriin biyolojik kokenli olmasi, yapisinin mikroorganizma ve enzim sistemleriyle
parcalanabilecegi ya da depolimerize edilebilecegini diglindiirmektedir. Mikrobiyolojik
yontemlerle komiiriin iglenmesi, diigiik sicakhkta (25-75°C) ve atmosfer basincinda
gergeklestirilmesi nedeniyle de oldukga avantajli gériilmektedir (Bagaran, 2001).

1980°li yillarin baglarindan itibaren, fosil yakitlarin mikroorganizma ve enzim vasitasiyla
islenmesine y6nelik ¢aligmalar giderek artmigtir. Komirden faydalh kimyasallarin
biyoteknolojik uygulamalarla {iretimi, diigilk rankli k&miirlerin yanma disginda da
degerlendirilmesi yoniinden oldukga fayda saglayacaktir (Wang vd., 1990; Reed, 1990).

Biyoteknolojik agidan bakildiinda komiir kararli, heterojen ve karmagik yapisi nedeniyle
mikroorganizma aracilifiyla bozundurma igin pek uygun olmayan bir substrat Szelligi
tasimaktadir (Couch, 1990). Porozitenin az oldugu kimyasal yapisi ve smurli sayidaki
fonksiyonel gruplar biyobozunma agisindan zorluk ¢ikarmaktadir.



23

Bu nedenle biyolojik etkinin bozunmay: saglamasi ya da hizlandirmas: igin oksidasyon gibi

cesitli 6n iglemlerin ve kimyasal yontemlerin komiire uygulanmas: zorunlu hale gelmistir.

En basit ototropik bakterilerden “filamentous” funguslara kadar ¢ok ¢esitli tlirde
mikroorganizmalar bu amaca yodnelik kullanilmigtir. Ototropik bakterilerin, kmiiriin mineral
madde ve kiikiirt igeriginin azaltilmasinda etkin oldugu, bazi bakteri ve funguslarin ise

kémiiriin sivilastinlmasi ve gazlastinlmasinda etkin oldugu belirlenmigtir (Reed, 1990).

Komiiriin ¢ozilindiiriilmesinde kullanilan mikroorganizmalardan bazilar1 Cizelge 3.1°de

gosterilmektedir.

Kémiir biyoteknolojisindeki baslica ¢alisma alanlan agagidaki sekilde 6zetlenebilir:
e Mikroorganizma kullanarak kdmiirde kiikiirt igeriginin azaltilmasi,
e Komiirden elde edilen sentez gazinin, siv1 ve gaz iiriinlere doniistiiriilmesi,

e Komiirlin stvilagtinimasi, ¢oziindiirtilmesi ve ¢6ziinen iirlinlerin sivi ve gaz {irlinlere

déniigtiiriilmesi.
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Cizelge 3.1 K&miirilin sivilagtiriimasi/¢6ziiniirlestirilmesinde kullanilan
mikroorganizmalardan bazilar (Hélker, 1997)

Bacteria
Fungi
Basidiomycotina
Basidiomycetes
Poriales
Sterales
Ascomycotina
Ascomycetes
Sordariales
Deuteromycotina
Hyphomycetes
Zygomycotina
Zygomycetes
Mucorales

Pseudomonas putida

P. stuzeri

P.cepacia
Streptomyces setonii
S.viridoporus
S.chromofusus
Arthrobacter sp.
Shigella flexneri

Trametes versicolor

Fomes annosus

Bjerkandera adusta

Poria monticola

P. weirii

Pleurotus eryngii

P florida

Lentius edodes

*Phanerochaete chrysosporium

Neurospora crassa
Chaetomium thermophile
Podospora anserina

Candida sp.
Acremonium sp.
Aspergillus nidulans
Botrytis cinera
Paecilomyces sp.
Rhizocotina practicola
Trichoderma sp.
Fusarium oxysporum

Cunninghammela
Mucor lausennensis

*Deneylerde kullamlan mikroorganizma
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3.1 Mikroorganizma Etkisiyle Kémiirden Kiikiirt Giderimi (Biyodesiilfiirizasyon)

Kikiirt kémiirde inorganik ve organik yapida olmak tizere iki ayr tiirde bulunmaktadir.
Inorganik kiikiirdii, siilfat ve piritik kiikiirt; organik kiikiirdii ise k&miirlin hidrokarbon
yapisiyla bag yapmug kiikiirt bilesikleri olugturmaktadir (Yaman vd., 1998). Yanma sonucu
olugan kikiirt emisyonlarinin gevreye verdigi zararlar, kiikiirdiin fiziksel ve kimyasal
. tekniklerle uzaklastirilmasiyla dnlenmektedir. Kullanilan teknikler kiikiirt gidermede yeterli

olmasina karsin pahaldir.

Kemolitotropik mikroorganizmalarin indirgenmis kiikiirt bilesikleri {izerinde iireyebilme
yeteneklerinin kegfedilmesi, komiirlinden kiikiirdiin uzaklagtinlmasinda mikrobiyolojik

yontemlerin uygulanmasin saglamigtir (Gomez, 1999).

Mikroorganizma kullanarak, komiirden inorganik ve organik kikiirt giderimi
yapilabilmektedir. Kémiriin kiikiirt iceriini giderebilen iki grup mikroorganizma tlirii
bulunmaktadir. Birinci gruba giren mikroorganizmalar oda sicaklhiginda aktiftir ve en
bilinenleri Thiobacillus ferrooxidans ve Thiobacillus thiooxidanstir.  Tkinci gruptaki
mikroorganizmalar, yiiksek sicakliklarda aktif olup baslicalan, Sulfolobus acidocaldarius,
Sulfobacillus thermosulfidooxidans, Sulfolobus brierleyi ve Sulfolobus sulfataricus tur
(Eligwe, 1988).

Kiikiirt gidermede kullanilan biyolojik y6ntemler, genellikle iki agamali uygulanmaktadir.
Birinci asamada, bakteri ligi ile kivamlandirma ve ikinci agamada flotasyon uygulanir, Ikinci
asamanin uygulanmasi hem kivamlandirma siiresinin hemde piritik kiikiirtiin ve mineral
maddenin daha etkin bir sekilde uzaklagtirilmasim saglar. Sulfolobus tiiri termofilik
mikroorganizmalarin karistirmal1 reaktdrde ve akigkan yatakta inorganik kiikiirdiin yam sira
organik kiikiirdiin de % 60-65’ini uzaklagtirabildigi saptanmugtir. T ferrooxidans, komiir
destilfiirizasyonunun diginda, ¢dziinmeyen metal siilfitlerden biyoligleme ydntemiyle Be, Ga,
Co, Ni ve V gibi baz1 metallerin geri kazanimi i¢in de kullamlmigtir. Biyodesiifiirizasyonun
basanli bir sekilde uygulanabilmesi i¢in bekleme siiresindeki uzunluk, asidik ve korozif
ektraksiyon ¢ozeltisi olusturma gibi problemlerin agilmasi gerekmektedir.

3.2 Mikroorganizma Etkisiyle Kémiiriin Gazlagtirilmasi (Biyogazlastirma)

1920’li yillarda turbadan mikrobiyal yontemle biyogazlagtirma yapilarak metan {iretimi
gergeklestirilmigtir. K6miirden metan tiretimi i¢in iki yontem gelistirilmigtir. Birincisi klasik

kémiir gazlagurma ydntemiyle elde edilen gazin anaerobik fermentasyon yoluyla
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_ saflagtinlmast, ikincisi ise kémiiriin kimyasal y6ntemle islenmesi ve daha sonra fermente
edilmesi seklindedir. Birinci yontemde, karbon monoksit ve hidrojenden olusan sentez gazi
(Hx+CO), bakteriler vasitasiyla metana doniistiiriilmektedir. Bu amaca yonelik kullamilan
mikroorganizmalar, Peptostreptococus Productus ve Methanothrix’tit. Peptostreptococus
Productus asetat tiretiminde, Methanothrix ise asetatin metana doniigtiirlilmesinde kullanilir.
Ikinci yéntemde, polimerik yapidaki komiir daha kiigiik organik bilesiklere par¢alanmaktadir
ve ardindan bu bilesikler fermente edilerek asetat, karbon dioksit ve metana
doéniistiiriilmektedir. Kémiirden kimyasal prosesle elde edilen sentez gazi, mikroorganizmalar
aracilifiyla, disitk molekiil agirlikh alkol ve aldehitlere doéniistiiriilebilmektedir. Saf kiiltiire
(Clostridium) karbon kaynad olarak CO beslendiginde, diigiik molekiil agirhikli organik
asitler ve etil alkol iretildigi belirlenmigtir (Srivastava vd., 1989). Biyolojik y&ntemle
gazlagtirmada, temel mekanizmalar, metabolik yollar, reaktér tasarimi ve proses sonunda
karsilagilacak diger faktSrlerin arastirilmasi zorunlu oldugu igin bu tip bir proses ticari

diizeyde isletilememistir.

3.3 Mikroorganizma Etkisiyle Kémiiriin Sivilagtirilmasi / Coziindiiriilmesi
(Biyosivilastirma / Biyo¢oziindiirme)

Mikroorganizma ve enzimler aracilifiyla kdmiiriin iglenmesi {izerine yapilan son galigmalar,
daha az enerji gerektiren biyolojik ¢6ziindiirme ve mikrobiyal sivilagtirma Uzerinde
yogunlasmistir (Bagaran, 2001). Biyosivilagtirma, komiirin mikroorganizmalar vasitasiyla
kati halden s1v1 hale ddniismesini, biyog¢6ziindiirme ise sivilagan komiiriin alkali ya da organik

¢oziciilerde ¢oziinebilir form almasim ifade etmektedir.

Biyolojik sivilagtirma olarak tammlanan iglemin, kdmiir karbonunun sivi hidrokarbonlara
déniistimiinii igeren kimyasal sivilagtirma prosesi ile paralellik gdstermedigi ifade edilmistir
(Basaran, 2001).

Ko6miiriin sivilastirilmast i¢in iki temel agamanin gergeklestirilmesi gerekir:

I) Dayanikli ii¢ boyutlu bir yapiya sahip olan kati matriks igindeki kimyasal baglarin

kirilmasi.

II) Kémiiriin farkli birimleri veya komiir ile reaksiyon ortamu arasindaki hidrojen ve oksijen

transferinin olmasi.
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Komiir igerisindeki gesitli kimyasal baglarin (ester, eter, alifatik) kopmasm hizlandiran ya da
hidrojen ve oksijen katilmasi veya ayrilmasim etkileyen biyokataliz6rler, komiiriin sivi iiriine
dontisiimiinii etkiler. K6miirtin aerobik kosullarda sivilagtiriimasina iligkin yapilan bir ¢ok
calismada ytiksek molekiil agirh@ina sahip sulu tirlinler ortaya gikmugtir. Bu durum kimyasal
baglarin siirh bir sekilde pargalanmasini gstermektedir (Scott ve Lewis, 1988).

Birgok mikroorganizma ve enzim sistemlerinin diigiik rankli kdmiirlere etki ederek onlari
sivilastirdigl, ¢8zilindiirdiiti ya da depolimerize ederek diigiik molekiil agirlikli organik
bilesiklere doniistiirdligt saptanmgtir.

Son 20 yildir kémiiriin biyolojik y6ntemlerle doniistiiriilmesinde ele alinan konular gdyle

Ozetlenebilir:

e Mikroorganizmalarin sert kdmiirler izerine etkisi,

e Linyitlerin agar besiyeri lizerinde ¢6ziindiiriilmesi,

e Komiiriin 6n isleme tabi tutulmasinin biyobozundurmadaki hizlandiric: etkisi,

e (o6ziindiirme mekanizmasinin agiklanmasi
* Mikroorganizmalar tarafindan tiretilen alkalin maddeler,
= Mikroorganizmalar tarafindan iiretilen kelatlar,
* Mikroorganizma tarafindan tiretilen oksidatif enzimler

¢ Linyitlerin enzimatik etkiyle renksizlestirilmesi,

e Hiimik asitlerin in vivo sistemlerle ¢dziindiiriilmest,

e Hiimik asitlerin in vitro sistemlerle polimerizasyonu,

e In vitro sistemlerin kdmiiriin hlimik asit ve matriksine olan etkileri (Klein, 1999).
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3.3.1 Komiiriin Mikroorganizmalarla Sivilastirilmasy/Céziindiiriilmesi Oncesinde
Uygulanan Oksidasyon Islemleri

Koémiir makromolekiili suda ve nétral pH’da ¢dziinmediginden, biyogdziiniirligin
arttinlmasi igin kimyasal, fiziksel ya da biyolojik muamele gerektiren oksidasyon igleminin
uygulanmas: gerekir. Bu nedenle kdmiir, biyolojik etkilesim &ncesinde, nitrik asit, hidrojen
peroksit gibi ¢6zeltilerle oksitlendirilerek 6n igleme tabi tutulur.

Linyit diigtik rankl1 bir kémiirdiir ve baglica hidrofobik bittimen, alkali ¢6ziiniir hiimik asid ve
fiilvik asid, ¢oziinmez kalinti diye tamimlanan matriks ya da hiimin kisimlarindan olugur.
Biiyiik bir boliimii tek halkali aromatik bilesiklerin bir ag i¢inde birlesmesiyle olusmug kdmiir
matriksi, mikroorganizma ya da enzim girisine izin vermediginden biyobozunum kolay
olmamaktadir (Lapin ve Matson, 1990). Enzimatik etkinin var olabilmesi i¢in k&miirlin
kimyasal 6n isgleme tabi tutulmasi ya da ekstrakte edilebilen alifatik bilegikler gibi
fraksiyonlara ayrilmasi gerekmektedir. On islem, C-C ve C-O gibi baglanin kinlarak tek
halkal1 aromatik bilesiklerin {iretilmesini saglamaktadir (Leuschner, 1990).

Linyitin alkali ile yapilan oksidasyonu, kimyasal yapisim bozarak yliksek molekiil agirlikli
organik asitlere doniisimiinii saglamaktadir. Bu asitler, daha ileri bir oksidasyona
ugratilirlarsa diisitk molektil agirlikh organik asitler ve CO, olusumu gergeklesir. Yapilan
oksidasyon ¢aligmalarinda, sodyum hipoklorit ve sodyum permanganat ¢8zeltilerinin uygun
oksitleyici olmadiklan, agin oksidlemeye yol agarak linyitteki karbon yapilarimin yaklagik
% 43’ntintin CO;’e doniiglime yol agtiklar1 belirlenmigtir, Yiiksek CO; olusumu, biyolojik
aktivitenin siirdiiriilmesini saglayan substratin kiitle kaybina yol agacagindan istenmeyen bir
olaydir. Bu iki ¢dzeltiyle yapilan oksidasyon sonucunda karboksilli asitler gaz kromotografisi
yontemiyle belirlenmigtir. Oksidasyon iirlinlerinde karboksilli asit varhg biyobozunumun
miimkiin olabilecegini gostermektedir. Yapilan galigmalarda, alkalide ¢dziinen fraksiyonun,
linyit matriksinin biyodegredasyona ugrayabilen fraksiyonu oldugu sonucuna varilmigtir.

Sekil 3.1°de linyit gibi diiglik rankli kémiirlerin alkali oksidasyonu ve hidrojen peroksitle
oksidasyonu sonrasinda meydana gelen bag kopmalar gdsterilmektedir. Kémiire uygulanan
alkali muamele matriks iginde C-O baglanmin, H,O; oksidasyonu ise C-C baglarinin
kopanlmasi saglayarak tek halkal: bilesiklerin olugumuna yol agar.



Sekil 3.1 Linyitin alkali muamelesi ve hidrojen peroksitle oksidasyonu;
A: alkali hidrolizleme, B: hidrojen peroksitle (H,0,) oksidasyon
(Leuschner, 1990)
3.3.2 Komiiriin Sivilagtinimasinda Etkili Olan Mikroorganizmalar, Etki Mekanizmalar
ve Biyosivilagsmay1 Etkileyen Faktorler

Mikroorganizmalar arasinda genig bir siifa dahil olan beyaz gliriikgiil funguslar “white-rot
fungus” linyit gibi diistik rankli kémiirleri bozundurmada oldukga etkindirler. Odunun lignin
bilegenlerini bozundurabilme yetenegine sahip olduklarindan, lignin benzeri bilegikler igeren
diigtik rankl kémiirlere de etkide bulunabilmeleri oldukg¢a agiktir.

Kati kOmiir parcaciklarinin funguslar tarafindan sivi damlaciklarina doniigmesi olarak
tamimlanan sivilastrma ya da ¢oziindlirmede iki mekanizmadan s6z edilmektedir.
) Funguslar, Grettikleri LiP, MnP ve lakkas gibi goklu izoenzimler araciligiyla etki
etmektedirler. Lignin {izerinde gergeklesen bu etki sonucunda C-O, C-C gibi kovalent baglar
kopmakta ve buna bagl olarak meydana gelen radikaller sivilagtirmada rol oynamaktadur,
Sonugta, kdmiir molekiliinin polimerizasyonu, depolimerizasyonu ya da renksizlesmesi
“bleaching” ger¢eklesir (Gold ve Alic, 1993) (Sekil 3.2 a; b).
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Sekil 3.2 (a) Oksidlenmis LiP ile lignindeki fenolik olmayan arilgliserol-B-aril eterin kopmasi
(b) Oksidlenmis MnP ile reaktif fenolik arilgliserol-B-aril eterin kopmasi
(Hammel, 1997)

II) Funguslarin kémiirle etkilesmesi sonucu iirettikleri alkali maddeler (NH3, biyolojik tiirevli
aminler) ve ¢elatlar kmiir makromolekiillerini ¢6ziiniir hale getirmektedirler. Alkaliler ve
celatlarla yapilan etki, ¢6ziindlirmeden gok sivilastirma yani makromolekiillerin sulu ¢8zeltide
yer almasi seklinde tamimlanmigtir. Agar kati besiyerinde liretilen funguslarin ortamin yiiksek
pH’s1 nedeniyle oksidatif enzim (fenoloksidazlar, peroksidazlar, lakkas) iiretmedikleri
dolayisiyla bu enzimlerin ¢6zlindiirme proseslerinde yer almadiklar 6ne siiriilmiistiir. Baza
lignin bozucular (basidiomycete) pH 6’nin tizerinde ve yiiksek azot igeren ortamlarda komiir
partikiillerini ¢oziindlirme yetenegine sahiptir. Bu ortamlarda ligninolitik enzimlerin
(peroksidazlarin) sentezlendigi ancak bu enzimlerin ¢6ziindiirme proseslerinde rol almadif
ileri stirlilmektedir. '

Linyitlerin fungus aracilifiyla mikrobiyal sivilagtirilmasina etki eden faktorler, kapsamh
olarak arastirlmugtir. Iri taneli kémiirler, ince taneli kémiirlere oranla daha gli¢ ve daha uzun
stirede sivilagmaktadir, Komiir simiflandinlmasinda en diisik sirada olan turba ve linyit
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mikrobiyal olarak sivilagabildigi halde, bitlimlii komiirler sivilagmamaktadir. Linyitlerde
oksijen igerigi arttikga mikrobiyal sivilagma oranida artar. Porozitesi yiiksek olan linyitlerde
biyolojik aktivitenin fazla oldugu belirlenmigtir. Mikrobiyal ¢bzilindlirme hizinin
belirlenmesinde kémiir ranki en onemli faktrdir. Leonardit ve linyit gibi diigiik rankh
kémiirler, yiiksek rankli subbitiimlii ve bitlimlii kémiirlere gore biyog¢dziindiirme agisindan
daha uygundur. Kémiiriin oksijen igerigi oksijen i¢eren baglar, porozite ve su igeriZindeki
farkliliklar biyogéziindiirmeye etki etmektedir (Cohen, 1990).

3.4 Kémiirden Uretilen Hiimik Asidlere Mikroorganizma Etkisi

Komiirtin funguslar ile ¢6ziindiriilmesi, hiimik asidler bagta olmak {izere komiir
makromolekiillerinin bir ¢8zeltisinin Uretilmesi seklinde gergeklesmektedir. Yapilan son
¢alismalar beyaz ciiriik¢iil funguslarin kdmiir htimatlarim depolimerize ettigini gostermigtir.
Bu islem, komiirden, diiglik molekiil agirlikli spesifik organik bilegiklerin 1limli kogullar
altinda tiretilmesine ydnelik biyoproseslerin kullanilmas: y8niinde umut vericidir (Catcheside
vd., 1999). “Ligninolytic basidiomycete” tiirlinde funguslarin kémiir makromolekiiliinde
bulunan kovalent baglann kopararak depolimerize ettigi, ilk olarak Phanerochaete
chrysosporium ile yapilan ¢aligmalarda belirlenmistir. Fungustan tiretilen lignin peroksidaz
(LiP) ve mangan peroksidaz (MnP) enzimlerinin kémiir makromolkiiliinii depolimerize
ederek fiilvik asit olugumuna yol agtiklar1 gériilmiigtiir.

3.5 Kdomiire Hiicredisi Peroksidaz Enzimlerinin Etkisi (Biyodepolimerizasyon)

Enzimler biyolojik katalizorlerdir ve katalizledikleri reaksiyonun tlirine gore alt1 temel gruba
ayrilmaktadir:

Oksido-rediiktazlar; substratlarin indirgenmesi veya ylikseltgenmesini katalizlemektedirler.

Transferazlar; grup transferini katalizlemektedirler.

Hidrolazlar; kimyasal baglarin hidrolizini katalizler, su eklenmesi ile birlikte baglarin

kinlmasim saglamaktadirlar,
Liyazlar; substratlardan baz gruplan uzaklagtirmaktadirlar.

Izomerazlar; molekiil i¢i diizenlenmeleri katalizlemektedirler.
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Ligazlar; kimyasal enerji harcanmasi ile iki molekiilin birbirine baglanmasi

katalizlemektedirler.

Hiicredig1 peroksidaz enzimleri, oksidorediiktaz grubunda yer alirlar. En ¢ok bilinen bitki
peroksidazlari, LiP, MnP, fenoloksidaz (lakkas) ve HRP’dir.

Ligninin bozucu olarak bilinen bazi funguslar LiP, MnP, lakkas ve diger peroksidaz
enzimlerini iiretmektedirler. Lignin yapisimin bu hiicre dis1 enzimler ile bozunabilir olmasi,
ligninolitik mikroorganizmalarin bozunma/depolimerizasyon igin potansiyel olugturdugunu
distindiirmektedir. Bu mikroorganizmalarin enzim sistemleri, baglica peroksidazlarn (MnP,
LiP ve peroksidazlar), fenoloksidazlan (lakkas), destekleyici enzimleri (6rnegin O, olusturan

oksidazlar) icermektedir.

Bitki kalintilanimin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri kémiir olusumu stiresince degigmesine
karsin orjinal lignin yapisi degismemektedir. Birkag grup mikroorganizma trettikleri enzimler
vasitasiyla lignini, dolayisiyla kémiiri bozundurma yetenegine sahiptir (Hatakka, 1994).
Enzim aracilifiyla gergeklesen komiir molekiillerinin oksidatif sivilagtirilmasinda ya da

depolimerizasyonunda iki mekanizma s6z konusudur:
I) Cesitli oksidazlarin kullanilmas: ile molekiiler oksijenin transferi:
Ko6miir+O,+(Oksidaz) — oksidlenmig komiir alt birimleri

II) Peroksidaz enzimlerinin kullamimasi1 ile oksitlenmis maddelerden oksijen

transferinin gergeklegmesi:
Komiir+H,O,H(Peroksidaz) — oksidlenmis kémiir alt birimleri

Oksidleme ajamt olarak H;0, kullanilmasinin kimyasal olarak molekiiler oksijen
kullanilmasindan daha etkin oldugu belirlenmistir (Bagaran, 2001).

3.5.1 Lignin Peroksidaz (LiP) Enzimi

Ligninolitik enzimler i¢inde en ¢ok aragtinlamdir ve ilk kez Phanerochaete chrysosporium
beyaz ¢iiriik¢lil fungusunda kegfedilmigtir (Tien ve Kirk, 1983). LiP aromatik bilesikler igin
spesifikligi genig bir substrattir ve hem fenolik, hem de fenolik olmayan yapilan oksidler.
Kiltiirden izole edilmig LiP, yiiksek molekill agirhgina sahip komiir partikiillerini
bozundurma yetenegine sahiptir. Phanerochaete chrysosporium® dan elde edilmig LiP’nin
nitrik asit ile muamelesi yapilmig Kuzey Dakota linyitini ve subbitlimlii Alman kémirlerinin
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bir boéliiminii depolimerize ettii saptanmgtir (Wondrack vd., 1989). Suda ve organik
solventte (DMF) ¢oziinen kOmiir makromolekiilleri daha kiigiik suda ¢dziinebilen
fraksiyonlara depolimerize olmaktadir (Ralph ve Catcheside 1994, 1997a, 1997b). Hiicre dis1
enzim olan LiP’in diigiik rankli kémiirlerden metillenen htimatlart MA 350 Da’nun altinda
olan iriinlere d6niistiirebildigi tespit edildi (Klein, 1999). LiP’mn katalitik ¢evrimi HRP’ye-
benzemektedir. Katalitik doniigimde Fe(III) enzimi H,0, ile LiP Bilesik I’e oksitlenir ve
sonra bir aromatik bilesikle (veratril alkol) Bilesik I’in bir elektronunun rediiksiyonu meydana
gelir ve Bilegik II ile birlikte bir aromatik radikalin olusumuyla sonuglanir. Daha sonra bir
aromatik substrat ile Bilegik II’nin rediiksiyonu enzimin dogal forma geri dénmesini saglar

(Tien, 1986; Warishii, 1991).

3.5.2 Mangan Peroksidaz (MnP) Enzimi

Mangan peroksidaz (MnP) Phanerochaete chrysosporium’da kesfedilmistir (Kuwahara vd.,
1984). Hofrichter (1999), N.Frowardii ve Clitocybula dusenii’den elde edilen MnP’nin
kahverenkli kdmiirleri ¢oziindiirmesini ve diigiik molekiil agirlikh fiilvik asitlere dontislimiini
arastirmistir (Hofrichter, 1999). Nematoloma frowrdii’der elde edilen mangan peroksidazin
(MnP) komiir ve alkalide ¢6ziinmez kisma etki ederek komiirli depolimerize ettigi
belirlenmistir. Ayrica, P.chrysosporium’un Avusturalya kahverengi komiirlerinin alkalide
¢6ziintir kismina bozundurucu etkide bulundugu saptanmigtir. Ancak ortamda diigiik molekiil
agirlikli tirtinlere rastlanilmamgtir. Nematoloma frowardii ve C.dusenii’den tiretilen MnP’1n
fenolik ve fenolik olmayan aromatik halkalar arasindaki eter baglarim1 (-C-O-C-) kopardig,
aromatik halkalarin fisyonunu gergeklestirdigi ve ardindan bozunarak, karboksilli gruplar,
CO,, polisiklik hidrokarbonlar, nitrotoluenler, klorofenoller vb. bilesiklerin olugumuna yol
agtig1 (-C-C-), oksalat ve gloksalatin CO; ve (-C-COOH) gruplarina pargaladif1 belirlenmigtir
(Cohen vd., 1990).

3.5.3 Fenol Oksidaz (Lakkas) Enzimi

Lakkas, bakir igerikli polifenol oksidaz olup hemen hemen tiim ligninolitik funguslar
tarafindan Uretilir (Trametes (Polyporus, Coriolus) , Versicolor, Nematoloma frowardii).
Lakkas fenolik aromatiklere etki ederek fenoksi radikallerinin olugumunu saglar. T. versicolor
ile yapilan kdmiir ¢bziindiirme deneylerinde sivi damlaciklarin olusumunda lakkasin etkin
oldugu diistiniilmiistiir (Cohen vd.,1987). Lakkasda bulunan iki proteinden biri ¢oziindlirmede
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yiiksek aktivite gosterirken digeri olduk¢a az etkide bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalarda,

lakkas enziminin kémiirii depolimerize etme yeteneginin az oldugu sonucuna varilmgtir.

3.5.4 HRP (Horseradish peroxidase) Enzimi

HRP enzimi yaklagik yiizyildir tizerinde ¢alisilan heme igerikli bir peroksidaz enzimidir. Yeni
kimyasal maddelerin sentezlenmesinde, medikal teshiste, biyotemizleme gibi uygulamalarda
yaygin olarak kullamlmaktadir (Veitch, 2004). Sekil 3.3’de HRP enziminin {i¢ boyutlu yapisi
gOsterilmektedir.

Heme igerikli perokidazlar, H,O, ya da diger organik peroksidazlar1 elektron alici olarak
kullanirlar ve gok ¢esitli substratlarin oksidasyonunu katalizlerler. Caldariomyces fumago 'dan
tiretilen kloro peroksidaz (CPO), Phanerochaete chrysosporium’dan iiretilen lignin
peroksidaz (LiP), Coriolopsis gallica’dan iretilen mangan perokidaz (MnP) ve horseradish

peroksidaz (HRP) en gok bilinen perokidaz ?nzimleri arasindadir.
Loy
h

S, Kalsiyam iyonlan

= Aminoasit artklar

HEME Grubu

Sekil 3.3 HRP enziminin ii¢ boyutlu yapisi [1]

Peroksidazlar, H,O, ile Bilesik I, IT ve III olmak tizere ii¢ farkli yap: olustururlar. HRP’nin
genel mekanizmas agagidaki gibidir. HRP-I ve HRP-II, sirasiyla Bilesik I ve Bilegik IT’yi,
AH ise indirgenen substrati gostermektedir [1].

H0, HO AH A AH A+ HO

HRP -LL HRP-I ;4 HRP-il \ /A HRP

Sekil 3.4 HRP enziminin ¢aliyma mekanizmasi [1]
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HRP’nin enzimatik aktivitesi, heme grubunda bulunan demir atomunun oksidasyon ve
rediiksiyonundan ileri gelmektedir. Uygun ortamda HRP, H,0, ile birleserek [HRP-H>0;]
kompleksini olugturur. Olugan kompleks gesitli elektron vericiler ile oksidlenir. Organik
bilesiklerin H,0; varhginda peroksidaz oksidasyonu atik su iglenmesinde kullamlmigtir. Son
zamanlarda aromatik hidrokarbonlarnn oksidasyonunda kullanildig: bilinmektedir (Fang ve
Barcelona, 2003). Hidrojen peroksit varhginda perokidazlarin katalitik ¢evrimi Sekil 3.5°de

gosterilmektedir.

HRP+H,0; — [HRP-H;0,], [HRP-H,0;] + Substrat — Uriin + HRP + 2H,0

R R*

Sekil 3.5 Halojen iyonlar1 ve hidrojen peroksit varliginda heme igerikli perokidazlann
katalitik ¢evrimi (Torres vd., 2003)

Enzimatik reaksiyonun ilk adiminda, enzimin heme grubu H;O;’nin bir molekiilt ile
reaksiyona girer ve Bilesik I olugur. Bu bilesik, oxoiron (IV)-porfirin radikali ya da oxoiron
(IV)-protein radikalidir. Bu reaksiyon adim siiresince enzim oksidlenirken HyO, suya
indirgenir. Bilegik I bir substrat radikali (R) vererek indirgenmis substrat1 (RH) oksidler ve
“Bilesik II’ye indirgenir. Bilesik II bir porfirin halkas: ile- diizenlenmis oksiferil merkezi
icermektedir. Bilesik I ve II, RH ile benzer gekilde reaksiyona girer. Bu nedenle dnce Bilesik I
ile RH arasinda reaksiyon baglar. Bilesik II iiretilir ve devamli olarak RH’1n ikinci molekiilii
ile reaksiyona girer. Sonu¢ olarak, Bilesik II, su Uretimi ve substratin ikinci molekiiliiniin

oksidasyonu ile tekrar “ferric” haline geri doner ki bu hal dogal form, enzimin kendisidir.
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4. ONCEKI CALISMALAR
4.1 Mikroorganizma (White-Rot Fungus) ve Kémiir Etkilesimi

Komiiriin mikrobiyal iglenmesi fizerine yapilan ilk ¢aligmalarda, komiirden bakteriyel
yontemle siilfiirik asit Gretilmigtir. Bu alanda yapilan son galigmalar, mikroorganizma ve
enzim kullamlarak ¢bziinmeyen komiir partikillerinden suda ¢oziinebilir polimerlerin

iiretimini kapsamaktadir.

Fakoussa (1981), bazi Almén linyitleri ile yaptig1 ¢aligmalarda, bakteri ve funguslarin komiirti
suda-¢oziinebilir forma doniigtiirebildigini, kémiriin dénlgtiiriilmesinde kullamlan kimyasal
yontemlerin aksine ilimli kosullarda gergeklesen biyolojik yontemlerin kullamlmasmin

avantajli olacagim ileri sirilmiigtiir.

Cohen ve Gabricle (1982), yaptiklan ¢aligmada “basidiomycetes” Polyporus versicolor ve
Poria monticola funguslan vasitasiyla linyitleri sivilagtirmiglardir. Bu g¢alismada, agar
besiyeri {izerinde {iretilen yiizey kiiltiirlerine kdmiir konulmus ve birkag giin i¢inde kémiiriin
sivi damlaciklara déniigtiigii tespit edilmigtir. Polyporus versicolor tir fungusun Urettigi,
polifenol oksidaz, perokidaz ve lakkas enzimlerinin lignininde bulunan aromatik yapiy:
bozundurdugu sonucuna varilmig, lakkas enziminin ise fenolik bilesiklerinin oksidasyonunu

saglamadif belirtilmisgtir.

Olson ve Brinckman (1986), Polyporus versicolor ve Poria monticola funguslan ile linyit
numunelerini biyolojik olarak sivilagtrmiglardir, Kiiltiirler tizerine konan kati kdmirlerin,
siyah renkli, vizkozitesi yiiksek olan sivi damlaciklarina déniistigi gézlenmigtir. Biyolojik
olarak sivilagan iriinde yiiksek oranda karboksilik aside rastlamilmig, Uriiniin baglangigtaki
komiire gore daha diisiik karbon ve daha yikksek oksijen igerdigi gozlenmigtir. Ayrica sivi
{iriiniin baglangigtaki haline gére daha fazla azot ve daha az hidrojen igerdigi belirlenmistir.

Quigley vd., (1987), komiiriin biyogdziindiirilmesinde zengin ilireme ortamindaki alkalin
metabolik {irinlerin, diigiik rankli kdmiirlerdeki asidik gruplari iyonize ettifini ve suda

¢6ziiniir kdmiir hiimatlan haline getirdigini ileri stirmiislerdir.
Srivastiva vd., (1989) hidrofob 6zellik tagiyan linyit ve bittimli kémiirlerin, Polyporus, Poria,

Phanerochaete ve Pseudomonas gibi funguslar vasitasiyla ilimhi kosullar altinda suda-
¢Oziinebilir forma doniigebildigini gdstermislerdir.
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Quigley vd., (1989, a, b) amonyak, biyojen aminler ve benzeri bilegiklerin mikrobiyal

stvilagtirmada rol oynadigini géstermisgtir.

Cohen vd., (1990), C. versicolor’un komiir ¢6ziindiirme aktivitesi lizerine yaptifi
calismalarda zengin ortamda iiretilen mikroorganizmalarin iirettikleri oksalat ve ¢elatlarin
komiirde bulunan Fe*, Mg*?, ve Ca*? gibi polivalent metal iyonlarim bagladigini 8ne stirmiig
ve bu metal iyonlarinin yapidan ¢ikarilmasinin ¢ok sayidaki asidik grubu dolayisiyla
¢oziintrligiide arttirdiFini géstermigtir.

John ve Dahlberg (1990), yiiksek oksijen igeren komiirlerde mikrobiyal etkinin daha fazla
olabileceginden bahsetmis ve kdmiir bozunumunda baslica olayin yiizeyde olustugu ve
enzimatik etki i¢in yiizey alamimin oksidasyonla arttirnlmasi gerektigini buna ek olarak
oksidasyon siiresince olugsan hidroksil ve karboksil gruplarin mikrobiyal etkinin

saglanmasinda 6nemli rol oynadigim belirtmislerdir.

Catcheside ve Mallet (1991), Loy Yang k&miir yataklarindan aldiklar1 oksidasyona ugramis
koémiirleri mikroorganizma vasitasiyla % 70 oraninda ¢dzlindiirmiig, 6n oksidleme yapilmamis
Morwell maden kdmiirlerinin ise ¢dziinmedigini gézlemislerdir. Bu nedenle HNO; ve H;O,

ile oda kosullarinda oksidleme yaparak stvilagsmay: saglamiglardir.

Hofrichter vd., (1997), Alman sert kdmiirleri lizerine etkide bulunabilecek fungus tlirlerini
belirleyebilmek igin 750 fungus tiiriinii incelemiglerdir. Bu fungus tiirlerinden, kémiiriin
fizikokimyasal yapisim1 modifiye edebile 6zelligine sahip alti tanesini segerek petri kabi
izerinde tiretmislerdir. Bu tlirlerden Coprinus sclerotigenis C142-] tiiriniin, sert kdmiirlerden
2-hidroksibifenil, alkillenmis benzenler ve poliaromatik hidrokarbonlarn (PAH) ayirdigim
" belirlemislerdir. Bu bilesiklerin birgogunun sert komiir makromolekiliindeki mikroporlar ya
da gozenekler icerisinde serbest bulundugu varsayilmiglardir. Hidroksilatlanmig bifenillerin
fungus aracihigiyla koémiirden ayriimasimin kimyasal bag kopmalarina dayandifim ileri

stirmiiglerdir.

Holker vd., (1997), funguslar tarafindan komiir ¢6ziindirliimesinde yer alan farkh
mekanizmalar incelemiglerdir. Yapilan ¢alismada, alkalin maddelerin {iretimi, ¢elatlarin
¢ikanlmasi, enzim etkisi, glutamat icerikli oramda (enzim etkisi yok) fireme siiresi ve olugan
celatlarin kdmiir ¢6ziindiirmedeki etkisi arastinmiglardir. 7. atroviridenin kullamildif1 ortam
i¢in yitksek pH’da ve yliksek kelat aktivitesinde kdmiirlin sivilagtifim tespit etmiglerdir.
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Hofrichter vd., (1997, II) diisik rankli kémiirlerin fungus ile ¢oziindiirilmesinin,
depolimerizasyon ile aym mekanizma olmadifim ileri stirmiiglerdir. 728 fungus tiirii diigiik
rankli Alman linyitlerini ¢6ziindlirmede test edilmigtir. Komiir, hem % 3 H0, ile
oksidlendirilmis hem de 6n isleme tabi tutulmaksizin ham halde kullamlmigtir. Azot¢a zengin
ortamlarda “basidiomycete” tiirti funguslarin kémiirli ¢Szlindiirdligiini ancak ligninolitik
enzimleri inhibe ettigi tespit edilmistir. Kat1 kémiir partikiillerinden siyah damlaciklarin
olustugu tipik ¢6ziindlirme igleminin, ortamin azot igerigine, kémiiriin oksidasyon derecesine
bagli oldugunu ve yiiksek pH’da gergeklestifi sonucuna varmiglardir. Yiiksek pH (6-9) ve
yiiksek azot konsantrasyonu, hiimik asidlerin kdmiir makromolekiiliinden ayrilmasina neden
olmakta ve enzimatik olmayan alkalin ¢éziindlirmeye yol agmaktadir. Diisiik pH’da (3-6) ve
diisiik azot igerikli ortamda ise ligninolitik enzimler tarafindan kémiir hiimik maddelerini
depolimerize ederek olarak sarims: renkteki diisiik molekiiler birimlere doniigtiirmektedir.

Fakoussa (1999), kémiiriin mikrobiyal sivilagtirilmasinda oksidatif enzimler (peroksidazlar,
lakkas), hidrolitik enzimler (esterazlar), alkalin metabolitler ve dogal ¢elatlarin etkin
oldugunu ileri stirmiistiir.

Machnikowska (2002), Pseudomonasputida’nin linyit ve alt bitlimlii kémiirlerin organik
bilesenlerini bozundurma yetenegini test etmistir. Nitrik asitle 6n oksitleme igleminin, linyitte
% 90, bitimlii kémiirlerde ise % 40 ¢6ziindlirme verimi sagladifim belirlemiglerdir. Elde

edilen biyoekstratlarda, azot ve oksijen igeriklerinin arttig1 belirlenmistir.

4.1.1 Tiirk Komiirleriyle Yapilan Mikrobiyal Sivilagtirma Caliymalar

Gokeay (2001), yiiksek kiikiirt ve diigiik 1s11 degere sahip linyit numunelerini, biyolojik olarak
¢zlindiirmiis ve ardindan gazlastirmigtir. Caligmalarda, birkag tiir beyaz ¢iirlik¢iil fungus
(Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus sajor-caju, Pl.sapidus, Pl.ostreatus, Pl.florida,
Coriolus versicolor) kullamlmstir. Phanerochaete chrysosporium’un Elbistan linyitini % 60
verimle depolimerize ettigi belirlenmigtir. Can linyiti 8 M HNOj; ile muamele sonrasinda
fungus vasitasiyla depolimerize edilmis ancak Beypazan linyitinde ise biyolojik etki
gbzlenmemistir. Cozlinen maddelerin gazlagtirma testinde ise metan {iretimi sliresince

% 21°lik enerji doniisiimii saglanmigtir,

Basaran (2001), Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus sapidus,
Pleurotus ostreatus, Pleurotus florida, Coriolus versicolor suslarim Elbistan ve Beypazan

linyitlerinin sivilagtirlmasinda kullanmigtir. Malt ekstrat agar besiyerlerinde yapilan
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denemeler sonucuna, alti gliriik¢til fungus grubundan Coriolus versicolor’in Elbistan linyiti
icin etkin oldugu belirlenmistir. Beypazan linyiti igin ise etkili fungus saptanamamigtir.
Denemelerde, linyit numuneleri, 8 N HNO; ile 48 saat siiresince oksidasyon iglemine tabi
tutulmus, 24 saat kurutulduktan sonra besiyerinde lreyen fungus iizerine konulmustur.
Ortama komiir ilavesinden itibaren sivilagmanin, 9. giinden itibaren basladif ve 15. glinde

maksimum degerine ulagti31 gbzlenmistir.

Gokhan (1990), bazi Tiirk linyitlerinin Streptomyces setonii 75 Vi2 tarafindan
stvilastiriimasini aragtirmigtir,. KSmir tiirtintin, kdmiir tanecik boyutunun, lireme ortaminin
niteliklerinin ve {ireme ortaminin pH degerinin bu ¢ézlinme siirecine etkilerini incelemigtir,
Orijinal komiir 6rnekleri oncelikle 8 M HNO; ile 6n oksidleme iglemine tabi tutulmus ve
bunu takiben mikroorganizma ile igleme konulmustur. Mikroorganizmalar saboraud sivi
ortam: (SMB) ve maya 6ziitii siv1 ortaminda (YEB) iiretilmistir. SMB ortaminda daha yaygin
~ bir tireme gdriilmiis ve daha yiiksek doniisiim saglanmigtir. En yliksek lignin igeren Beypazar
linyiti ile en yiiksek sivi verimi elde edilmistir. Mengen linyiti en az ¢oziintirlik degeri vermis
ve bu tiir bir iglem igin uygun olmadigi sonucuna varilmstir. Orta dereceli lignin igeren
Eskihisar linyitinin ise biitin ¢aligmalarda orta dereceli sivi verimine sahip oldugu
goriilmistiir. Kiigiik tanecikli komiirlerin biiyiik taneciklere oranla daha fazla doniisiime
ugradii belirlenmigtir. Elde edilen siv1 lirlinlin polar bir karigim oldugu gézlenmigtir.

4.2 Hiicredis1 Peroksidaz Enzimlerinin Komiire Etkisi

Diisiik sicaklik depolimerizasyonu, basit aromatik halkali sistemleri igeren, fenol, benzoik
asit, ftalik asit ve diger karboksilli asitleri igeren diislik molekiil agirlikli bilesiklerin eldesinde
Onemlidir. Kémiirden yliksek molekiil agirlifina sahip bilesiklerin iiretimi, kok firinlarinda
by-pass lretim yontemiyle gergeklesir. Yiiksek sicaklik nedeniyle diiglik molekiil agirhikli
bilesikler tiretilememektedir. Toluen, ksilen gibi bazi aromatik hidrokarbonlarin {iretimi
yaygin bir sekilde petrol rafinerilerinden kargilanmasina ragmen baghca iiretim kaynagi kok
firnlanidir. K6miirtin rafineri ve kok firinlarinda yapilan depolimerizasyonunda 6nemli
tirtinler tiretilmesine ragmen fazla miktarlarda kontrol edilemeyen tehlikeli atiklarin olugumu
onlenememektedir. Diistik sicaklik depolimerizasyonu bu agidan oldukga avantajli

goriilmektedir.

Enzimlerin ¢esitli biyopolimerlerin depolimerizasyonunu katalizledigi bilinmektedir. Enzim
katalizli kémiir depolimerizasyonunda kémiiriin hidrofobik olmasi yiiksek molekiil agirlikli
ve porozitesinin diislik olmasi nedeniyle pek de miimkiin goriilmemistir. Enzimatik etki igin
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yiiksek molekiil agirligina sahip kémiir molekiillerinin suda ¢dziinebilen forma getirilmesi

gerekmektedir.

Wood ve Wondrack (1990, 1991), suda ¢bziinebilir yapidaki kémiir polimerlerini substrat
olarak segmisler ve LiP enzimi vasitasiyla depolimerizasyonunu incelemiglerdir. Kémiir, 15°C
ve 70°C arasinda degisen sicakliklarda nitrik asitle oksidasyon iglemine tabi tutulmus ve
ardindan NaOH ile alkali muamelesi ve asidlendirme yapilarak kémiirden suda ¢ziinebilen
polimerik yapidaki komiir substratlan elde edilmigtir. LiP enzimi ile yapilan denemeler
gOstermistir ki reaksiyon karigtmina H;O; ve O, ilavesi, enzimin kémiir molekiillerinin
depolimerizasyonunu katalizlemesine yol agmaktadir. Sonugta, suda-¢6ziinebilir polimerik

yapil kdmiir substratlarinin LiP katalizli depolimerizasyon i¢in uygun oldugu saptanmustir.

Ralph ve Catcheside (1997), LiP enzimini diisik rankli komiirlerin oksidatif
depolimerizasyonu ve renksizlestirme “bleaching” reaksiyonlar1 i¢in kullanmiglardir. Bu
calismada LiP’nin lignini, fenolik olmayan aromatik halkalarin aril katyon radikallerine
oksidlemesi yoluyla C-C ve C-O baglarim fisyona ugrattif1 gézlenmistir. Fenolik bilesiklerin
oksidasyonu ile olusan fenoksi radikalleri kuvvetli bir sekilde polimerize olma egilimi

gostermektedir.

Crawford ve Gupta (1990), hiicredisi bakteriyel enzimlerin suda ¢6ziinebilir polimerik kémiir
fraksiyonlarina etkilerini incelemislerdir. Enzimatik etki sonucunda, HPLC kromotografisi
yontemiyle, molekiil agirhfmin 174000°den 113000°¢ diistiigiinii tespit etmislerdir.
Bakteriyel enzimlerin oksidatif olmayan enzimatik depolimerizasyonunun kémiir igin

miimkiin oldugunu ileri stirmiiglerdir.



41

5. DENEYSEL CALISMAILAR
5.1 Kullanilan Malzemeler
5.1.1 Limyit Numuneleri

Bu ¢alismada, Tiirkiye Komiir Isletmeleri’ne bagl iiretim birimlerinden temin edilen, Bolu,
Bursa, Konya, Kiitahya ve Mugla yorelerine ait linyit numuneleri, kiricida kirildi, 6giitiiciide
ogtitiildii, elekten elenerek -0.2 mm tane boyutuna sahip olacak sekilde hazirlandi.

5.1.2 Mikroorganizma (Phanerochaete chrysosporium DSM No. 6909) ve Enzim
(HRP: Horseradish peroxidase EC. 1.11.1.7)

Linyit numuneleri ve linyitten ekstrakte edilen hiimik asidlere mikrobiyal etkinin arastiriimasi
icin beyaz ciiriik¢iil fungus (white-rot fungus) kullanildi. Bu fungusa ait sus (Phanerochaete
chrysosporium) Almanya’da bulunan DSMZ - Deutsche Sammlung von Mikroorganismen
und Zellkulturen GmbH (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) kiiltiir
koleksiyonundan, yatik malt ckstrat peptone agar {izerinde, aktif kiiltiir olarak temin edildi.
Petri kaplarinda ve malt ekstrat pepton agar iizerinde iiretilmis mikroorganizma susunun
goritintiileri Sekil 5.1(a) ve (b)’de, SEM vasitasiyla farkli biiyiitme oranlarinda belirlenen
mikro yap1 goriintileri ise Sekil 5.2’de verilmektedir. Linyitten iiretilen hiimik asidlerin
enzimatik reaksiyonlarinda kullamlan enzim (HRP: EC. 1.11.1.7) Sigma firmasindan temin
edildi.

Sekil 5.1 Deneysel ¢aligmalarda kullanilan mikroorganizma susunun
(Phanerochaete chrysosporium) goriintiisii
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Sekil 5.2 Deneysel galigmalarda kullamlan mikroorganizma susunun (Phanerochaete
chrysosporium) farkli bilyilitme oranlarinda belirlenen SEM goriintiileri

5.2 Kullanilan Cihazlar ve Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢aligmalarda kullamlan cihazlar;
“Memmert” marka inkiibator

“Memmert” marka ¢alkalamali su banyosu
“Mettler” marka analitik terazi

“IKA Labortechnik” marka mekanik karigtiric
“Hanna Microprocessor PH211” pH metre

“Telstar Cryodos” marka liyofilizator

“Heidolph Reaxtop” marka vorteks

“Miive NF 615” marka santrifiij

“Micro 20 Hettich” marka mikrosantrifiij
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“Niive EV 018” marka vakum etlivii
“Human Power Scholar Pure Water System Innovation Ultrapur” milipor saf su cihazi
“IKA-Calorimeter C4000 adiabatic” marka bomba kalorimetresi
“Niive” marka kiil firim
‘ “RETSCH” marka agat 6giitlicii
“LECO CHN-600" marka karbon-hidrojen-azot cihaz
“LECO SC-132” marka kiikiirt cihaz1
“Perkin Elmer Spectrum One” marka FTIR cihazi
“Jasco V-530” marka UV/VIS Spektrofotometre
“Perkin Elmer Clarus 500” marka Gaz Kromotograf- Kiitle Spektrometrisi (GC-MS)
“JEOL JSM-5410 model taramal1 elektron mikroskobu (SEM)
“Malvern 3000” marka zetametre cihazi

“Malvern Mastersizer-X” marka tane boyutu 6l¢tim cihaz

Deneysel ¢aligmalarda analitik saflikta kimyasal maddeler kullanilmigtir.

Malt-ekstrat, soya peptone, agar, fosfat tamponu (pH:7, PBS), o-dianisidin, H,0,, H2SO4,
NaOH, KBr, aseton, azot gazi (% 99.9).

5.3 Malzeme Karakterizasyonu ve Uygulanan Yéntemler
5.3.1 Linyit Numunelerinin Analiz Edilmesi

Yaklagik 1 g numune 105°C sicakliktaki etiivde 2 saat bekletilerek agirlik kaybindan nem
miktan hesaplandi. Ugucu madde ve kil miktar1 gravimetrik y&ntemle belirlendi. Sabit
karbon miktar1 ise daha 6nce bulunan degerlerden yararlanarak hesaplandi. Numunelerin
elementel analizi, karbon-hidrojen-azot cihaziyla, toplam kiikiirt miktan ise kikiirt cihaziyla

belirlendi. Numunelerin 1s11 degerleri bomba kalorimetresi ile tayin edildi (Cizelge 5.1).
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5.3.2 Linyit Numunelerinin Nitrik Asidle (8 M HNOj;) Oksidasyonu

Mikroorganizma ortamina konulmadan &nce linyit numuneleri, nitrik asit oksidasyonuna tabi
tutuldu. Kirma, eleme ve 6giitme islemlerinden gegirilen ve yaklagik -2 mm tane boyutuna
sahip numuneler, kuru bazda 80 g olacak sekilde tartildi ve 400 ml 8 M HNO; ¢6zeltisinde 48
saat siireyle oda sicakhiginda bekletildi. Oksidasyon siiresinin bitiminde kat1 ve siv1 kisumlar
vakum-filtrasyon sistemiyle birbirlerinden ayrildi ve filtre keki filtrat ¢dzeltisinin pH’s1 5
olana kadar saf suyla yikand1 ve 40°C sicaklikta etiivde kurutuldu. Kuruyan numuneler agat
dguttictide 6gitiildi, elekten elendi ve tane boyutunun —-0.2 mm altina inmesi saglandi.
Oksidasyon islemi sonrasinda deneyler igin hazir hale getirilen numunelerin nem igerikleri

belirlendi.

5.3.3 Oksidlendirilmis Numunelerin Analiz Edilmesi

Nitrik asid oksidasyonu sonrasinda elde edilen numunelerin kisa ve elementel analizleri, 1s1l
degerleri daha 6nce bahsedilen standartlara uyularak tayin edildi. Sonuglar Cizelge 5.2°de

verilmektedir.

5.3.4 Mikrobiyal Sivilagtirma i¢in Hazirlanan Numunelerin Tane Boyutu Olgiimleri

Nitrik asid oksidasyonu sonrasinda hazirlanan numunelerin tane boyutu, lazer teknidi ile
caligan Malvern Mastersizer-X cihazi kullanilarak 6lgiildii. Analiz 6ncesinde numuneler,
% 0.2'lik kalsiyum kloriir ¢6zeltisi icerisinde S dakika kangtirilarak homojen haline getirildi.
Olglim sonrasinda tane boyut dagilimlar grafikler halinde elde edildi (Sekil 5.3-5.7).
Grafiklerden elde edilen sonuglar Cizelge 5.3’de gosterilmektedir.
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Sekil 5.3 Nitrik asidle oksidlendirilmis Bolu-Himmetoglu linyitinin tane boyutu
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Sekil 5.4 Nitrik asidle oksidlendirilmis Bursa-Kestelek linyitinin tane boyutu
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Sekil 5.5 Nitrik asidle oksidlendirilmig Konya-Ilgin linyitinin tane boyutu
6lgtim grafigi
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Sekil 5.6 Nitrik asidle oksidlendirilmig Kiitahya-Seyitomer linyitinin tane boyutu
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Sekil 5.7 Nitrik asidle oksidlendirilmis Mugla-YataZan linyitinin tane boyutu
Olgiim grafigi

Cizelge 5.3 Mikrobiyal stvilagtirmada kullanilan numunelerin tane boyutu 6l¢iim sonuglar:

Numune Adi d(0.10) d(0.50) d(0.90)
Bolu-Himmetoglu 6.55 66.63 294.85
Bursa-Kestelek 4.65 48.32 229.07
Konya-Ilgin 6.79 66.42 254.27
Kiitahya-Seyitémer 5.85 45.66 190.44
Mugla-Yatagan 5.65 43.21 137.67

d(0.10) : numunenin.%IO’unun gectigi boyut
d(0.50) : numunenin %50’sinin gectigi boyut
d(0.90) : numunenin %90’ninin gectigi boyut
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5.3.5 Linyitten Hiimik Asid Ekstraksiyonu

Mikroorganizma etkisiyle sivilagtirma ve enzimatik reaksiyonlarda kullamilan hiimik asidler,
Bolu-Himmetoglu linyitinden Ui¢ farkhi yontemle elde edildi. Birinci yontemde, ham linyit
numunesi, 6n oksidasyon iglemi uygulanmaksizin alkali muamelesine tabi tutularak hiimik
asidler (HA-H) ekstrakte edildi, Ikinci ve Uglincli ydntemde, ham linyit numunesi hidrojen
peroksit (% 4 H,0,) ve nitrik asid (% 30 HNO3) ile ayn ayn oksidasyona ugratildi ve
ardindan alkali muamelesi yapilarak hiimik asidler (HA-P, HA-N) ekstrakte edildi.

5.3.5.1 Oksidasyon iglemi Uygulanmamig Linyitten Hiimik Asid Ekstraksiyonu

Hiimik asid eldesinde kullamlan Bolu-Himmetoglu linyiti, kincida kirildi, agat &gttiictide
6gttildl ve elekten elenerek —0.2 mm tane boyutuna getirildi. Numune 105°C sicaklikta 2
saat kurutularak nem tayini yapildi. % 17.49 nem igerigi tespit edildi. Sabit sicakliktaki su
banyosuna yerlegtirilen 1 litre hacme sahip karnigtirmali cam reaktbrde Cizelge 5.4°de
belirtilen sartlarda alkali reaksiyonu gercgeklestirildi. Reaksiyon siiresince saf azot (% 99.9)
gaz1 ortalama 1.5 It / dak debiyle reaktore siirekli olarak verildi (Hofrichter ve Fritsche, 1996).

Cizelge 5.4 Hiimik asid ekstraksiyonunda kullamlan deneysel kogsullar

Numune Miktar 96.958 g (kuru bazda 80 g)
Numunenin Tane Boyutu -0.2 mm

Cozelti Tipi 0.1 N NaOH

Cozelti Miktan 800 ml

Kat/Sivi Oram 1/10

Reaksiyon Siiresi 24 saat

Reaksiyon Atmosferi Saf Azot (% 99.9), 1.5 It /dak debi
Reaksiyon Sicaklif Oda sicaklif

Kanstirma Hiz1 250 devir /dak
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Siire bitiminde alinan ¢ozelti, 5000 rpm’de 20 dakika siireyle santriifijjlenerek ¢ézelti ve
¢Okelti kisimlari ayrildi. Supernatantin pH degeri 8.65, hacmi yaklagik 620 ml olarak &l¢iildi.
Bitiim + Matriks olarak tanimlanan ¢okelti yaklagik 2.5 litre saf su ile yikand1 ve sulu kisim
dekante edildi. Elde edilen ¢okelti 40°C sicaklifa ayarh etiivde kurutuldu ve miktarinin 72.95
g oldugu belirlendi. Cézeltiden 50 ml alinip, {izerine 4 N HCI eklendi ve ¢6zeltinin pH’s1 1°e
getirilerek  hiimik asidlerin ¢6ktiirilmesi saglandi. 5000 rpm’de 20 dakika siireyle
santriifiijleme iglemi ile hiimik ve fiilvik asidler ayrildi. Santriifiijleme sonrasinda ele gegen
¢ozeltinin yesilimsi renkte (fiilvik asit) ve ¢dken kismin koyu kahverenkli (hiimik asid)
oldugu goézlendi. Hiimik asid olarak adlandinlan ¢okeltilizerine pH:7 tampon ¢dzeltisinin
eklenmesiyle ¢ozlindiiriildii. Bu ¢ozeltiye 0.5 M NaOH eklenerek pH deferinin 7 olmasi
saglandi ve hacmi balonjojede 100 ml’ye tamamlandi. Coziinmiis haldeki hiimik asidler,

enzim reaksiyonlarn i¢in buzdolabinda saklanda.

5.3.5.2 Hidrojen Peroksitle (% 4 H,0;) Kimyasal Oksidasyona Tabi Tutulan
Linyitten Hiimik Asid Ekstraksiyonu

- 2 mm tane boyutunda, % 20.6 nem igeren BO-HI linyitinden tartilan 100.76 g &rnek
(80 g kuru baz), 400 ml hidrojen peroksitle (% 4 H;O,) 4 saat oda sicaklifinda muamele

edildi (Klein vd.,1999). Reaksiyon sonrasinda ele gegen ¢dzeltinin kati ve sivi fazlari, vakum-
| filtrasyon sistemiyle ayrildi. Filtrasyon keki olarak elde edilen kat1 faz tizerine 0.1 N NaOH
¢ozeltisinden eklendi ve pH degeri dl¢tildii (pH 11.80). Bu ¢6zeltinin pH degeri 0.5 N NaOH
ile 12.20’ye getirildi. Hiimik asid ekstraksiyonu i¢in, pH degeri 12.20’ye getirilen ¢ozelti,
sabit sicakliktaki su banyosuna yerlestirilen, 1 litre hacme sahip karigtirmali cam reaktore
konuldu ve Cizelge 5.4°de belirtilen sartlarda alkali reaksiyonu gergeklestirildi. Reaksiyon
sliresince reaktdre ortalama 1.5 1t /dak debide saf azot (% 99.9) gaz stirekli olarak verildi
(Hofrichter ve Fritsche,1996). Siire bitiminde reaktSrden alinan ¢ozelti 5000 rpm’de 20
dakika stireyle santriifiijlenerek ¢6zelti ve gkelti kistmlari ayrildi. Cézeltinin pH degeri 6.67,
hacmi yaklasik 680 ml olarak 6l¢iildi. Bitiim+Matriks olarak tamimlanan ¢kelti saf su ile
yikandi ve sulu kisim dekante edildi. Elde edilen ¢okelti 40°C sicakliktaki etiivde kurutuldu
ve miktarimin 68.54 g oldugu belirlendi. 680 ml gozeltiden 50 ml alinarak, tizerine 4 N HCl
¢Ozeltisi eklendi ve ¢6zeltinin pH de@eri 1’e getirilerek hiimik asidlerin ¢oktiirilmesi
saglandi. 5000 rpm’de 20 dakika stireyle santriifiijleme sonrasinda hiimik ve fiilvik asidler
aynildi. Santriifiij sonrasinda ele gecen ¢ozeltinin yesilimsi renkte (flilvik asit) ve ¢tken
kismin koyu kahverenkli (hiimik asit) oldugu g6zlendi. Hiimik asid olarak adlandinlan ¢okelti
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tizerine pH:7 tampon g¢o6zeltisinin eklenmesiyle ¢oziindiirtildi. Bu ¢ozeltiye 0.5 M NaOH
cozeltisi eklenerek pH degerinin 7 olmasi saglandi ve hacmi balonjojede 250 ml’ye
tamamlandi. Coziinmiis halde elde edilen hiimik asidler, enzim reaksiyonlarn igin
buzdolabinda saklandi.

5.3.5.3 Nitrik Asitle (% 30 HNOj3) Kimyasal Oksidasyona Tabi Tutulan Linyitten
Hiimik Asid Ekstraksiyonu

-2 mm tane boyutuna sahip, % 20.6 nem igeren Bolu-Himmetoglu linyiti 100.76 g tartilarak
(80 g kuru baz), 160 ml nitrik asidle (% 30 HNO3) 2 saat siireyle oda sicaklifinda muamele
" edildi. Reaksiyon sonrasinda ele gegen ¢dzeltinin kati ve svi fazlari, vakum-filtrasyon
sistemiyle ayrildi. Filtrasyon keki olarak elde edilen kati faz iizerine 500 ml 0.1 N NaOH
¢ozeltisinden eklendi ve pH degeri dl¢iildii (pH 1.15). Bu ¢ozeltinin pH degeri derisik NaOH
¢ozeltisiyle 12.15°e getirildi. Hiimik asid ekstraksiyonu igin, pH degeri 12.15°¢ getirilen
¢ozelti, sabit sicakliktaki su banyosuna yerlestirilen 1 litre hacme sahip karigtirmali cam
reaktre konuldu ve Cizelge 5.4°de belirtilen sartlarda alkali reaksiyonu gergeklestirildi.
Reaksiyon stiresince reaktdre ortalama 1.5 1t / dak debide saf azot (% 99.9) gaz1 slirekli olarak
verildi (Hofrichter ve Fritsche,1996). Siire bitiminde reakttrde alinan ¢6zelti 5000 rpm’de 20
dakika siireyle santriifiijlenerek ¢kelti ve supernatant kisimlari ayrildi. Supernatantin pH’s1
8.72, hacmi yaklasik 600 ml olarak 6l¢iildii. Bitim+Matriks olarak tammlanan ¢ékelti saf su
ile yikand1 ve sulu kisim dekante edildi. Elde edilen ¢okelti 40°C deki etiivde kurutuldu ve
miktarinin 38.68 g oldugu belirlendi. 600 ml ¢dzeltiden 50 ml alinarak, lizerine 4N HCl
¢ozeltisi eklendi ve ¢bzeltinin pH’s1 1’e getirilerek hiimik asidlerin ¢oktiirilmesi saglandu.
5000 rpm’de 20 dakika siireyle santriifiijleme iglemi ile hiimik ve flilvik asidler ayrldi.
Santriifiij sonrasinda ele gegen ¢ozeltinin yesilimsi renkte (flilvik asit) ve ¢ékelen kismin koyu
kahverenkli (hiimik asid) oldugu gbézlendi. Hiimik asid olarak adlandirilan ¢okelti {izerine
pH:7 tampon ¢&zeltisinin eklenmesiyle ¢dziindiiriildit. Bu ¢ozeltiye 0.5 M NaOH ¢6zeltisinin
eklenmesiyle pH degerinin 7 olmas: saglandi ve hacim 325 ml olarak Slgiildii. Elde edilen

¢6ziinmiig haldeki hiimik asidler, enzim reaksiyonlan i¢in buzdolabinda saklandi.

Nitrik asid oksidasyonu sonrsinda elde edilen hiimik asid miktarimin, islem »gérmernis

kdmiirden elde edilen hiimik asid miktarina gére yaklasik 2 kat daha fazla oldugu tespit edildi.
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5.3.6 Farkhi Yontemlerle Elde Edilen Hiimik Asidlerin Tane Boyutu Ol¢iimleri

Bolu-Himmetoglu linyitinden farkli yontemlerle elde edilen hiimik asidlerin tane boyut
slgiimleri Malvern Zetasizer 3000 cihaz1 kullanilarak sl¢iildii. Olgtimlerde, hiimik maddelerin
¢oziinmiis oldugu pH:7 tampon g¢ozeltileri kullanildi. Elde edilen sonuglara gére, ham
linyitten elde edilen hiimik asidlerin (HA-H) ortalama tane boyutunun 763 nm, linyite % 4
H,0, uygulamasi sonrasinda elde edilen hiimik asidlerin (HA-P) ortalama tane boyutunun
540 nm, linyite % 30 HNOs; uygulamas: sonrasinda elde edilen hiimik asidlerin (HA-N)
ortalama tane boyutunun 273 nm oldugu belirlendi.

5.3.7 Mikroorganizma (Phanerochaete chrysosporium) Uretimi

5.3.7.1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Mikroorganizmanin linyitler iizerindeki etkisinin aragtirilmas1 i¢in Phanerochaete
chrysosporium susu tercih edildi ve liretimi igin malt ekstrat pepton agar besiyeri kullamldi.
’ Besiyerlerin hazirlanmasinda 1000 ml destile su igine 30 g malt ekstrat, 3 g soya pepton, 15
g agar eklenerek, oda sicaklifinda homojen bir hale gelene kadar kangtirtldi. Elde edilen
¢ozeltinin pH’s1 0.5 N HCl ile 5.6 degerine getirildi. Bu karigim, otoklavda (120°C’de 1 atm
basing) 10 dakika siireyle steril edildi ve steril sartlar altinda petri kaplarma dokiilerek
katilagmaya birakildi. Katilasan besi ortamlari, ekim ve kiiltivasyon igin 1 giin siireyle
bekletildi.

5.3.7.2 Ekim ve Kiiltivasyon

DSMZ kiiltiir koleksiyonundan getirtilmis olan aktif sus kiiltiirli, steril sartlar altinda, petri
kaplarina dokiilerek katilagtinlmis malt ekstrat peptone agar besiyerine, dze teli kullanarak
asiland1. 7 giin siireyle tretilerek elde edilen stok kiiltiir, caligmalarda kullamlmak tzere +4
°C’de saklandi. Petri kaplarinda liretilen stok kiiltiirden, 6ze teli kullanarak alinan bir miktar
mikroorganizma, diger petrilerdeki besiyerlerine ekildi ve 30°C sicaklikta sabit tutulan
inkiibatérde liremeye birakildi. Ureme sonucunda olugan hiflerin, yedinci giinde maksimum

erginlige ulastig gézlendi.



52

5.3.8 Mikroorganizmanin (Phanerochaete chrysosporium) Linyit Numunelerine ve

Hiimik Asidlere Etkisi

Petri kaplarinda tretilen mikroorganizma sugu lizerine, nitrik asitle (8 M HNO;)

oksidlendirilmis ve 40°C’de kurutulmus olan bes adet linyit numunesi serpilerek konuldu

(Sekil 5.8 b-f).

Petri kaplarina konulmasindan itibaren 2. giinde sivilagan numuneler, enjektdr vasitasiyla
topland: ve ependorf tiiplerine aktanldi. Elde edilen siv1 lirlinler, 13.000 rpm’de 5 dakika
siireyle santrifiijlenerek slispansiyon halinde kalan kat1 partikiiller ¢oktiirtildii. Santriifiijleme

isleminden sonra ¢bzelti olarak ele gegen sivi iirlin ve ¢okelti olarak elde edilen sivilagmamig

kisim ayrildi.

Linyit numuneleri igin yapilmis olan islemler, BO-HI linyitinden farkli y&ntemlerle elde
edilen hiimik asidler (HA-H, HA-P, HA-N) i¢in de uygulandi. Sug iizerine konan hiimik
asidlerin yarim saat iginde sivilagtigi g6riildii (Sekil 5.9). Siv1 tirlinler enjektorle alinarak
santriifijjlendi, santriifiij ¢ozeltisi, liyofilizatorde, kat1 ¢6ken kisim ise etlivde 40°C’de

kurutuldu ve analizleri yapild:.
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a) Phanerochaete chrysosporium
susunun goriintiisii

e) Kiitahya (KU-SE) linyiti f) Mugla (MU-YA) linyiti

Sekil 5.8 Nitrik asidle oksidlendirilmis linyitlerin mikroorganizma ortamindaki
goriintiileri
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(b)

Sekil 5.9 Mikroorganizma etkisiyle sivilagan hiimik asidlerin goriintiileri
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5.3.9 HRP Enziminin Hazirlanmasi ve Aktivite Tayini

Deneylerde kullanilan HRP enzimi (HRP : Horseradish peroxidase EC. 1.11.1.7) (250 U)
60 pL saf su igine aktarilarak ¢dziindiirtildti. Stok ¢ozelti olarak adlandirilan bu ¢dzeltiden 10
uL alinarak, saf suyla 1 ml’ye tamamlandi ve bu ¢6zeltinin 280 ve 400 nm’de absorbans

. degerleri UV-Vis spektrofotometresiyle blgiildi.
(A100=0.07884x100=7.8840, A23)=0.04064x100=4.0464)

Deneysel ¢alismalarda kullanmak iizere, hazirlanan stok ¢ozeltiden 6 pL alimp 5 ml destile

suya eklendi ve kullanilan enzim Unite olarak hesaplands;

250 Unite  x 6 ul. = 1Unite
60 uL saf su 5000 pL. 200 pL

5.3.9.1 HRP Enzimi Aktivitesinin 35°C Sicakhikta Zamana Bagh Degisimi

HRP enziminin 35°C sicaklik ve pH 7’de en yiiksek aktiviteye sahip oldugu yapilan 6n
denemelerle tespit edildi. Bu kosullar gz oniinde tutularak zamana bagli aktivite degisimi
incelendi. Bu amagla, 35°C sicaklikta sabit tutulan ¢alkalamali su banyosu igerisine, 6 adet
numune ve 6 adet sahit olmak tizere toplam 12 adet tiip yerlestirildi. Reaksiyon ¢ozeltisi 3000
uL olacak sekilde ayarlandi.

Numune tiiplerine, 2840 uL fosfat tamponu (pH:7) ve 30 pL. HRP enzimi eklendi, ardindan 30
uL o-dianisidin (10 mM) ve 30 uL hidrojen peroksit (% 3 H,0;) eklenerek reaksiyon
baslatildi. 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalik siirelerde reaksiyonlar denendi ve siire
bitimlerinde enzim reaksiyonlar tiiplere 70 pL 2 M H,SO4 eklenmesiyle durduruldu. Elde
edilen ¢ozeltilerin absorbans degerleri 400 nm’de UV-Vis spektrofotometresiyle olgiildil.
Sahit numune tiiplerine ise enzim katilmaksizin, 2870 pL fosfat tamponu (pH:7) eklendi,
ardindan 30 pL o-dianisidin (10 mM) ve 30 pL hidrojen peroksit (% 3 H,0,) konuldu. Aym
stirelerde yapilan denemeler sonucunda reaksiyon tiiplerine 70 uL 2 M H,SO, eklendi.
Sonuglar, Sekil 5.10°da verilmektedir.
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Absorbans

0 T T T " T T
0 10 20 30 40 50 60

Zaman (dakika)

Sekil 5.10 HRP enzimi aktivitesinin zamana bagli degisimi

5.3.10 HRP Enziminin Hiimik Asidle Reaksiyonu

Enzimle yapilan deneylerde, 6n oksidasyon islemi uygulanmamis (ham) linyitten ekstrakte
edilen hiimik asidler (HA-H), hidrojen peroksitle (% 4 H,0,) oksidasyon sonrasmnda linyitten
ekstrakte edilen hiimik asidler (HA-P), nitrik asitle (%o 30 HNOs) oksidasyon sonrasinda
linyitten ekstraktle edilen hiimik asidler (HA-N) substrat olarak kullanilmistir.

Enzimle yapilan reaksiyonlannda, enzim miktarindaki degisimin hiimik asidlerin yapisina
olan etkileri aragtirildi. 3000 pL hacme sahip reaksiyon ¢ozeltisinde ham, % 4 H,O, ile
oksidlendirilmis ve % 30 HNO; ile oksidlendirilmis linyitten elde edilen hiimik asidler
(HA-H, HA-P, HA-N) aym miktarda alindi (4.3 mg). Reaksiyon ortamina eklenecek enzim
miktan sirasiyla 30, 60 ve 120 pL olacak sekilde secildi. Kullanilan hiimik asid miktarlari,
HA-H’nin substrat oldugu denemelerde 300 pL, HA-P’nin substrat oldugu denemelerde, 350
pL, HA-N’nin substrat oldugu denemelerde 160 pL olarak hesaplandi ve bu miktarlarda
kullanilds.
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5.3.10.1 Oksidasyon Islemi Uygulanmamis Linyitten Ekstrakte Edilen Hiimik Asidlerle
(HA-H) HRP Enzimin Reaksiyonu
5.3.10.1.1 30, 60 ve 120 uL. HRP Enzimi ile Yapilan Deneyler

35°C sabit sicakliga getirilmis ¢alkalamali su banyosu igerisine 6 adet tiip yerlestirildi. Her bir
tiip i¢ine gerekli miktar fosfat tamponu (pH:7) ve 300 pL hiimik asit ¢dzeltisi (pH:7) eklendi.
Enzimatik reaksiyon, 30 pul. HRP enzim c¢ozeltisi ile beraber 30 pul. HyO; (% 3’lik)
eklenmesiyle baglatildi. Toplam reaksiyon ¢ozeltisi 3000 pl olarak segildi. Enzimatik
reaksiyonlar, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalik stirelerde gerceklestirildi. Reaksiyonlar, 70 pL

2 M H,S04 ¢6zeltisinin eklenmesiyle durduruldu.

Reaksiyon siiresi tamamlandifinda ¢dzeltiler, S000 rpm’de 10 dakika siireyle santriifiijlendi,
¢ozelti ve ¢okelti kisimlar1 ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler vakum etiiviinde 40°C
sicaklik ve 400 mmHg vakum altinda kurutuldu. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup

analizleri FTIR spektroskopisi ile incelendi.

Sahit deneme i¢in 35°C sabit sicaklifa getirilmis ¢alkalamali su banyosuna yerlestirilmis tiip
icerisine 2600 pL fosfat tamponu (pH:7), 300 pL hiimik asit ¢bzeltisi (pH:7), 30 pL hidrojen
peroksit (% 3 H,0,) eklendi. Enzim reaksiyonlar i¢in belirlenen siireler sonunda, 70 pL 2 M
H,S04 eklenerek hacim 3000 uL’ye tamamlandi. Elde edilen ¢6zelti, 5000 rpm’de 10 dakika
siireyle santriifiijlenerek ¢6zelti ve ¢okelti kisimlart ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler
vakum etiiviinde 40°C sicakhikta ve 400 mmHg vakum altinda kurutuldu. Kurutulan

numunelerin fonksiyonel grup analizleri FTIR spektroskopisi ile incelendi.

Reaksiyon siiresinin ve enzim miktarindaki artigin yap: lizerindeki etkisini aragtirmak i¢in,
35°C sabit sicakliga getirilen su banyosu igerisine yerlestirilen 1 adet tiip igerisine, 2700 pL
' fosfat tamponu (pH:7, PBS), 300 pL hiimik asid ¢zeltisi (pH:7), 30 pL hidrojen peroksit (%
3 H»0,) aktarildi. 30 dakika arayla toplam 4 saat sliresince tiiplere 120 pL HRP enzimi
eklendi. 8 defa enzim eklemesi ardindan, reaksiyon 70 pl. 2 M H,;SO4 ¢ozeltisinin
cklenmesiyle durduruldu. Elde edilen ¢6zelti, 5000 rpm’de 10 dakika stireyle santriifiijlendi,
¢Ozelti ve gokelti kisimlart ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler vakum etiiviinde 40°C
sicaklik ve 400 mmHg vakum altinda kurutuldu. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup

analizleri FTIR spektroskopisi ile incelendi.

Sahit deneme igin 35°C sabit sicaklifa getirilmig ¢alkalamali su banyosuna yerlestirilmis tiip
icerisine 2700 pL fosfat tamponu (pH:7, PBS), 300 uL hiimik asit ¢6zeltisi (pH:7), 30 uL
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hidrojen peroksit (% 3 H;O;) ¢bzeltisi aktarildi. 30 dakika arayla, toplam 4 saat siiresince
tiiplere 120 pL PBS tamponu eklendi, ardindan reaksiyon 70 pL 2 M H,SO4 eklenerek
durduruldu. Elde edilen ¢6zelti, 5000 rpm’de 10 dakika siireyle santriifiijlendi, ¢bzelti ve
¢okelti kistmlar aynldi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler vakum ettiviinde 40°C sicaklik ve
400 mmHg vakum altinda kurutuldu. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup analizleri
FTIR spektroskopisi ile incelendi.

5.3.10.2 Hidrojen Peroksitle Oksidlendirilmiy Linyitten Ekstrakte Edilen
Hiimik Asidlerle (HA-P) HRP Enziminin Reaksiyonu
5.3.10.2.1 30, 60 ve 120 pL. HRP Enzimi ile Yapilan Deneyler

35°C sabit sicaklia getirilmis ¢alkalamali su banyosu igerisine 6 adet tiip yerlestirildi. Her bir
tiip i¢ine gerekli miktar fosfat tamponu (pH 7) ve 350 pL hiimik asid ¢6zeltisi (pH:7) eklendi.
Enzimatik reaksiyon, 30 pl. HRP enzim ¢6zeltisi ile beraber 30 pl HO, (% 3 lik)
cklenmesiyle baglatildi. Toplam reaksiyon ¢6zeltisi 3000 pL olarak segildi. Enzimatik
reaksiyonlar, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalik siirelerde gerceklestirdi. Reaksiyonlar, 70 pL.

2 M H,S04 ¢dzeltisinin eklenmesiyle durduruldu.

Reaksiyon siiresi tamamlandifinda ¢6zeltiler, 5000 rpm’de 10 dakika siireyle santriifiijlendi,
- ¢bzelti ve ¢okelti kistmlar ayrildi. Ayirma sonrasinda tlim numuneler vakum etiiviinde 40°C
sicaklik ve 400 mmHg vakum altinda kurutuldu. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup

analizleri FTIR spektroskopisi ile incelendi.

Sahit deneme i¢in 35°C sabit sicakliga getirilmis ¢alkalamali su banyosuna yerlegtirilmis tiip
icerisine 2550 pL fosfat tamponu (pH:7), 350 pL hiimik asit ¢6zeltisi (pH:7), 30 pL hidrojen
peroksit (% 3 H,0O;) eklendi. Enzim reaksiyonlar i¢in alinan siireler sonunda 70 pl. 2 M
H,S80, ¢ozeltisinden eklenerek hacim 3000 uL’ye tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti, 5000
rpm’de 10 dakika stireyle santrifiijlenerek ¢o6zelti ve c¢okelti kisimlar1 ayrldi. Ayirma
sonrasinda tiim numuneler vakum etiiviinde 40°C sicaklik ve 400 mmHg vakum altinda
kurutuldu. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup analizleri FTIR spektroskopisi ile

incelendi.
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Reaksiyon siiresinin ve enzim miktarindaki artisin yap: {izerindeki etkisini aragtirmak igin,
35°C sabit sicaklifa getirilen su banyosu igerisine yerlestirilen 1 adet tiip igerisine, 2650 pL
fosfat tamponu (pH:7, PBS) ve 350 uL hiimik asit ¢ozeltisi (pH :7), 30 uL hidrojen peroksit
(% 3 H,0,) aktanildi. 30 dakika arayla, toplam 4 saat siiresince tiiplere 120 pL. HRP enzimi
eklendi. 8 defa enzim eklemesi ardindan, reaksiyon 70 puL. 2 M H,SOj eklenerek durduruldu.
Elde edilen ¢6zelti, 5000 rpm’de 10 dakika siireyle santriiftijlendi, ¢ozelti ve ¢bkelti kisimlar:
ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler vakum etiiviinde 40°C sicaklik ve 400 mmHg
vakum altinda kurutuldu. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup analizleri FTIR

spektroskopisi ile incelendi.

Sahit deneme i¢in 35°C sabit sicaklifa getirilmiy ¢alkalamali su banyosuna yerlestirilmig tlip
icerisine 2650 uL fosfat tamponu (pH:7, PBS), 350 pL hiimik asit ¢bzeltisi (pH 7), 30 pL
hidrojen peroksit (% 3 H,0,) ¢bzeltisi aktarildi. 30 dakika arayla, toplam 4 saat siiresince
tiiplere 120 pul. PBS tamponu eklendi, ardindan reaksiyon 70 pl. 2 M H,SO, eklenerek
durduruldu. Elde edilen ¢6zelti, 5000 rpm’de 10 dakika siireyle santrifiijlendi, ¢6zelti ve
¢kelti kistmlar ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler vakum etiiviinde 40°C sicaklik ve
400 mmHg vakum altinda kurutuldu. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup analizleri

FTIR spektroskopisi ile incelendi.

5.3.10.3 Nitrik Asidle Oksidlendirilmis Linyitten Ekstrakte Edilen Hiimik Asidlerle
(HA-N) HRP Enziminin Reaksiyonu
5.3.10.3.1 30, 60 ve 120 pl. HRP Enzimi ile Yapilan Deneyler

35°C sabit sicakliga getirilmis ¢alkalamali su banyosu igerisine 6 adet tiip yerlestirildi. Her bir
tiip i¢ine, gerekii miktar fosfat tamponu (pH:7) ve 160 pL hiimik asid ¢6zeltisi (pH:7) eklendi.
Enzimatik reaksiyon, 30 pL HRP enzim ¢ozeltisi ile beraber 30 pL hidrojen peroksit (% 3
H,0,) ¢ozeltisi eklenmesiyle baglatildi. Enzimatik reaksiyon, 30 pL. HRP enzimi ile beraber
hidrojen peroksit eklenmesiyle baslatildi. Toplam reaksiyon ¢6zeltisi 3000 pL olarak segildi.
Enzimatik reaksiyonlar, 10, 20, 30, 40, 50 ve 60 dakikalik reaksiyon siirelerde gergeklestirildi.
Reaksiyonlar, 70 pL. 2 M H,SO4 ¢dzeltisinin eklenmesiyle durduruldu. Reaksiyon stiresi
tamamlandiginda elde edilen ¢6zeltiler, 5000 rpm’de 10 dakika siireyle santriifiijlendi, ¢6zelti
ve ¢okelti kisimlar ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler vakum etiiviinde 40°C sicaklik
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ve 400 mmHg vakum altinda kurutuldu. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup analizleri
FTIR spektroskopisi ile incelendi.

Sahit deneme igin 35°C sabit sicaklifa getirilmis calkalamali su banyosu igerisine
yerlestirilmis tiip igerisine 2740 pl fosfat tamponu (pH:7), 160 pL hiimik asit ¢dzeltisi
(pH:7), 30 uL hidrojen peroksit (% 3 H;0;) eklendi. Enzim reaksiyonlar: i¢in alinan siireler
sonunda 2 M H,SO4 ¢6zeltisinden 70 pL eklenerek hacim 3000 pL’ye tamamlandi. Elde
edilen ¢ozelti, 5000 rpm’de 10 dakika siireyle santriifiijlenerek ¢ozelti ve ¢dkelti kisimlan
ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler vakum etiiviinde 40°C sicaklik ve 400 mmHg
vakum altinda kurutuldu ve tartimlari alindi. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup

analizleri FTIR spektroskopisi ile incelendi.

Reaksiyon siiresinin ve enzim miktarindaki artigin yapi iizerindeki etkisini aragtirmak igin,
35°C sabit sicaklia getirilen su banyosu igerisine yerlestirilen 1 adet tiip igerisine, 2840 uL
fosfat tamponu (pH:7, PBS) ve 160 uL hiimik asit ¢6zeltisi (pH:7), 30 puL hidrojen peroksit
(% 3 H,0,) aktarildi. 30 dakika arayla, toplam 4 saat siiresince tliplere 120 pL. HRP enzimi
eklendi. 8 defa enzim eklemesi ardindan, reaksiyon 70 pL 2 M H,SO, eklenerek durduruldu.
Elde edilen ¢ozelti, 5000 rpm’de 10 dakika siireyle santriifiijlendi, ¢ozelti ve ¢okelti kisimlar
ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim numuneler vakum etiiviinde 40°C sicaklik ve 400 mmHg
vakum altinda kurutuldu ve tartimlarn alindi. Kurutulan numunelerin fonksiyonel grup
analizleri FTIR spektroskopisi ile incelendi. Sahit deneme igin 35°C sabit sicakliga getirilmisg
¢alkalamali su banyosuna yerlestirilmis tiip icerisine 2840 pL fosfat tamponu (pH:7, PBS),
160 pL hiimik asid ¢ozeltisi (pH 7), 30 puL hidrojen peroksit (% 3 H,0,) ¢6zeltisi aktarildi. 30
dakika arayla, toplam 4 saat siiresince tiiplere 120 ul. PBS tamponu eklendi, ardindan
reaksiyon 70 pL 2 M H,SO4 eklenerek durduruldu. Elde edilen ¢zelti, S000 rpm’de 10
dakika stireyle santriifiijlendi, ¢6zelti ve ¢okelti kisimlar1 ayrildi. Ayirma sonrasinda tiim
numuneler vakum etiiviinde 40°C sicaklik ve 400 mmHg vakum altinda kurutuldu. Kurutulan

numunelerin fonksiyonel grup analizleri FTIR spektroskopisi ile incelendi.

5.4 Elde Edilen Uriinlerin, Cozelti ve Cokeltilerin Degerlendirilmesi
5.4.1 UV-Vis Spektrofotometresi ile Kémiir Coziiniirliigiiniin Tayini

-Mikroorganizmanin linyitlere ve farkh ydntemlerle elde edilen hiimik asidlere etkisi sonucu
olusan sivi  Uriinlerin  ¢Oziinirliikleri absorbans degerlerini  dlgerek  UV-Vis
spektrofotometresiyle tayin edildi (Fakoussa, 1994). UV-Vis ile &l¢lim Oncesinde petri
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kabindan alinan siv1 driinler, 5000 rpm’de 10 dakika siireyle santriifiijlendi ve slispansiyon
halinde kalan kati partikiillerin uzaklagtirnlmas: saglandi. Siv1 {iriinlerin ¢dzelti kisimlarindan
2 pL alind1 ve 1 ml saf suda ¢6ziindiriilerek 450 nm’de absorbanslar Sl¢tildi.

5.4.2 infrared (FTIR) Spektroskopisi ile Fonksiyonel Gruplarin Tayini

Deneysel ¢aligmalarda kullanilan numuneler ve reaksiyonlar sonunda elde edilen drlinler
kurutma sonrasinda, 1/100 oraninda KBr ile karigtirild: ve 10 kg/cm? basing altinda presleme
makinasinda pelet haline getirildi. 4000-400 cm” araliginda Perkin Elmer marka FTIR
cihazinda spektrumlan alindi. Numunelerin FTIR analizine hazirlanmasinda kati numuneler
0.001 g tartildi, stvi numuneler ise S pL alinarak liyofilizatérde kurutuldu ve KBr ile homojen
hale getirildi. Spektrumlar1 alinan numuneler agagida verilmigtir:

a) Ham linyit numuneleri

b) Nitrik asidle (8§ M HNOs3) oksidlendirilmis numuneler

¢) Oksidlendirilmis numunelere mikroorganizma etkisi sonucunda olugan sivi {irtinlerin
¢ozelti ve ¢okelti kisimlar

d) Ham linyitten ekstrakte edilen hiimik asidler (HA-H),

€) Hidrojen peroksitle (% 4 H,0,) oksidasyon sonrasinda ekstrakte edilen hiimik asidler
(HA-P),

f) Nitrik asidle (% 30 HNO3) oksidasyon sonrasinda ekstrakte edilen hiimik asidler (HA-N)

g) Himik asidlere (HA-H, HA-P ve HA-N) mikroorganizma etkisi sonucunda olugan
sivi lirlinlerin ¢6zelti ve ¢okelti kisimlar

h) Hiimik asidler (HA-H, HA-P ve HA-N) ve enzim reaksiyonu sonrasinda elde edilen

cozelti ve ¢okelti kisimlar
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5.4.3 Gaz Kromotografisi — Kiitie Spektrometrisi (GC-MS) ile Kimyasal Yap1 Tayini

Numunelerin GC-MS analizine hazirlanmasi1 asamasinda, sivi numunelerden 5 pL, kati
numunelerden ise 0.01 g tartim alinarak asetonda (1 ml) ¢dziindiriildi. 1 dakika stireyle
vortekslendi ve ardindan 13.000 rpm’de 5 dakika siireyle santrlifiijlenerek siispansiyon
halinde kalan kati partikiiller ¢oktiirlildii. Analize hazir hale getirilen numunelerden 0.5 ul
alimmp GC-MS cihaz kolonuna enjekte edildi. Analizlerde, 30 m uzunlukta, 0.25 mm ig
¢apinda, BPX5 tip kapiler kolon kullanildi. Tastyic1 gaz olarak kullanilan He gaz1 1 ml / dak

debiyle sistemden stirekli gegirildi.

Analiz sirasinda uygulanan firin sicaklik programi §6yledir:

Baglangig sicakligt : 50°C
1. adim : Isitma hiz1 : 10°C / dak

Son sicaklik : 220 °C, bu sicaklikta 2 dakika beklendi
2. adim : Isitma hiz1 : 20°C / dak

Son sicaklik : 330°C, bu sicaklikta 10 dakika beklendi

Gaz Kromotografisi — Kiitle Spektrometrisi (GC-MS) teknigi ile incelenen numuneler agagida

verilmektedir:

a) Ham linyit numuneleri

b) Nitrik asidle (8 M HNQ3) oksidlendirilmis numuneler

c) Oksidlendirilmis numunelere mikroorganizma etkisi sonucunda olusan sivi tirinlerin
¢ozelti kisimlan

d) Ham linyitten ekstrakte edilen hiimik asidler (HA-H),

e) Hidrojen peroksitle (% 4 H,0,) oksidasyon sonrasinda ekstrakte edilen hiimik asidler
(HA-P),

f) Nitrik asidle (% 30 HNOs) oksidasyon sonrasinda ekstrakté edilen hiimik asidler (HA—N)

g) Hiimik asidlere (HA-H, HA-P ve HA-N) mikroorganizma etkisi sonucunda olugan sivi

irtinlerin ¢dzelti kistmlar
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6. SONUCLAR ve ONERILER

6.1 Mikroorganizmamn (Phanerochaete chrysosporium) Linyit Numunelerine
Etkisinin Degerlendirilmesi

6.1.1 UV-Vis Spektrofotometresiyle Kimiir Coziiniirliigiiniin Tayini

Linyit numunelerinden ve hiimik asidlerden elde elde edilen sivi iriinlerin absorbans
grafikleri sirasiyla Sekil 6.1°de, 450 nm’de belirlenen absorbans degerleri ise Cizelge 6.1°de
verilmektedir. Elde edilen sonuglara gore, Bolu-Himmetoglu linyitinin mikroorganizma
etkisi sonucunda en yiliksek sivilagma verimi gOsterdigi tespit edildi. Kullamlan linyit
numunelerinin biyosivilasma verimleri strasiyla Bolu-Himmetoglu, Kiitahya-Seyitdmer,

Konya-Ilgin, Mugla-Yatagan ve Bursa-Kestelek olarak belirlendi.

5 T 7
i —>BO-HI ;

wda

Absorbans

300 400 500 e ”
Dalgaboyu [nm]

Sekil 6.1 Mikroorganizma etkisiyle linyitlerden elde edilen siv1 tiriinlerin

UV-Vis spektrumlan
Cizelge 6.1 Linyitlerden elde edilen siv1 tiriinlerin 450 nm’deki ¢oziiniirlitk degerleri

Numuneler Absorbans Degerleri
Bolu-Himmetoglu linyiti 0.70006
Bursa-Kestelek linyiti 0.45023
Kiitahya-Seyitémer linyiti 0.66867
Konya-Ilgmn linyiti 0.60292

Mugla-Yatagan linyiti 0.50006
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6.1.2 Ham ve Oksidlendirilmis Linyit Numunelerinin FTIR Spektrumlar:

Deneylerde kullanilan ham linyit numuneleri ve bu numunelerin nitrik asidle (8 M HNO3)
oksidasyonu sonrasinda elde edilen oksidlendirilmis numunelerin FTIR analizleri yapilmis ve

sonuglar kiyaslanmigtir. Bu spektrumlar, Sekil 6.2-6.6’de verilmektedir.

Ham linyitler incelendiginde 3620, 3699, 3697, 3620, 3851, 3901 cm ’de bandlarin olustugu
gdzlenmistir. Bu bandlar yapida kaolinit gibi minerallerden kaynaklanan kil safsizliklarinin

bulundugunu gdstermektedir.

3420, 3401, 3436, 3429, 3401 cm’’de olusan bandlar nem ya da kristal bagli sudan
kaynaklanan hidroksil veya fenolik bilesiklerden kaynaklanan -OH gerilmesini

gostermektedir.

2924, 2923, 2921, 2923, 2852 cm™’de olusan bandlar alifatik hidrokarbon ve doymus alifatik
siklik hidrokarbonlardan kaynaklanan -CH, grubuna bagl simetrik ve asimetrik C-H gerilme

titresimini gostermektedir (alifatik yapilar).

Bazi linyitlerde goriilen 2345 ve 2346 cm’'’de olusan bandlar ortamdaki COy’den ileri

gelmektedir.

1615, 1614, 1618, 1621 ve 1625 cm™*de meydana gelen bandlar aromatik halkali yapiya bagh

C=C gerilme titresimlerini gostermektedir (aromatik yapilar).

Mugla ve Bursa linyitlerinde goriilen 1416 ve 1436 cm™*de gériilen bandlar aromatik C=C
halka gerilmelerini gostermektedir. 1430 - 1420 cm™’de olusan bandlar ise ligninde bulunan

aromatiklerin absorblanmasindan kaynaklanmaktadir (Guo ve Bustin, 1998).

Bolu, Bursa, Seyitomer ve Konya linyitlerinde goriilen ve 1384 cm™’de olusan band, yapida

simetrik deformasyonu geklindeki metilen gruplarmin (-CH3) bulundugunu gostermektedir.

1035, 1041, 1033, 1038, 1032, 1034 cm "’de goriilen bandlar, alifatik eter (-C-O-) ya da
alifatik alkollerden kaynaklanan C-O titresimini gosterir ki bu bandlar yapida alifatik
yapilarin bulunduguna isaret etmektedir. Ayrica bu bantlarin kil safsizliklarindan kaynaklanan

Si-O titresimlerine de isaret ettigi belirtilmektedir.

3696, 3620, 1094, 1011, 915, 540 cm™"’de olugan bandlar mineral madde &zellikle kaolinitten
kaynaklanan Si-O biikiilme ve gerilme titresimlerini, 470 cm™ civarinda olusan band ise
yapida pirit varhgini gdstermektedir. 1153, 660, 600 cm™’de olusan bandlar ise kalsiyum
stilfattan kaynaklanmaktadir.
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700-900 cm™’de olugan bandlar aromatik ve yogun aromatik sistemlerdeki aromatik C-H
bitkiilme titresimlerine igaret etmektedir. 750-700 cm™’de olusan band her bir halkada yer
alan 4 komsu aromatik hidrojenin varlifim g&stermektedir (aromatik yapilarin varlifi)
(Berkowitz, 1985; Guo ve Bustin, 1998; Butuzova vd., 1998; Alvarez vd., 2003; Martyniuk
vd., 2003; Li vd., 2004; Perez vd., 2004; Kurkova vd., 2004).

Cizelge 6.2 FTIR spektrumlarinda olusan bandlar ve gésterdikleri fonksiyonel gruplar

(Guo ve Bustin, 1998)

Bandlar (cm™) Fonksiyonel Gruplar
3400-3320 -OH gerilmesi
3050-3030 Aromatik CH gerilmesi
3000-2800 Alifatik CH gerilmesi
1700 Aromatik karbonil/ karboksil C=0 gerilmesi
1610-1560 Aromatik C=C halka gerilmesi
1510 Aromatik C=C halka gerilmesi
1450 Alifatik CH deformasyonu
1430-1420 Aromatik C=C halka gerilmesi
1370-1360 Alifatik CH3 deformasyonu
1317-1315 Alifatik CH; deformasyonu
1270-1250 Aromatik CO- ve fenolik —OH gerilmesi
1060-1030 Alifatik eter C-O- ve alkol C-O gerilmesi
870 1 komsu H deformasyonu /
izole hidrojenli benzen halkasi, aromatik halkalardaki C-H
810 2 komsu H deformasyonu /
Her bir halkada yer alan 2 komgu aromatik hidrojen
780770 3 komsu H deformasyonu /
Her bir halkada yer alan 3 komsu aromatik hidrojen
750 4 komsu H deformasonuw/

Her bir halkada yer alan 4 koinsu aromatik hidrojen




66

Nitrik asit okidasyonu ardindan tiim numunelerde 1540 cm™ civarinda (1540, 1542, 1538,
1549 cm™) ve 1720 cm™ civarinda (1716, 1721, 1718, 1720 cm™) bandlarin olustugu
g6zlenmistir. 1540 cm™’de olusan band, aromatik halkalarin nitratasyonu ile olusan N=O
asimetrik gerilmelerden kaynaklanmaktadir.1720 cm™’de olusan band ise oksidasyon
sonucunda olusan karboksil / karbonil gruplarindan kaynaklanan C=0O gerilme titresimlerini
gostermektedir. Oksidasyon sonrasinda Bolu, Bursa ve Konya linyitlerinde 1264 cm™’de
bandlarn olustufu gozlenmistir. 1275-1200 cm™ aralig hem aromatik eterlerin (C-O-C)

asimetrik gerilme, hem de fenolleri igeren C-O titresimlerinin absorbsiyonudur.
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Sekil 6.4 Konya-Ilgin linyitinin FTIR spektrumu

a) Oksidasyon 6ncesi b) Oksidasyon sonrasi
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a) Oksidasyon 6ncesi b) Oksidasyon sonrasi
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a) Oksidasyon 6ncesi b) Oksidasyon sonrasi
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6.1.3 Mikroorganizma Etkisiye Olusan Stvi Urtinlerin (Cézelti ve Ckelti) FTIR

Spektrumlan

Nitrik asidle (8 M HNO;) oksidlendirilmis linyitlere mikroorganizma etkisi sonucu olusan
s1v1 {irlinlerin santriifiijleme sonrasinda ele gegen ¢ozelti kisimlarmin FTIR spektrumlart Sekil

6.7-6.11°de verilmektedir.

Tiim tiriinlerde bes temel yapinin meveut oldugu gézlenmistir. 3420 cm™*de olugan band suya
bagli hidroksil ya da fenolik -OH gruplarnin yapida bulundugunu gdstermektedir. 2927
cm’de olusan band yapilarinda az miktarda alifatik hidrokarbonlarin varligina isaret
etmektedir. 1620, 1622, 1627, 1628 c¢m™’de meydana gelen bandlar aromatik halkall
yapilardan kaynaklanan C=C gerilme titresimlerini gostermektedir. 1384 cm™’de olusan band,
metilen gruplarmm varhigma isaret etmektedir. 1072 cm™de olusan band, alifatik C-O-C
gerilmelerini ya da Si-O gerilmelerine isaret etmektedir. FTIR analizlerinde olusan sivi
trtinlerin  ¢ozelti kisimlarimin  hemen hemen aym fonksiyonel gruplar igerdigini

g6stermektedir.

Sekil 6.12-6.16’da ise siv1 lirlinlerin santriifijlenmesi ardindan ¢tken kisimlarin FTIR
spektrumlari gosterilmektedir. Spektrumlar mikroorganizmanin nitrik asilde oksidlendiriimis
numunelere etkisi ardindan yapida nitro gruplan (N=0, 1540 cm™) ve karbonil/karboksil
gruplarimin (C=0, 1720 cm™) azaldigim gostermektedir. Ayrica aromatic C-O gruplarim
temsil eden bandin mikrobiyal etki sonrasinda linyit spektrumlarinda kayboldugu ve alifatik
metilen gruplarimin ¢6keltilerde olustugu dikkati ¢ekmigtir.
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Sekil 6.7 Bolu-Himmetoglu linyitine mikroorganizma etkisi sonucu olusan s1v1 firiiniin
(c6zelti) FTIR spektrumu
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(¢6zelti) FTIR spektrumu
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Sekil 6.9 Konya-Ilgin linyitine mikroorganizma etkisi sonucu olusan s1v1 {iriiniin
(¢cozelti) FTIR spektrumu
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Sekil 6.10 Kiitahya-Seyitdmer linyitine mikroorganizma etkisi sonucu olugan siv1 {irliniin
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Sekil 6.12 Bolu-Himmetoglu linyitine mikroorganizma etkisi sonucu olusan siv1 iiriiniin
(c6kelti) FTIR spektrumu
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6.1.4 Mikroorganizma Etkisiyle Olusan Sivi Uriinlerin GC-MS Kromotogramlan

Mikroorganizma etkisi sonucunda olusan sivi {iriinlerin kimyasal yapilan GC-MS teknigi
kullamlarak incelendi. Sivi {irtinlerin kimyasal yapisi, oksidlendirilmis ve ham linyit

numunelerin Kimyasal yapilar ile karsilagtirild.

Mikrobiyal etkiyle tiretilen siv1 tirtinlerin GC-MS spektrumlar $ekil 6.17°de verilmektedir.
Spektrumlarda olugan pik sayist g6z 6nilinde tutulduunda asetonda ¢6ziinebilen fraksiyonlar
bakimindan Konya, Bolu ve Kiitahya linyitlerinden olusan sivilar Mugla ve Bursa linyitinden
olusanlara gore daha fazladir. Oksidlendirilmis linyitlerin kromotogramlarinda ise pik
“olusumu dolayisiyla kimyasal madde olugumu siv1 tiriinlerinkine gére ¢ok daha azdir (Sekil
6.18). Ham linyitlerin kromotogramlarinda (Sekil 6.19) ise diger tlim numunelerde goriilen
ve Kkarakteristik temel pik olarak belirlenen 15.59 ve 19.28 kalma zamaninda gozlenen pikler
olugsmustur (Sekil 6.20, Sekil 6.21). 15.59 numarali pik, 2-propenoic acid, N-tridecyl ester,
dodecyl acrylate ve ester tiirevli maddelere benzer maddelerin varlifina isaret etmektedir
19.28 numarali pik ise propanoic acid, 3-mercapto-, dodecyl ester benzeri bilesigin yapida
varligina isaret etmektedir. GC-MS analizleri tlim numunelerde ester yapili bilegiklerin
varligini gostermektedir. Ham, oksidlendirilmis ve mikrobiyal etki sonrasinda olusan sivi
trtinlerin asetonda ¢8zlinmils fraksiyonlarimin GC-MS kromotogramlart her bir linyit
numunesi ayn ayn alinmis ve incelenmistir. Kromotogramlardan alinan sonuglar Cizelge 6.3-
6.7°de verilmektedir. Sonuglar mikrobiyal etkiyle linyitlerden bazi kimyasal maddelerin
olustugunu ve kdmiir yapisinda yer alan bazi bilesiklerinde depolimerize olduguna isaret

etmektedir.
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Sekil 6.17 Farkli tipteki linyit numunelerine mikroorganizma etkisi sonucu

olugan s1v1 tirtinlerin (¢6zelti) GC-MS kromotogramlari
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Sekil 6.19 Deneylerde kullanilan ham linyit numunelerinin GC-MS kromotogramlar
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Sekil 6.20 Tiim numunelerin GC-MS kromotogramlarinda gozlenen ve 15.5
kalma zamaninda olugmus temel pike ait kimyasal maddeler

9 “retention time”
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Sekil 6.21 Tiim numunelerin GC-MS kromotogramlarinda gozlenen ve 19.28 “retention
time” kalma zamaninda olugmug temel pike ait kimyasal maddeler
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Sekil 6.22 Bolu-Himmetoglu linyitinin (BO-HI) GC-MS kromotogramlar
a) Mikroorganizma etkisiyle olugan sivi wiriin
b) Oksidlendirilmis linyit
c) Ham linyit
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Sekil 6.23 Bursa-Kestelek linyitinin (BU-KE) GC-MS kromotogramlari

a) Mikroorganizma etkisiyle olusan stvi tiriin

b) Oksidlendirilmis linyit

¢) Ham linyit
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Sekil 6.24 Konya-Ilgin linyitinin (KO-IL) GC-MS kromotogramlar

a) Mikroorganizma etkisiyle olugan sivi Girin
b) Oksidlendirilmis linyit
¢) Ham linyit
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Sekil 6.25 Kiitahya-Seyitomer (KU-SE) linyitinin GC-MS kromotogramlan

a) Mikroorganizma etkisiyle olugan siv1 iirtin

b) Oksidlendirilmig linyit
¢) Ham linyit
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Sekil 6.26 Mugla-Yatagan (MU-YA) linyitinin GC-MS kromotogramlan
a) Mikroorganizma etkisiyle olusan siv1 iirtin
b) Oksidlendirilmis linyit
¢) Ham linyit
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6.2 Mikroorganizmanin (Phanerochaete chrysosporium) Hiimik Asid Numunelerine
Etkisinin Degerlendirilmesi
6.2.1 Farkli Yoéntemlerle Elde Edilen Hiimik Asidlerin (HA-H, HA-P, HA-N)
UV-Vis Spektrofotometresiyle Belirlenen Absorbans Degerleri

Mikroorganizmanin hiimik asidlere etkisi sonucu elde elde edilen siv1 driinlerin UV-Vis

spektrofotometre ile belirlenen absorbans spektrumlar Sekil 6.27°de, 450 nm’de &lgiilen
absorbans degerleri ise Cizelge 6.8’de verilmektedir.

Elde edilen sonuglara gore, nitrik asidle (% 30 HNOs3) oksidasyon sonrasinda ekstrakte edilen
hiimik asidlerin (HA-N) en yiiksek biyogdziiniirlik degerine sahip oldugu belirlendi.

§

..............................

.................................................

.................................................

200 300 400 500
Wavelength [nm}

600 700

Sekil 6.27 Mikroorganizma etkisiyle hiimik asidlerden (HA-H, HA-P, HA-N) elde edilen
sivi tirtinlerin UV-Vis spektrumlar

Cizelge 6.8 Hiimik asidlerden elde edilen s1v1 iiriinlerin 450 nm’deki absorbans degerleri

Numuneler Absorbans Degerleri
Ham linyitten ekstrakte edilen hiimik asid (HA-H) 0.05926
Hidrojen peroksitle (% 4 HyO,) oksidlendirilmis linyitten

ekstrakte edilen hiimik asid (HA-P) 011597
Nitrik asik?e (% }0 .I'H\IO3) oksidlendirilmis linyitten 0.66445
ekstrakte edilen hiimik asid (HA-N)
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6.2.2 Farkh Ydntemlerle Elde Edilen Hiimik Asidlerin (HA-H, HA-P, HA-N)
FTIR Spektrumlari

Bolu-Himmetoglu linyitinden farkli yontemlerle elde edilen hiimik asidlerin (HA-H, HA-P,
HA-N) FTIR spektrumlar ayri ayn 6l¢lilmiis ve kiyaslanmigtir, Bu spektrumlar, Sekil 6.28,
6.29 ve 6.30°da verilmektedir.

Ug numunede de goriilen 3422, 3439, 3432 cm™’de olugmus bandlar nem ya da kristal bagh
sudan ileri gelen hidroksil ve fenolik -OH gerilmesini gdstermektedir. 2926 cm™’de olugmus
band, ¢ numunede de gézlenmekte ve ¢ok kiiglik bir pik oldugundan yapida az miktarda
alifatik hidrokarbonlarin varligina isaret etmekteir. 2446, 2438 ve 2442 cm“de olusan
bandlar N-H gerilme titresimlerimi gostermektedir. HA-H ve HA-P’de gbzlenen ancak HA-
N’de gozlenmeyen 1634 ve 1636 cm™’de meydana gelen bandlar konjuge olmus C=C gerilme
titresimini ya da hidrojen bagh karbonil gruplarim1 gdstermektedir. Sadece NA-N’de ortaya
¢ikan 1595 cm™’de meydana gelen band aromatik halkalarin nitratasyonu ile olugan N=O
asimetrik gerilmelerden kaynaklanmaktadir. 1300-1000 cm™ ‘de olusan bandlar C-O
(fenoller), Cy-O-Cyr, C-O (alkol), Cor-O-Cqt, Cy-O-Cy, gerilmelerinin varlidini belirtmektedir
(Speight, 1994). Bu nedenle HA-P’de 1302 cm™’de olusan kiigiik bandin C-O gerilme
titresimlerinden kaynaklandifi sSylenebilir. HA-H’de 1362 cm™de olusan kiigik band ve
HA-N’de 1384 cm’de olusan genis band metilen gruplanmin varh@im gostermektedir.
Linyite nitrik asid uygulamasinin, hiimik asidlerde asir1 -CH; ve N=0O gruplarimin olugumuna
yol agtigi goriilmiistir. HA-P ve HA-N’de 1157 cm™ ‘denda olusan bandlar, alkol ve
eterlerdeki C-O gerilme titresiminden kaynaklanmaktadir. HA-H’de ise bu pikde tam bir
olusum gézlenmemigtir. 1068, 1078 ve 1076 cm™*de olugan pikler alifatik eter ve alkollerden

kaynaklana C-O gerilme titregimlerini ya da Si-O gerilme tirresimlerini g6stermektedir.

Ug hiimik asid numunesinde sivri ve genis yapida karakteristik pik olarak ortaya gikan ve
859 cm’'’de olusan band, yapida hidrojenli substitiie benzen halkalannin oldugunu
g6stermektedir.
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Sekil 6.28 Ham linyitten ekstrakte edilen hiimik asidin (HA-H) FTIR spektrumu
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Sekil 6.29 Hidrojen peroksitle (% 4 H,0,) oksidlendirilmis linyitten ekstrakte edilen

hiimik asidin (HA-P) FTIR spektrumu
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Sekil 6.30 Nitrik asidle (% 30 HNOs3) oksidlendirilmis linyitten ekstrakte edilen

hiimik asidin (HA-N) FTIR spektrumu
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6.2.3 Farkhl Yéntemlerle Elde Edilen Hiimik Asidlere (HA-H, HA-P, HA-N)
Mikroorganizma Etkisi Sonucunda Olugan Sivi Uriinlerin (Cozelti ve Cokelti)

FTIR Spektrumlar

Bolu-Himmetoglu linyitinden farkli yontemlerle elde edilen hiimik asidlere (HA-H, HA-P,
HA-N) mikroorganizma etkisi sonucu olugmus siv1 tirlinleri FTIR spektrumlar incelenmistir.
Bu spektrumlar, Sekil 6.31, Sekil 6.32 ve Sekil 6.33’de verilmektedir.

HA-H’den elde edilen s1v1 tiriinde (¢6zelti) (FA) 3432, 2380, 1638, 1156, 1079, 984, 861, 527
cm™*de bandlar tespit edilmistir. Bu bandlarn isaret ettigi fonksiyonel gruplar daha 6nceki

boliimde agiklanmugtir.

HA-H’den elde edilen sivi iirlin (¢8zelti) HA-H ile kiyaslandifinda 2926 em™’de
kayboldugu, 2442 cm™ ve 859 cm™’de bandlarin azaldig: dikkati gekmistir,

HA-P’den elde edilen siv1 iiriinde (¢6zelti) 3431, 2382, 1642, 1384, 1087, 984, 525 cm™ 'de
bandlar tespit edilmigtir. Bu bandlarin isaret ettigi fonksiyonel gruplar daha 6nceki bsliimde

aciklanmstir,

HA-P’den elde edilen sivi {iriin (¢6zelti) katt HA-P ile kiyaslandiginda 2927 cm™ de ki bandn
kayboldugu, 2382 cm™ 'deki bandin azaldig1, 859 cm™’de ki bandin ise gok kiigiildiii aynica,
1158 ve 1078 cm™de ki bandlarin kayboldugu ve 1087 cm™'de genis bir bandin olugtugu

gbzlenmigtir.

HA-N’den elde edilen sivi1 tirtinde (¢ozelti) 3422, 1627, 1384, 1079, 860, 534 525 cm™’de
bandlar tespit edilmistir. Bu bandlarin igaret ettigi fonksiyonel gruplar daha 6nceki bsliimde

acgiklanmigtir,

HA-N’den elde edilen siv1 tiriin (¢6zelti) katt HA-N ile kiyaslandiginda 2446 cm™, 1154 ve
1073 cm™*de ki bandin kayboldugu 1079 cm™’de genis bir bandin olustugu ve ayrica
aromatik yapiy1 gosteren (benzen halkalari) 860 cm™’de ki bandin ise ¢ok kiigildiign

gbzlenmistir,

U farkls hiimik asitden elde edilen stv1 Girlinlerin ¢Ozelti ve gokeltileri ayr1 ayn incelenmis ve
kati haldeki formlarnyla karsilastinlmigtir (Sekil 6.31-6.35). Santriflijleme sonrasinda ele
gegen ¢okeltilerde 3436, 1641, 1384, 1054 cm™’de bandlarin varlig: goriilmiis HA-H’nin
¢okeltisinde farkli olarak alifatik hidrokarbonalar1 isaret eden 2926 cm™’de ki banda

rastlanilmamigtir.
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Sekil 6.31 HA-H ve mikroorganizma etkisiyle olugan siv1 tiriiniin
FTIR spektrumlar
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Sekil 6.32 HA-P ve mikroorganizma etkisiyle olugan s1vi iiriiniin
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Sekil 6.33 HA-N ve mikroorganizma etkisiyle olusan siv1 iiriiniin

FTIR spektrumlari
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Sekil 6.34 Mikroorganizma etkisiyle hiimik asidlerden (HA-H, HA-P ve HA-N) elde
edilen s1v1 firlinlerin (¢6zelti) FTIR spektrumlari
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Sekil 6.35 Mikroorganizma etkisiyle hiimik asidlerden (HA-H, HA-P ve HA-N)
elde edilen siv1 {irtinlerin (¢okelti) FTIR spektrumlar
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6.2.4 Farkh Yontemlerle Elde Edilen Hiimik Asidlere (HA-H, HA-P, HA-N)
Mikroorganizma Etkisi Sonucunda Olagan Siv1 Uriinlerin GC-MS
Kromotogramlar

Mikroorganizma vasitasiyla tUretilen sivi tirtinlerin GC-MS spektrumlari, orjinal hiimik

asidlerin (HA-H) GC-MS spektrumlanyla karsilagtinlmigtir. HA-H’de cyclooctasiloxane-

hexadecamethyl(C16Hss05Si5,Ma:592), 1,1,1,5,7,7,7 heptamethyl-3,3 bis/trimethylsiloxy
tetrasiloxane (Cj3Hg05Sis, Ma:444), azetidine,1-benzyl-3,3dimethyl-2-phenyl, (CisHz1N,

Ma:251), heptasiloxane, hexdecamethyl (C;6H4s068i7) benzeri bilesikler saptanmigtir (Sekil

6.36). Cizelge 6.9 ham linyitten ekstrakte edilen hiimik asidin (HA-H) GC-MS

kromotogramlarindan elde edilen sonuglar verilmektedir.

% 4’lik H,0; ile kimyasal oksidasyon sonrasinda linyitten ekstrakte edilen hiimik asidlerden
(HA-P) mikroorganizma vasitastyla iiretilen sivilarda temel iki pikde artig belirlenmis, HA-
P’den elde edilen GC-MS spektrumunda ise 2-propenoic acid,3-(methoxyphenyl)-,2-
ethylhexylester (CigHp603, Ma:290), octane,2-6-dimethyl (CioHz, Ma:142) benzeri
bilesiklerde azalma gozlenmistir (Sekil 6.37). Cizelge 6.10°da mikrobiyal islem 6ncesinde ve

sonrasinda yapida meydana gelen kimyasal maddeler verilmektedir.

% 30’luk HNO; ile kimyasal oksidasyon sonrasinda linyitten ekstrakte edilen hiimik
asidlerden (HA-N) mikroorganizma vasitasiyla {iretilen sivilarda, HA-N’e gére gok farkli
bilesiklerin olustugu ve bazi piklerde oldukga fazla artmalar oldugu saptanmgtir. Sivi lirlinde
1,1,1,5,7,7,7 heptamethyl-3,3 bis/trimethylsiloxy tetrasiloxane (C;3H4o0s8is, Ma:444),
2H,pyran-2one,tetrahydro-6-tridecyl (Ci1sH3402, Ma:282), (2,3-diphenylcyclopropyl)methyl-
phenylsulfoxidetrans (C22H200s, Ma:332) benzeri bilesiklerde g6zlenmigtir. HA-Nde ise sivi
tirinden farkli olarak bis(2-ethylhexyl)phatalate (Cz4H3s04, Ma:390) (Sekil 6.38). Cizelge
6.11°de mikrobiyal etkiyle par¢alanan ve olugan bazi kimyasallarin listesi verilmektedir.
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Sekil 6.36 Ham linyitten ekstrakte edilen hiimik asidin (HA-H) GC-MS kromotogramlari
a) Mikroorganizma etkisiyle olusan siv1 iiriin (¢6zelti)
b) Hiimik asid (HA-H)
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Sekil 6.37 Hidrojen peroksitle (% 4 Hy0,) oksidasyon sonrasinda ekstrakte edilen
hiimik asidin (HA-P) GC-MS kromotogramlar
a) Mikroorganizma etkisiyle olugan sv1 {irtin (¢6zelti)
b) Hiumik asid (HA-P)
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Sekil 6.38 Nitrik Asidle (% 30 HNOs) oksidasyon sonrasinda ekstrakte edilen
hiimik asidin (HA-N) GC-MS kromotogramlari
a) Mikroorganizma etkisiyle olugan siv1 iiriin (¢ozelti)

b) Himik asid (HA-N)
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6.3 HRP (Horseradish peroxidase) Enziminin Hiimik Asid Numunelerine

Etkisinin Degerlendirilmesi

6.3.1 Hiimik Asid (HA-H) ve Enzim Reaksiyonlar1 Sonrasinda Elde Edilen
Cozelti ve Cokeltilerin FTIR Spektrumlan

Ham Bolu-Himmetoglu linyitinden elde edilen hiimik asid (HA-H) ile HRP (Horseradish
peroxidase) enzimi reaksiyona sokulmus; 30, 60, 120 uL enzim miktarlarimin ve 10, 20, 30,
40, 50, 60 dakikalik reaksiyon siirelerinin hiimik asid yapisinda meydana getirdigi degisimler,

FTIR spektroskopisi ile incelenmisgtir.

Enzim reaksiyonu sonrasinda elde edilen ¢ozeltiler santriifiijlenerek ¢ozelti ve ¢okelti olmak
lizere iki fraksiyona ayrildi ve kurutularak analiz edildi. Bu iki fraksiyonun fonksiyonel
_gruplart ham hiimik asid (HA-H) ile kiyaslanarak meydana gelen degisimler belirlendi.

30 uL enzim miktarlar ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda
elde edilen ¢6zelti ve ¢okelti fraksiyonlar Sekil 6.39 ve Sekil 6.40°da verilmektedir. Cozelti
fraksiyonlarinin hepsinde zamana bagl olarak degisen belirgin bir fark gézlenmemistir. FTIR
spektrumlarinda 3429, 1635, 1286, 1180, 1068, 1008, 885, 850 613 ve 578 cm™’de bandlarin
olustugu goézlenmistir (Sekil 6.39). Cokelti fraksiyonlarnn incelendiginde ise ¢ozelti
fraksiyonunda oldugu gibi fonksiyonel gruplarda zamana bagli bir degisim gbzlenmemistir.
Cokeltilerin FTIR spektrumlarinda 3420, 1637, 1400, 1186, 1056, 884, 851 ve 579 cm™de
bandlarin olustugu gézlenmistir (Sekil 6.40).

Cozelti fraksiyonlan igin sahit deneme, enzimli deneme ve ham linyitten ekstrakte edilen
hiimik asid (HA-H) kiyaslandiginda enzim etkisiyle 1384 cm™>de ki bandin kayboldugu, 850
ve 885 cm’de bandlarin olustugu, 1287 ve 1068 cm™*de bandlarin ortaya giktif1 gériilmiistiir
(Sekil 6.43). HA-H ise 3429, 2426, 1643, 1384, 1073, 861 cm™""de ki bandlar1 igermektedir.

Cokelti fraksiyonlar igin sahit deneme, enzimli deneme ve ham linyitten ekstrakte edilen
hiimik asid (HA-H) kiyaslandiginda enzim etkisiyle 1400, 1067, 886 ve 850 cm™’de bandlarin
olustugu goézlenmistir (Sekil 6.44).

Cozelti ve g¢okeltiler kiyaslandifinda ¢ézelti lirlinlerinde ¢okeltilerden farkii olarak 1286 ve
1008 cm™’de bandlarin yer aldif, ¢okeltilerde ise 1400 cm™*de bandin olustugu gozlenmigtir
(Sekil 6.45).
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Sekil 6.39 HA-H ve HRP enziminin (30 pL) farkl stirelerde gergeklestirilen

Ozeltilerin FTIR spektrumlar

reaksiyonlarindan elde edilen ¢
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Sekil 6.40 HA-H ve HRP enziminin (30 pL) farkl siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢okeltilerin FTIR spektrumlarn
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Sekil 6.41 HA-H'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢dzeltisinin

FTIR spektrumu
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FTIR spektrumu

Sekil 6.42 HA-H'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6keltisinin
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Sekil 6.43 HA-H'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin

hiimik asidle (HA-H) kargilagtirilmasi
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Sekil 6.44 HA-H'in HRP enzimiyle (30 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢dkeltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilastiriimasi
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Sekil 6.45 HA-H'in HRP enzimiyle (30 uL) gergeklestirilen reaksiyonundan
elde edilen ¢6zelti ve ¢okeltilerin karsilastiniimas:



125

60 uL enzim miktarlar ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda ele
gecen ¢Ozelti ve ¢okelti fraksiyonlarn Sekil 6.46 ve $ekil 6.47°de verilmektedir. Cozelti
fraksiyonlarinin hepsinde zamana bagli olarak degigen belirgin bir fark gbzlenmemistir. FTIR
spektrumlarinda 3430, 1635, 1288, 1180, 1068, 1008, 885, 850 613 ve 578 cm™’de bandlarin
olustugu gozlenmistir (Sekil 6.46). Cokelti fraksiyonlar1 incelendifinde ¢ozelti
fraksiyonlarinda oldugu gibi fonksiyonel gruplarda zamana bagli bir degisim gézlenmemistir.
Bu fraksiyonlarin FTIR spektrumlarinda 3425, 1638, 1400, 1180, 1065, 885, 850 ve 578
cm’*de bandlarin olustugu gdzlenmistir (Sekil 6.47).

Cozelti fraksiyonlari i¢in gahit deneme, enzimli deneme ve ham linyitten ekstrakte edilen
hiimik asid (HA-H) kiyaslandiginda enzim etkisiyle olusan reaksiyonlar sonucunda
1384 cm™*de ki bandin kayboldugu, 850 ve 885 cm™*de ki bandlarin olustugu, 1286 ve 1068
cm’’de ki bandlarin ortaya ¢iktif gériilmiistiir (Sekil 6.50).

Cokelti fraksiyonlan igin sahit deneme, enzimli deneme ve ham linyitten ekstrakte edilen
hiimik asid (HA-H) kiyaslandifinda enzim etkisiyle olusan reaksiyonlar sonucunda 1400,
1065, 885 ve 850 cm™ de ki bandlarm olustugu gdzlenmistir (Sekil 6.51). Sahit denemedeki
2343 ve HA-H’deki 2426 cm™ de ki bandlarin tamamen kayboldugu gbzlenmistir.

Cozelti ve ¢bkelti fraksiyonlari kiyaslandiginda ¢6zelti liriinlerinde ¢okeltilerden farkl olarak
1286 ve 1008 cm™ 'de bandlarin yer aldigy, ¢okeltilerde ise 1400 cm™ de ki bandin olustuu
gbzlenmistir (Sekil 6.52).
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Sekil 6.46 HA-H ve HRP enziminin (60 uL) farkl: stirclerde gerceklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen g¢ozeltilerin FTIR spektrumlar
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reakstyonlarindan elde edilen ¢okeltilerin FTIR spektrumlar

Sekil 6.47 HA-H ve HRP enziminin (60 ul.) farkls siirelerde gergeklestirilen
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Sekii 6.48 HA-H'in HRP enzimiyle (60 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢zeltisinin

FTIR spektrumu
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Sekil 6.49 HA-H'in HRP enzimiyle (60 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin

FTIR spektrumu
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Sekil 6.50 HA-H'in HRP enzimiyle (60 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢zeltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilagtiriimasi
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hiimik asidle (HA-H) kargilagtirilmasi.

Sekil 6.51 HA-H'in HRP enzimiyle (60 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6keltisinin
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Sekil 6.52 HA-H'in HRP enzimiyle (60 pL) ger¢eklestirilen reaksiyonundan
elde edilen ¢6zelti ve ¢dkeltilerin kargilagtinimasi
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120 pL enzim miktarlar ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda
ele gegen ¢ozeltinin ¢bzelti ve gokelti fraksiyonlar1 Sekil 6.53 ve Sekil 6.54’de verilmektedir.
Cozelti fraksiyonlarinda zamana bagli yapida fazla bir degisimin olmadif1 gozlenmistir.

Cozeltilerin FTIR spektrumlarinda 3428, 2923, 2379, 1641, 1167, 976, 635, 598 ve 491 cm’
"de bandlarin olustugu gdzlenmistir (Sekil 6.53). Cokelti fraksiyonlan incelendiginde ise
¢ozelti fraksiyonunda oldugu gibi fonksiyonel gruplarda zamana bagh bir degisim
gézlenmemigtir. Bu riinlerin FTIR spektrumlarinda 3430, 2396, 1705, 1636, 1384, 1136,
1049, 637, 619, 517 ve 470 cm™’de bandlarin olustuu gozlenmistir (Sekil 6.54). Sahit
deneme, enzimli deneme (¢6zelti) ve hiimik asid (HA-H) kiyaslandiginda enzim etkisiyle
olusan reaksiyonlar sonucunda HA-H’de ki 861 cm™’de ki bandin kayboldugu, 1009 ve 1168
cm’"*deki bandlarin olustugu goriilmustir (Sekil 6.57).

Sahit deneme, enzimli deneme (¢6kelti) ve HA-H kiyaslandifinda enzim etkisiyle olugan
reaksiyonlar sonucunda 1705, 1136, 1049 cm™"’deki bandlarin sahit numuneden farkli olarak
ortaya ¢iktig1 ve HA-H’de 861 cm™’deki bandin kayboldugu gdzlenmistir (Sekil 6.58).

Cozelti ve ¢okelti kiyaslandiginda ¢ozelti tirtinlerinde ¢okeltilerden farkli olarak 1705 cm’
‘deki bandin olusumunun en belirgin fark oldugu gézlenmigtir (Sekil 6.59).

120 pL enzim miktarlan ile yapilan 4 saatlik reaksiyon sonucunda elde edilen ¢ozeltinin
cozelti ve ¢okelti fraksiyonlan $ekil 6.60 ve Sekil 6.61°de verilmektedir, Enzimli denemenin
gozelti fraksiyonunda 3435, 2870, 2365, 1641, 1201, 1166, 1082, 975, 812, 637 ve 599 cm™
‘de bandlar gézlenmigtir (Sekil 6.60). Aym grafikte yer alan sahit denemenin ¢6zelti
fraksiyonunda ise 34395, 2380, 1644, 1140, 976, 618, 501 cm’" de bandlar g6zlenmigtir. 1201,
1082, 812 cm™'*deki bandlarin enzim etkisiyle olustugu ve HA-H’de yer alan 1384 cm™*deki
bandin kayboldugu gozlenmigtir. Enzimli denemenin ve gahit denemelerin ¢okelti
fraksiyonlarinin aym gruplan icerdigi ve ancak 1384 cm™’deki bandin enzimli denemede

olmadig1 gézlenmistir.
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Sekil 6.53 HA-H ve HRP enziminin (120 ul) farkls stirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢ozeltilerin FTIR spektrumlar
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Sekil 6.54 HA-H ve HRP enziminin (120 pL) farkl: siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢Skeltilerin FTIR spektrumlar
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Sekil 6.55 HA-H'in HRP enzimiyle {120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢dzeltisinin

FTIR spektrumu
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FTIR spektrumu

Sekil 6.56 HA-H'in HRP enzimiyle (120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin
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hiimik asidle (HA-H) karsilagtiriimasi

Sekil 6.57 HA-H'in HRP enzimiyle (120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢bzeltisinin
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Sekil 6.58 HA-H'in HRP enzimiyle (120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6keltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilagtiriimas1
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elde edilen ¢6zelti ve ¢okeltilerin karsilastiriimasi

Sekil 6.59 HA-H'in HRP enzimiyle (120 pL) gergeklestirilen reaksiyonundan
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reaksiyondan elde edilen ¢8zeltisinin FTIR spektrumu

Sekil 6.60 HA-H'in HRP enzimiyle (120 uL) 4 saat siirede gerceklestirilen
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Sekil 6.61 HA-H'in HRP enzimiyle (120 pL) 4 saat siirede ger¢eklestirilen

reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin FTIR spektrumu
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6.3.2 Hiimik Asid (HA-P) ve Enzim Reaksiyonlar Sonrasinda Elde Edilen
Cozelti ve Cakeltilerin FTIR Spektrumlar:

Ham Bolu-Himmetoglu linyitinin % 4 H,O, ile oksidasyonu ardindan elde edilen hlimik asid
(HA-P) ile Horseradish peroxidase enzimi reaksiyona sokulmug; 30, 60, 120 pl enzim
miktarlarimin ve 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyon siirelerinin hiimik asid yapisinda
'meydana getirdigi degisimler FTIR spektroskopisiyle incelenmistir. Enzim reaksiyonu
sonrasinda elde edilen ¢dzelti santriifiijlendi; ¢ozelti ve ¢Bkelti olmak tizere iki fraksiyona
aynildi ve kurutularak analiz edilmistir. Bu iki fraksiyonun fonksiyonel gruplari peroksitli
hiimik asid (HA-P) ile kiyaslanarak meydana gelen degisimler belirlenmistir.

30 uL enzim miktarlar ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda ele
gecen ¢6zeltinin ¢ozelti ve ¢bkelti fraksiyonlan Sekil 6.62 ve Sekil 6.63’de verilmektedir.
(COzelti fraksiyonlarinin hepsinde zamana bagh olarak degisen belirgin bir fark
g6zlenmemistir. FTIR spektrumlarinda 3422, 2380, 1641, 1168, 977, 637, 599, 493 cm’!
dalga boylarinda bandlarin olustufu g6zlenmistir (Sekil 6.62). Cokelti fraksiyonlan
incelendiginde ise ¢6zelti fraksiyonunda oldugu gibi fonksiyonel gruplarda zamana bagli bir
degisim gzlenmemistir. FTIR spektrumlarinda 3428, 2928, 1706, 1635, 1384, 1355, 994,
636, 619, 501 cm™ dalga boylarinda bandlarin olustugu gézlenmistir (Sekil 6.63).

Sahit deneme, enzimli deneme (¢6zelti) ve HA-P kiyaslandifinda enzim etkisiyle olusan
reaksiyonlar sonucunda 850 cm™’de bandin olustugu, 2925 cm™ dalga boylé.nndaki bandin
ortaya ¢iktigr gSriilmistir (Sekil 6.66). Islem gormemis HA-P’de goriilen 1076 cm™’deki
band kaybolmugtur.

Sahit deneme, enzimli deneme (¢bkelti) ve HA-P kiyaslandifinda enzim etkisiyle olusan
reaksiyonlar sonucunda 1706, 1355, 1384 cm™*de bandlarmn olustugu, HA-P’de gézlenen 859
cm*deki bandin kayboldugu gozlenmistir (Sekil 6.67).

Enzimli deneme sonrasinda elde edilen ¢bzelti ve ¢Okelti fraksiyonlann kiyaslandifinda
kiyaslandiginda ¢okeltilerde ¢ozeltiden farkh olarak 1706 ve 1355 cm™’deki bandlarmn
olustugu gozlenmigtir (Sekil 6.68).
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Sekil 6.62 HA-P ve HRP enziminin (30 pL) farkh stirelerde gerceklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢6zeltilerin FTIR spektrumlar
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Sekil 6.63 HA-P ve HRP enziminin (30 pL) farkls siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢Skeltilerin FTIR spektrumlar:
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Sekil 6.64 HA-P'in HRP enzimiyle (30 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢ozeltisinin

FTIR spektrumu
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Sekil 6.65 HA-P'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin

FTIR spektrumu
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Sekil 6.66 HA-P'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilastirilmasi
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Sekil 6.67 HA-P'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢keltisinin

(HA-H) karsilagtiriimasi

hiimik asidle
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Sekil 6.68 HA-P'in HRP enzimiyle (30 pL) gergeklestirilen reaksiyonundan

elde edilen ¢6zelti ve ¢okeltilerin karsilastirilmasi
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60 pL enzim miktarlari ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda ele
gecen ¢ozeltinin ¢ozelti ve ¢okelti fraksiyonlari Sekil 6.69 ve Sekil 6.70°de verilmektedir.
Cozelti fraksiyonlarinin hepsinde zamana bagli olarak degisen belirgin bir fark
gozlenmemistir. FTIR spektrumlarinda 3430, 2899, 2371, 1641, 1168, 978, 637, 598, 492
cm™’de bandlarin olustugu gozlenmistir (Sekil 6.69). CSkelti fraksiyonlart incelendiginde ise
¢ozelti fraksiyonunda oldugu gibi fonksiyonel gruplarda zamana baglhh bir degisim
g6zlenmemistir. FTIR spektrumlarinda 3428, 2381, 1706, 1635, 1384, 1116, 995, 637, 620,
512 cm™*de bandlarin olustugu gzlenmigtir (Sekil 6.70).

Sahit deneme, enzimli deneme (¢6zelti) ve HA-P kiyaslandifinda enzim etkisiyle olusan
reaksiyonlar sonucunda 859 cm™ ve 1384 cm™1°deki bandlarin kayboldugu goriilmiistiir (Sekil
6.73). HA-P’de gdriilen 1076 cm™’deki bandin kayboldugu gozlenmistir.

Sahit deneme, enzimli deneme (¢Okelti) ve HA-P kiyaslandifinda enzim etkisiyle olugan
reaksiyonlar sonucunda 1706, 1355, 1384 cm™’de bandlarin olustugu, HA-P’de g6zlenen 859
cm’*de bandin kayboldugu gézlenmistir (Sekil 6.74).

Enzimli denemeden elde edilen ¢6zelti ve gokelti fraksiyonlan kiyaslandiginda gékeltilerde
¢ozeltiden farkl: olarak 1706 ve 1355 cm™’de bandlarm olustugu g6zlenmigtir (Sekil 6.75).
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Sekil 6.69 HA-P ve HRP enziminin (60 pL) farkl siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen gozeltilerin FTIR spektrumlan
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Sekil 6.70 HA-P ve HRP enziminin (60 pL) farkh s

reaksiyonlarindan elde edilen g¢6keltilerin FTIR spektrumlarn
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FTIR spektrumu

Sekil 6.71 HA-P'in HRP enzimiyle (60 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin
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Sekil 6.72 HA-P'in HRP enzimiyle (60 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢ékeltisinin

FTIR spektrumu
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Sekil 6.73 HA-P'in HRP enzimiyle (60 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilagtiriimasi
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Sekil 6.74 HA-P'in HRP enzimiyle (60 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢keltisinin

-H) karsilagtirilmast

hiimik asidle (HA.



158

: (1-w9)
L ooy 111] 008 0001 (11174 0okl 0091 0081 000z 0ore 008z 0oze 00se o'onoy
- ! t * * ; : ; * ! . — 026
1888, SHLeT
D[929,) (M (9) SWSUSP TUIZMF
BRI 09) STIOWSP ML  £L'668C 061
9E'6THE
“ Ay %) 8c'1LET - 0’0z
88'1991
" 0'6Z
m ypese 1%
! 1L9ge .
W “ L9'9T1Y \ SYHEYE [ 0'0¢
,V 15°65; f aJi
kY
4— \
\ \ F0'ce
/ 660E91
/ \
‘619 S & 0z'ebee
A
0 \\ .\ \ /x)/ \\\k / ooy
Nw AC \\ ~ e il s =]
F. % Py /f!l ...Iin.&xl.l.. ~
N ,,L (N I
Il - o'cy

Sekil 6.75 HA-P'in HRP enzimiyle (60 pL) gergeklestirilen reaksiyonundan

elde edilen ¢6zelti ve ¢okeltinin kargilagtiriimasi
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120 pL enzim miktarlar ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda
ele gegen ¢ozelti ve gokelti fraksiyonlar1 Sekil 6.85 ve Sekil 6.86°da verilmektedir. Cozelti
fraksiyonlarinda 882 cm™’de meydana gelen bandin zamana bagh olarak kayboldugu
gbzlenmemistir. Bu durum reaksiyon siiresinin uzamasina baBli olarak aromatik gruplarin
par¢alandigim gostermektedir, FTIR spektrumlarinda 3429, 2396, 1638/1640, 1204, 1167,
1051, 1007, 888/883, 626, 594 ve 494 cm™’de bandlarm olustugu gozlenmistir (Sekil 6.85).
Cokelti fraksiyonlari incelendiginde fonksiyonel gruplarda zamana bagli bir defisim
gdzlenmemistir. FTIR spektrumlarinda 3428, 1710, 1632, 1384, 1140, 1083, 1006, 995, 620,
514, 472 cm™"’de bandlarin olustugu gozlenmistir (Sekil 6.86).

Sahit deneme, enzimli deneme (¢6zelti) ve HA-P kiyaslandifinda enzim etkisiyle olugan
reaksiyonlar sonucunda 850 cm™’deki bandin kayboldugu gorilmistiir (Sekil 6.89). HA-P’de
g6zlenen 1076 cm™*deki band etki sonucunda kaybolmugtur.

Sahit deneme, enzimli deneme (g¢Okelti) ve HA-P kiyaslandiginda enzim etkisiyle olusan
reaksiyonlar sonucunda 1713 ve 1384 cm™’deki bandlarm olustugu, HA-P’de gézlenen 859
cm "’ deki bandin kayboldugu gbézlenmigtir (Sekil 6.90). Enzim etkisiyle 1140 em ™’ deki
bandin etki sonrasinda genisledigi gériilmiigtiir.

Enzimle reaksiyon sonrasinda elde edilen ¢6zelti fraksiyonunda 1168 ve 1007 cm™deki
bandlarin, ¢okeltide ise 1713, 1038, 1140 ve 995 cm™deki bandlarin olustugu gézlenmistir
(Sekil 6.91).

120 pL enzim miktarlan ile yapilan 4 saatlik reaksiyon sonucunda elde edilen ¢bzeltinin
¢Ozelti ve ¢okelti fraksiyonlar Sekil 6.83 ve Sekil 6.84°de verilmektedir. Enzimli denemenin
¢Ozelti fraksiyonunun ve sahit denemenin ¢6kelti fraksiyonu aym gruplan igermekte oldugu
ancak HA-P’de gozlenen 859 cm™'*deki bandin enzimli denemede olmadig: gdzlenmistir.
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Sekil 6.76 HA-P ve HRP enziminin (120 pL) farkh siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarmdan elde edilen ¢ozeltilerin FTIR spektrumlar:
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Sekil 6.77 HA-P ve HRP enziminin (120 pL) farkl siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢okeltilerin FTIR spektrumlan
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Sekil 6.78 HA-P'in HRP enzimiyle (120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢bzeltisinin

FTIR spektrumu
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Sekil 6.79 HA-P'in HRP enzimiyle (120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢keltisinin

FTIR spektrumu
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hiimik asidle (HA-H) karsilastirilmasi

Sekil 6.80 HA-P'in HRP enzimiyle (120 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢dzeltisinin
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Sekil 6.81 HA-P'in HRP enzimiyle (120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin

(HA-H) kargilagtinnlmasi.

hiimik asidle
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Sekil 6.82 HA-P'in HRP enzimiyle (120 pL) gerceklestirilen reaksiyonundan

elde edilen ¢6zelti ve ¢Skeltilerinin karsilagtiriimasi
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Sekil 6.83 HA-P'in HRP enzimiyle (120 uL) 4 saat siirede gerceklestirilen

reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin FTIR spektrumu
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Sekil 6.84 HA-P'in HRP enzimiyle (120 pL) 4 saat siirede gergeklestirilen

reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin FTIR spektrumu
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6.3.3 Hiimik Asid (HA-N) ve Enzim Reaksiyonlar1 Sonrasinda Elde Edilen

Cizelti ve Cokeltilerin FTIR Spektrumlar
Ham Bolu-Himmetoglu linyitinin % 30 HNO; ile oksidasyonu ardindan elde edilen hiimik
asid (HA-N) ile Horseradish peroxidase enzimi reaksiyona sokulmus; 30, 60, 120 pL enzim
miktarlarinin ve 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyon stirelerinin hiimik asid yapisinda
meydana getirdii degisimler FTIR spektroskopisiyle incelenmigtir. Enzim reaksiyonu
sonrasinda elde edilen ¢ozelti santriifiijlendi; ¢6zelti ve ¢bkelti olmak lizere iki fraksiyona
ayrildi ve kurutularak analiz edildi. Bu iki fraksiyonun fonksiyonel gruplar nitrik asidle
muamele sonrasinda ekstrakte edilen hiimik asid (HA-N) ile kiyaslanarak meydana gelen
degisimler belirlendi.
30 pL enzim miktarlan ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda
elde edilen ¢ozelti ve ¢okelti fraksiyonlan Sekil 6.85 ve Sekil 6.86°da verilmektedir. Cozelti
fraksiyonlarinin hepsinde zamana bagh olarak degigen belirgin bir fark gézlenmemigtir. FTIR
spektrumlarinda 3422, 2926, 2381, 1641,1167, 999, 637, 599, 497 cm™’da bandlarin olustugu
gbzlenmistir (Sekil 6.85). Cokelti fraksiyonlari incelendiinde ise ¢ozelti fraksiyonunda
‘oldugu gibi fonksiyonel gruplarda zamana bagh bir degisim gézlenmemistir. Bu tiréinlerin
FTIR spektrumlarinda 3411, 2928, 2382, 1709, 1628, 1100, 995, 637, 621, 493 cm’
civarinda bandlarin olustugu gézlenmigtir (Sekil 6.86).

Sahit deneme, enzimli deneme (¢6zelti) ve HA-N kiyaslandiginda enzim etkisiyle olusan
reaksiyonlar sonucunda 861, 2920, 1384, 1077 cm™’de bandlarin kayboldugu g6riilmiigtiir
(Sekil 6.89).

Sahit deneme, enzimli deneme (gokelti) ve HA-N kiyaslandiginda enzim etkisiyle olusan
reaksiyonlar sonucunda 1710 ve 2380 cm™’de bandlarin olustugu, HA-N’de gozlenen 861,
1077 cm™"*de bandlarin kayboldugu ve 1384 cm™*deki bandin ise azaldign gdzlenmistir (Sekil
6.90).

Enzimle yapilan reaksiyonlar sonrasinda ¢dzelti ve ¢bkelti fraksiyonlan kiyaslandiginda
gokeltilerde ¢Ozeltilerden farkhi olarak 1710 ve 1105 cm™deki bandlarin varoldugu
saptanmugtir (Sekil 6.91).
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Sekil 6.85 HA-N ve HRP enziminin (30 pL) farkh siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢ozeltilerin FTIR spektrumlar:
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Sekil 6.86 HA-N ve HRP enziminin (30 pL) farkl: siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢Skeltilerin FTIR spektrumlari
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Sekil 6.87 HA-N'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin

FTIR spektrumu
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Sekil 6.88 HA-N'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6keltisinin

FTIR spektrumu



174

(1-wa)
ooy 009 008 000t oozt ool 0091 ongt 000z 11174 11314 aozZe oo 0000y
1 1 1 ) " L [ — P T ] N A L] Q.—n hm
F 0oL
€28 /8231 s o'z
71916 v
f LYot il
M\ wisott 9Z'¥8EN ST'I8EL
602601 - [ 00¢
266y 3 BL'G6S|
- sS'eg 6L°eL01 : 760287
Bsweniene BUPSTL e A - 0'ce
:"nvi.“._ 9 \ b9t
” ‘ L%
i | b ¢
) y foce “ ~ o'y
LS'8p6
| [ 0P
|
[ 00§
Er'oppe [ 0'¢s
{N-VH) pise Jumy
YRIo,) . JvIeuap Jrqes .
VRS (TN Of) SVISHSP FUMENY
L <n'ey

Sekil 6.89 HA-N'in HRP enzimiyle (30 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilastirilmasi
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Sekil 6.90 HA-N'in HRP enzimiyle (30 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilagtiriimasi
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Sekil 6.91 HA-N'in HRP enzimiyle (30 pL) gergeklestirilen reaksiyonundan

elde edilen ¢6zelti ve gokeltilerin karsilagtirilmas:



177

60 uL enzim miktarlan ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda
elde edilen ¢ozelti ve gokelti fraksiyonlan Sekil 6.92 ve Sekil 6.93°de verilmektedir. Cozelti
fraksiyonlarimin hepsinde zamana baglh olarak degisen belirgin bir fark gézlenmemistir. FTIR
spektrumlarinda 3430, 2923, 2384, 1640, 1167, 978, 636, 599, 492 cm™’de bandlarin varlig
gézlenmigtir (Sekil 6.92). Cokelti fraksiyonlar1 incelendifinde ise ¢bzelti fraksiyonunda
oldugu gibi fonksiyonel gruplarda zamana bagli bir degisim gézlenmemigtir. Bu {irlinlerin
FTIR spektrumlarinda 3428, 2928, 1709, 1628, 1384, 1141, 994, 621, 500 cm’de olusmus
bandlar gézlenmistir (Sekil 6.93).

Sahit deneme, enzimli deneme (¢6zelti) ve HA-N kiyaslandifinda enzim etkisiyle HA-N’de
goriilen 1076, 861 cm™' ve 1384 cm™’deki bandlarin kayboldugu gériilmiistir (Sekil 6.96).

Sahit deneme, enzimli deneme (¢okelti) ve HA-N kiyaslandiginda enzim etkisiyle 1709, 1141
cm"’deki bandilarin olustugu, HA-N’de gozlenen 1384, 861 cm™’deki bandin kayboldugu
gbzlenmigtir (Sekil 6.97).

Enzimle yapilan reaksiyonlar sonrasinda elde edilen ¢6zelti ve ¢okelti fraksiyonlan
kiyaslandiginda ¢Skeltilerde ¢ozeltilerden farkli olarak 1709 cm™’de bandin olustugu
g6zlenmistir (Sekil 6.98).
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Sekil 6.92 HA-N ve HRP enziminin (60 pL) farkh siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢dzeltilerin FTIR spektrumlan
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Sekil 6.93 HA-N ve HRP enziminin (60 pL) farkl siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢okeltilerin FTIR spektrumlan
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FTIR spektrumu

Sekil 6.94 HA-N'in HRP enzimiyle (60 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin



181

(1-wa)

0001 0os1 000z ooae 0'000y

09'0E¥E
L 2oL

Ly

[ 01

!

[ 02
[ €T
ﬁ L%
/- "
\ R \ ot
J A,
/I\\ -
Y[ayos ; dureusp IS ¥
Q{03 {0 Y} SUTSNSP TBIEIY (
_o'ec

Sekil 6.95 HA-N'in HRP enzimiyle (60 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin

FTIR spektrumu
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Sekil 6.96 HA-N'in HRP enzimiyle (60 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢dzeltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilastiriimasi
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Sekil 6.97 HA-N'in HRP enzimiyle (60 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢keltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilastiriimasi
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Sekil 6.98 HA-N'in HRP enzimiyle (60 uL) gerceklestirilen reaksiyonundan

elde edilen ¢ozelti ve ¢okeltilerin karsilagtirilmasi
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120 puL enzim miktarlan ile yapilan 10, 20, 30, 40, 50, 60 dakikalik reaksiyonlar sonucunda
elde edilen ¢bzelti ve gbkelti fraksiyonlar: Sekil 6.99 ve Sekil 6.100°de verilmektedir, Cozelti
fraksiyonlarinda 882 cm™’de meydana gelen bandin zamana bagh olarak kayboldugu
gézlenmemistir. Ancak 60 dakikallkk denemede tekrar olustufu g6zlenmigtir. FTIR
_spektrumlarinda 3430, 2928, 2381, 1640, 1204, 1167, 1053, 1009, 635, 598 ve 493 cm™’de
bandlarin olustugu gozlenmistir ($ekil 6.99). Cokelti fraksiyonlar incelendiginde fonksiyonel
gruplafda zamana bagh bir degisim gbzlenmemigtir. Ancak 60 dakikahk denemeden elde
edilen triinde digerlerinden farkh olarak 1051, 1008 ve 882 cm™de piklerin olustuu
gozlenmigtir. Diger drlinlerin FTIR spektrumlarinda 3422, 1713, 1632, 1170, 995, 626, 593
cm™*de bandlarin varlin gézlenmistir (Sekil 6.100).

Sahit deneme, enzimli deneme (¢dzelti) ve HA-N kiyaslandiginda enzim etkisiyle olugan
reaksiyonlar sonucunda HA-N’de olugan 1384, 1076, 861 cm™’deki bandlarin kayboldugu
gortilmustiir (Sekil 6.103). Enzimli denemede sahit denemeye gore 882 cm™ ‘dendaki bandin
olustugu gozlenmigtir.

Sahit deneme, enzimli deneme (¢6kelti) ve HA-N kiyaslandiginda enzim etkisiyle 1713, 1227,
1204, 1051, 1008, 882 cm™*de bandlarn olustugu gozlenmistir (Sekil 6.104). HA-N’de
goriinen 1384, 1077 cm™*deki bandlarin kayboldugu gézlenmistir.

Enzimli denemelerden elde edilen ¢ozelti ve ¢okeltiler kiyasiandiginda gokeltilerde ¢Ozeltiden
farkli olarak ¢okelti fraksiyonunda 1713 cm™’deki bandin olustugu go6zlenmigtir (Sekil
6.105).

120 pL enzim miktarlan ile yapilan 4 saatlik reaksiyon sonucunda elde edilen ¢Szeltinin
¢zelti ve cokelti fraksiyonlart Sekil 6.106 ve Sekil 6.107°de verilmektedir. Enzimli
denemenin ¢ozelti fraksiyonu ve sahit denemenin ¢okelti fraksiyonu aymi gruplan igerdigi
ancak HA-N'de gozlenen 861 cm’'deki bandin her iki fraksiyonda da yer almadig

gbzlenmistir.
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Sekil 6.99 HA-N ve HRP enziminin (120 pL) farkh stirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢zeltilerin FTIR spektrumlar
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Sekil 6.100 HA-N ve HRP enziminin (120 pL) farkh siirelerde gergeklestirilen

reaksiyonlarindan elde edilen ¢keltilerin FTIR spektrumlan
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FTIR spektrumu

Sekil 6.101 HA-N'in HRP enzimiyle (120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin
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¢okeltisinin FTIR spektrumu

Sekil 6.102 HA-N'in HRP enzimiyle (120 uL) reaksiyonundan elde edilen
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Sekil 6.103 HA-N'in HRP enzimiyle (120 uL) reaksiyonundan elde edilen ¢6zeltisinin

hiimik asidle (HA-H) kargilagtiriimasi
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Sekil 6.104 HA-N'in HRP enzimiyle (120 pL) reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin

hiimik asidle (HA-H) karsilagtirilmasi
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elde edilen ¢ozelti ve ¢okeltilerin kargilagtirilmasi

Sekil 6.105 HA-N'in HRP enzimiyle (120 pL) gergeklestirilen reaksiyonundan
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reaksiyondan elde edilen ¢ézeltisinin FTIR spektrumu

Sekil 6.106 HA-N'in HRP enzimiyle (120 pL) 4 saat siirede gergeklestirilen
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Sekil 6.107 HA-N'in HRP enzimiyle (120 pL) 4 saat siirede gergeklestirilen

reaksiyonundan elde edilen ¢okeltisinin FTIR spektrumu
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Deneysel ¢aligmalardan elde edilen verilere ve literatiir ¢aligmalarina gore asagidaki sonuglara

varilmagtir:

1.

Nitrik asidle uygulanan kimyasal oksidasyon islemi linyitlerde organik madde
¢Oziiniirliigiine yol agmis yapida karbonil/karboksil (COOH, C=0) ve aromatik nitro
gruplarinin (N-O) olusumuna neden olmustur.

Yapilan  ¢alijmada  mikroorganizmanin  (Phanerochaete  chrysosporium)
oksidlendirilmis linyitleri sivilagtirdifi kanitlanmigtir. Numunelerin mikroorganizma

ortamina konulmasmin ardindan 2. giinde sivilagtig1 gézlenmistir.

. En yiiksek mikrobiyal ¢oziiniirliik degerinin Bolu’da en diisiik ¢oziiniirliigiin ise Bursa

linyitinde oldugu belirlenmigtir (Bolu linyiti : % 31 kiil, %0.9 S, 2860 kcal/kg, %55
O ; Bursa linyiti : % 6 kiil, %1.09 S, 4620 kcal’kg, % 42 O). Linyit numuneleri
arasinda ilk sivilasan numunenin Mugla linyiti oldugu gézlenmistir. Mugla linyitinin
diger linyitlere oranla kiigiik partikiillere sahip olmasi mikrobiyal sivilagtirmanin daha
etkin ve ¢abuk olmasim saglamigtir. UV-Vis spektrumlarindan alinan absorbans
degerleri mikrobiyal ¢6ziiniirliigiin Bolu-Himmetoglu> Kiitahya-Seyitémer> Konya-

Ilgin> Mugla-Yatagan> Bursa-Kestelek oldugunu gostermektedir.

Mikroorganizmanin nitrik asidle oksidlendirilmis linyitleri azot ve karbon kaynagi
olarak kullandig diistiniilmektedir. Mikroorganizmanin kémiir yapisinda N-O, N-H ve
C-O baglanna etki ettigi FTIR spektroskopisi ile kanitlanmugtar.

Olusan siv1 {irinlerin tamamen suda ¢6ziinen aromatik yapih bilesiklerin bir karigim
oldugu ve polar dzellik tasidig1 saptanmugtir. Siv1 tiriinlerin tiim linyit numunelerinde
benzer fonksiyonel gruplart igerdigi, temelde aromatik halkali bir yap: sergiledigi,
metilen kopriileriyle beraber hidroksil gruplarinida igeren bir yapiya sahip oldugu

belirlenmigtir.

GC-MS kromotogramlar1 sivi {iriinlerin asetonda ¢6ziinen fraksiyonunun diisiik
molekiil agirhigina sahip C7-Cy,’ lu bilesikler oldugunu gostermistir.
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7. Bolu linyitinden ekstrakte edilen hiimik asidlerin (HA-H) mikrobiyal muamelesi
sonrasinda elde edilen sivi iiriinler (¢ozelti ve ¢okelti kisimlar1) incelendiginde,
mikroorganizmanin alifatik hidrokarbonlardaki C-H baglarina etki ettigi belirlenmistir.
Etki sonucunda ester yapili bilesiklerin olustugu saptanmstr.

8. Peroksitle oksidlendirilmis linyitten ekstrakte edilen hiimik asidlerde (HA-P) alifatik
hidrokarbonlarin mikroorganizma etkisinden sonra yok oldugu ve 1158 cm™’deki
bandm (alifarik eterler, (C-O)) ve 885 cm™’deki bandin (aromatik halkalarda C-H) ¢ok
kiictildtigii g6zlenmistir.

9. Nitrik asidle oksidlendirilmis linyitten ekstrakte edilen hiimik asidlerde (HA-N) nitro
gruplaninin  kayboldugu (N-O), 1154 cm'’deki bandin (C-O) kayboldugu ve
885 cm™’deki bandin (aromatik halkalardaki C-H gruplar1) ¢ok kiictildiigii

gézlenmistir.

10. Oksidlendirilmis linyitlerden elde edilen hiimik asidlere mikroorganizma etkisi
sonucunda mikrobiyal sivilagmamin 10-30 dakika iginde gergeklestigi gdzlenmistir.
UV-Vis spektrumlarindan alinan absorbans degerleri mikrobiyal ¢6ziiniirliigiin HA-N
> HA-P > HA-H seklinde oldugunu géstermektedir. Mikrobiyal etki sonrasinda olugan
sivilarda gesitli kimyasal maddelerin mikroorganizma aracilifiyla iretildigi GC-MS

kromotogramlarinda belirlenmistir.

HRP enziminin kémiir molekiiliine etki ederek, makromolekiilleri depolimerize ettigi yapilan
bu caligmayla ilk kez kanitlanmistir. Kémiirden ekstrakte edilen hiimik asidlerin substrat

olarak kullanildig1 enzim deneylerinde agagidaki sonuglara varilmustir.

HA-H, HA-P ve HA-H olarak kodlanan hiimik asidlerde en fazla etkinin HA-H’de oldugu
belirlenmigtir. Reaksiyon sonrasinda alinan ¢ozelti ve ¢okelti kistmlarimin FTIR

spektroskopisiyle incelenmesi sonucunda varilan degerlendirmeler soyledir:
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1- Bolu linyitinden ekstrakte edilen hiimik asidlerin (HA-H) substrat olarak kullanildif
caligmalar:

Yapilan ¢aligmalarda, 30 ve 60 pL. enzim miktarinin hiimik asid molekiiliinde benzer etkiler
gosterdigi FTIR spektroskopisiyle belirlenmigtir. Enzimle yapilan reaksiyonlarin ardindan
santrifiijleme yoluyla ayrilan ¢6zelti fazlarinda; amin gruplarinda (N-H; 2442 cm™)
pargalanma, aromatik eterlerin (C-O; 1286 cm™), alifatik eterlerin (C-O; 1180, 1006 cm™),
aromatik halkaya bagli yada polisiklik aromatik yapilardaki C-H gruplanmn (886 cm™)
olusumu gozlenmigtir. Reaksiyon ¢6zeltisinin santrifiijleme yoluyla elde edilen ¢okelti
kisminda ise aromatik halkalarda (C=C; 1400 cm™) artis, alifatik eter (C-O; 1006 cm™)
gruplarimn olusumu, aromatik halkaya bagh yada polisiklik aromatik yapilardaki (C-H; 886
cm™) karbon hidrojen gruplarinda artis gdzlenmistir. 120 pL enzim miktariyla calisilan
denemelerde 30 ve 60 uL. enzim miktarlariyla yapilan denemelerden farkli sonuglar alinmugtr.
gozlenmigtir. Cozelti kisimlarmin yapilarinda herhangi bir degisim olmadifi, ¢okelti
kisimlarinda ise alifatik eter (C-O; 1049 cm™), karbonil gruplan (C=0; 1705 cm™) ve metil
gruplarinin (CHs; 1383 cm™) olustugu gozlenmistir.

2- %4 H,0, ile oksidlendirilmis Bolu linyitinden ekstrakte edilen hiimik asidlerin (HA-P)
substrat olarak kullanildig: ¢aligmalar:

HA-P’in substrat olarak kullanildigi denemelerde 30 pL enzim miktariyla yapilan ¢aligmada
elde edilen ¢ozelti ve ¢okeltilerde degisim olmadigi dolayisiyla herhangi bir etkinin
bulunmadig belirlenmigtir. Hiimik asidin 60 pL enzimle yapilan denemelerinde ise ¢ozelti
kisminda degisim olmadifi, fakat ¢6keltide metilen gruplarinin (1384 cm™) olustugu, amin
gruplarinda (N-H; 2438 cm™) pargalanma oldugu gozlenmistir.120 pl. enzimle yapilan
denemelerde ise ¢ozelti ve gokeltide aromatik halkaya bagli C-H gruplarinin (882 cm™) ve
alifatik eterler (C-O; 1051 cm™) gruplarmin olustugu gozlenmistir.

3- %30 HNO; ile oksidlendirilmis bolu linyitinden ekstrakte edilen hiimik asidlerin (HA-N)
substrat olarak kullanildig1 ¢caligmalar:

HAH’nin substrat olarak kullamldi1 ¢alismalarda elde edilen ¢6zelti kisimlarinda herhangi
bir degisime rastlamlmamig, fakat ¢okeltilerde karbonil gruplarimn (1708 ecm’ ,C=0)
olustugu goézlenmistir. Bu durum enzimin oksidasyon-rediiksiyon mekanizmasim kullanarak
molekiillerde oksidasyona yol agtigim gostermektedir. 4 saat siireyle ¢alisalan denemelerde
ise etki gozlenmemigtir. Enzimin belirli bir siire sonunda inhibisyona ugradifi dolayisiyla

etkisinin azaldig1 ya da yok oldugu diisiiniilmektedir.
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Komiir yapis1 ve mikrobiyal etki mekanizmasi arasindaki iligkinin iyi kurulabilmesi icin
linyit numunelerinin petrografik analizlerinin yapilmasi &nerilmektedir. Ayrica mikrobiyal
etkiyle meydana gelen sivi triinlerin yapisinin aydinlatilmasinda LC-MS tekniginin
kullanilmasi oldukga faydali olacaktir.
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EKLER

Ek 1 Linyitten Hiinik Asid Eldesinin $ematik Gosterimi
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Ek 2 Hiimik Asidle (HA-H, HA-P, HA-N) Yapilan Enzim Reaksiyonlarinda Elde
Edilen Cozelti ve Cokeltilerin Sematik Gosterimi
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