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Oz

Mevcut calismada, Yarrowia lipolytica'nin (maya) sulu 6ziitii kullanilarak yesil sentez yontemiyle ¢inko oksit
(ZnO) nanopartikiilleri sentezlenmistir. X-1g1n1 kirmnimi (XRD) desenleri ve termogravimetrik analizler pH 12'de
2:1 hacim oraninda g¢inko siilfat ¢ozeltisi (0,1 M) ve maya oOziitii kullanilarak, iyi kristallesmis ZnO
nanopartikiillerinin olusumunu dogrulamistir. Sentezlenen ZnO nanopartikiilleri (1saatlik reaksiyon siiresi ve pH
7), sulu bir ¢ozeltiden amarant gida boyasini uzaklastirmak i¢in kullanilmis ve adsorpsiyon siiregleri incelenmistir.
Adsorbanin kiitlesi bagina adsorbe edilen boya kiitlesi, baslangi¢ boya konsantrasyonunun artirtlmasiyla biiyliimiis
ve daha ¢ok boya giderim verimi elde edilmistir. Maksimum bozunma verimliligi, litre bagina 1g ZnO kullanilarak
elde edilmistir. Sentezlenen ZnO nanopartikiiller, 6zgiin 6zellikleri ve %75°lik iyi adsorpsiyon kapasitesi ve
kimyasal ¢6ziiciiler kullanilmadan gergeklestirilen sentezi sayesinde ¢evre dostu ve verimli bir yontem olmustur.

Anahtar Kelimeler- Yarrowia lipolytica, Gida boyast giderimi, Yesil sentez

ABSTRACT

In the present study, zinc oxide (ZnO) nanoparticles were synthesized by green synthesis method using aqueous
extract of Yarrowia lipolytica (yeast). X-ray diffraction (XRD) patterns and thermo gravimetric analysis confirmed
the formation of well-crystallized ZnO nanoparticles using zinc sulfate solution (0.1 M) and yeast extract at 2:1
volume ratio at pH 12. The synthesized ZnO nanoparticles (1 h reaction time and pH 7) were used to remove
amaranth food dye from an aqueous solution and the adsorption processes were investigated. The quantity of dye
adsorbed per unit mass of adsorbent increased with rising initial dye concentration, resulting in enhanced dye
removal efficiency. The maximum degradation efficiency was obtained using 1 g of ZnO per liter. The synthesized
ZnO nanoparticles were an environmentally friendly and efficient method due to their unique properties, good
adsorption capacity of 75% and synthesis without using chemical solvents.
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|. GIRIS

Nanoteknoloji {izerine yapilan aragtirmalarin giderek artmasi ve bu aragtirmalarin basarili sonuglar elde
etmesiyle bir¢ok bilim insaninin ilgisi bu konuda yogunlagsmistir. Daha sonra nanoteknoloji ile ilgili ¢aligmalara
biyolojik organizmalarin eklenmesi bir baska deyisle biyoteknoloji ile birlestirilmesiyle nanobiyoteknoloji
kavrami ortaya ¢ikmigtir. Nanobiyoteknoloji genel anlamda biyolojik yapilarin nano diizeyde aragtirilarak bilimsel
acidan faydali bir iiriine donistiiriilmesi ile ilgilidir. Bu konudaki ¢alismalar teknolojinin de gelismesiyle yiiksek
bir ivme kazanmistir. Yapilan son ¢alismalara bakildiginda da bu konuda etkili ¢aligmalar karsimiza ¢ikmaktadir
[1-3].Fiziksel ve kimyasal analiz gibi geleneksel yontemlerle nanomalzeme sentezi yapilmakta ancak bu
yontemlerin yapiliginin zor olmasi ve ¢cogu zaman zararli kimyasallar kullanilmasi endise olusturmaktadir. Bunun
yerine ¢evre dostu yontemler kesfedilmeye baslanmustir. Yesil sentez metodu adi verilen bu yontemde biyolojik
kaynak olarak, bazi bakteriler, mayalar, algler ve bitki Oziitleri kullanilmaktadir. Bu nanomalzemeler,
antimikrobiyal, antioksidan, antibakteriyal, biyo-goriintiileyici, boya giderici malzeme olarak kullanilmaktadir.
Mayalar ile gerceklestirilen calismalarda, sentez agamasinda indirgeyici ve kaplayici ajanlara ihtiya¢ duyulmakta
ve bu gérevi mayalar istlenebilmektedir[2]. Béylece ¢evre dostu bir teknoloji ile ucuz, basit ve toksik olmayan
nanomalzemeler elde edilmektedir.

Literatiirde maya ile gergeklestirilmis yesil sentez ¢alismalar1 kisith olmasina ragmen mayalar, yesil
sentezde sabit {iretime sahip olma, temel kiiltiir ortamlarinda hizli biiyiime, metalleri giiglii absorbe edebilme gibi
basarili sonuglar gostermeleri nedeniyle tercih edilen biyolojik materyallerdir [4]. Nanomalzeme sentezi, sadece
maya hiicreleri, su ve reaktifler kullanilarak fazladan bir sabitleyiciye gerek kalmadan gergeklesmektedir.
Mayalardan metal temelli nanomalzeme iiretim mekanizmasinda maya hiicresinin i¢ pH’1 artar daha sonra
oksidorediiktazlar aktif hale gelirler. Boylece metal iyonlari indirgenerek maya bazli metal oksit sentezi
gerceklesip ayn1 zamanda nanomalzemenin toksisitesi ortadan kalkmaktadir [4].

Calismamizin nanomalzeme sentezi asamasinda biyolojik materyal olarak kullanilan Yarrowia lipolytica
(Y. lipolytica) genel olarak giivenli taninan ve yogurt, zeytinyagi gibi temel besinlerden elde edilen bir maya
tirtdiir. Lipit oran1 yiiksek olan ortamlar1 tercih edip, hidrofobik karbon kaynagini kullanabilmektedir [5].Ayrica
alkan, yag asidi gibi organik bilesikleri kullanma kabiliyeti sayesinde yag atiklarinin par¢alanmasinda iyilestirici
olarak da giivenle kullanilabilmektedir [6]. Lipaz enzimi iiretme yetenegine sahip olmasindan dolayi, gidalarda
kullanima sahiptir. Ayrica ilag ve kimya sektoriinde de kullanimi yaygindir. DNA modifikasyonlariyla elde
edilmis proteinler ve metabolizma sonucu ortaya ¢ikan ara iriinleri iiretebilme yetenegi sayesinde, yag liretimi,
sitrik asit gibi temel asitlerin {iretimi gibi alanlarda kendine yer bulmaktadir [7]. Cok hiicreliler gibi protein
salgilayabilmeleri, yiiksek yogunluklu fermantasyon yapabilmelerinden dolayi iiretim i¢in uygun olmasi bu maya
tirtiniin ¢aligmalarda tercih edilmesine sebep olmaktadir [7]. Bu nedenlerle ¢alismamizda Y.lipo ile ¢inko oksit
nanopartikiil sentezi gerceklestirilmistir.

Cinko oksit nanopartikiiller (ZnONP) katalitik verimi yiiksek, adsorbsiyon kabiliyeti olan ve ¢evre
alaninda gesitli kullanima sahip olan malzemelerdir. Ozellikle ultraviyole (UV) 1sin1 altinda valans bandinda
elektron transferi saglamasi yoniiyle hidroksil radikali iiretme ve bu radikallerin da kirleticileri parcalama 6zelligi
sebebiyle titanyum dioksit (TiO;) ile benzer 6zellige sahiptir. Ekmek mayasi (Saccharomyces cerevisiae)
kullanilarak ZnO sentezi ger¢eklestirilen bir calismada [8], Eriochrome Black T boyasinin fotokatalitik bozunmasi
sonuglar1 degerlendirilmistir. Buna ek olarak ZnONP’lerin, aktimikrobiyal aktivite mekanizmalar1 incelenmistir.
Fotodegredasyon deneyleri sonucunda % 80’in tiizerinde verim elde edilip, gram pozitif
bakterilerden Staphylococcus Aureus’a (S. aureu) kars: etkili olmustur. Pichia kudriavzevii mayasi kullanilarak
sentezlenen ZnO’ler ile ilgili bagka bir ¢alismada ise [9], ZnO-NP'lerin serbest radikal temizleme aktivitesi,
sitotoksisite ve antibakteriyel yapist incelenmistir. Sentezlenen nanopartikiiller hem gram pozitif hem de gram
negatif bakterilere kars1 antibakteriyel aktivite sergilemistir. Pichia fermentans JA2 kullanilarak giimiis (Ag) ve
ZnONP’lerin  sentezinin  gergeklestirildigi  bagska bir ¢alismada [10], ZnONP’ler Pseudomonas
aeruginosa'yt inhibe edebilmislerdir. Literatiirde olumlu sonuglar elde edilen ZnONP’lerin gida boyasi
gideriminde etkili olup olmadig1 bu ¢calisma kapsaminda arastirilmistir.

Gida alaninda renk verici madde olarak siklikla kullanilan Amarant suda ¢oziinebilien azo boyar
grubunda yer alan bir katki maddesidir. Gidalarda yemek ve tat vermek i¢in kullanilan bu sentetik boyar
maddelerin, ¢ocuklarla yapilan ¢alismalarda hiperaktivite artisina neden oldugu rapor edilmistir [11]. Gida
endiistrisinde kullanilan bu boyalarin proses sonucunda alic1 ortama ulagmasiyla, aritilmadigr siirece ozellikle
sucul ortamda meydana gelebilmektedir. Bu boyalarin giderimi {izerine ileri oksidasyon prosesleri, adsorbsiyon,
biyolojik aritim gibi yontemler gerceklestirilmektedir [12-14]. Amarant boyasinin organik yapisi Sekil 1’de
gosterilmektedir [15].
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Sekil 1. Amarant boyasinin organik yapist

Bu ¢aligmada kullanilan Y. lipolytica mayasi biyoteknolojik ¢alismalarda siklikla kullanilan bir mayadir.
Cevre dostu bir yontemle sentezlenmesi ve kendi izole ettigimiz bir maya ile sentezin gerceklesmesi ¢alismanin
stirdiiriilebilirligini ve 6zgiinliigiinii arttirmaktadir. Calisma (i) Y. lipolyticanin ¢ogaltilmasi, (ii) Yesil sentez
metoduna gore ¢inko nanopartikiillerin elde edilmesi, (iii) ZNONP’lerin gida boyasi gideriminde kullanimi olmak
iizere 3 asamali olarak gergeklestirilmistir.

Il. MATERYAL VE METOD
A.Y. lipolyticanin ¢ogaltilmast

Caligmamizda kullandigimiz maya Y. lipolytica NCAIM Y00591 susu olup, bir aritma tesisinden izole
edilmistir [16]. Mayay1 ¢ogaltmak i¢in [17]: Nutrient broth (Merck KGaA) besiyerinin 8 g’1 1000 ml distile suda
¢oziilerek hazirlanan karisim 630 mL ve 70 mL’lik erlenmeyerlere dagitilarak 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak
steril hale getirilmistir. Nutrient broth besiyerine Y. lipolytica susu 30°C’de inkiibatorde 120 rpm galkalama
hizinda 48 saat inkiibasyona birakilmigtir. Kiiltiir 2 defa aktiflestirildikten sonra 45 pm ¢apindaki membranlarda
stizme iglemleri gergeklestirilerek biyokiitle elde edilmis, elde edilen biyokiitle 65°C’de etlivde 24 saat kurumaya
birakilmustir (Sekil 2).

Sekil 2.Yarrowia lipolytica iiretme stireci (sol) ilk asama, (sag) son asama
B. Yesil sentez metoduna gore ZnONP lerin elde edilmesi

Istenilen miktarda iiretilen maya kullanilarak ZnONP sentezi gerceklestirmek icin, 2 g kuru haldeki Y.
lipolytica’nin 100 mL saf su igerisinde maya ile ayn1 miktarda D- glikoz ile ¢oziinmesi saglanmigtir. Etiivde
30 °C’de yaklasik 30 dakika bekletilen maya karigimi, 0,1 M hazirlanan ZnSO, ¢ozeltisinin igerisine damla damla
eklenilmistir. Cozelti 2 saat boyunca oda sicakliginda karistirilip pH kontrolleri gergeklestirilen ¢ozelti yaklasik
24 saat karanlik bir ortamda oda sicakliginda bekletilmistir [10]. Maya ¢ozeltisi Whatman No.1 filtre kagidindan
gegirilip santrifiij tiiplerine konularak 4000 rpm’de 10 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Daha sonra 350 °C’de 1
saat kalsine edilmistir. Boylece nanomalzemenin kristalize hale gelmesi saglanmistir. Elde edilen
nanomalzemelerin karakterizasyonu amaciyla X Isim1 Kristalografisi (XRD) ve Termogravimetrik analiz
(TGA/DTA) yapilmistir. Malzemenin karakterizasyon iglemleri tamamlandiktan sonra mor renkli gida boyasi olan
Amarantin gideriminde kullanimi incelenmistir.

C. ZnONP’lerin Gida Boyasi Gideriminde Kullanimi

Boyar maddenin dalga boyu taramasi yapilmis ve maksimum absorbans degeri tespit edildikten sonra
farkli konsantrasyonlarda absorbans verileri elde edilerek kalibrasyon egrisi ¢izilmistir. Farkli miktarlarda eklenen
nanomalzemenin boyar madde giderimindeki verimi bu kalibrasyon egrisi kullanilarak tespit edilmistir. Gida
boyasimin giderim verimini arttirmak amactyla H>O; ilavesi yapilarak giderim verimine etkisi incelenmistir. Boyar
madde giderimi 6l¢limiinde spektrofotometre (Hach Lange,Amerika Birlesik Devletleri) kullanilmistir (Sekil 3).
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Sekil 3. Mor gida boyasinin (Amarant) giderim yapilmadan 6nceki hali

I11. BULGULAR VE TARTISMA

Maya bazli ZnO elde edildikten sonra malzemenin igerigini dogrulamak igin karakterizasyon ¢aligmalari
gerceklestirilmistir.

A.  Yesil Sentez Metoduna Gore Sentezlenen Cinko Oksit Nanopartikiillerin Karakterizasyonu
X-Isint Kirinimi (XRD) Analizi

Toz halindeki 6rnek, ZnO'nun varligim1 dogrulamak ve yapiy1 analiz etmek i¢in bir Cu Ka - X Ray
Difraktometresi tarafindan analiz edilmistir. ZNnONP’ler 350 °C’de kiil firminda yakildiktan sonra XRD analizi
yapilmig ancak ZnO pikleri gézlemlenememistir. Daha sonra 600 °C’de yakilan ZnONP’lere yapilan analiz
sonucunda pik degerleri elde edilmistir (Sekil 4). Pikler 26 degerinde ortaya ¢ikmus, en bilyiik pikler 35,49°,
36,441°, 37,315° degerlerinde elde edilmis, bu pikler kiitiiphane ile karsilastirildiginda ZnO'ya karsilik geldigi
tespit edilmistir. Ayrica piklerin konumu literatiir degerleriyle karsilastirilmis ZnO parcaciklarinin varligi
dogrulanmustir. Daha sonra parcaciklarin ortalama boyutu Debye-Scherrer [18] formiilii kullanilarak
hesaplanmigtir (Denklem 1). Kristal nanopartikiiliin ortalama boyutu 3,46 nm oldugu tespit edilmistir.

_09/2
- B cosB @)

Burada “A” X-151n1 dalga boyunu (0.154 nm), “B” radyan cinsinden maksimumun yarisinda genisleyen
cizgiyi ve “0” Bragg acisini ifade etmektedir [18]. Yazilim arama eslestirmesi araciyla, ICDD ZnO Referans
Deseni ile 01-073-8765 ile eslestigi bulunmustur. Ayrica (002), (002),(002),(002),(002) olmak iizere 5 adet
diizlemde ana tepe noktalar1 tespit edilmistir.
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Sekil 4.XRD analiz sonuglar1 (A) 350 °C’de kalsinasyon, (B) 600°C’de kalsinasyon

Termal Analiz

ZnONP’lerin kararliligini ve ZnO bozulmasinin kararlilik iizerindeki etkisini belirlemek ve malzemenin
termal davranigini 6ngérmek icin TGA/DTA ol¢iimleri yapilmistir. ZnONP’lere ait analiz sonucu Sekil 5°te
gosterilmektedir. Grafige bakildiginda islemin ekzotermik oldugu anlasilmakla birlikte bunun yiiksek sicaklikta
kristalizasyon gergeklesmesiyle iligkili oldugu disiiniilebilir. 1000 °C’ye kadar 1sitilan nanopartikiiller,
yaklasik %50 oraninda kiitle kaybina ugramistir. Kiitle kayb1 yaklagik 700 °C’de gerceklestiginden ZnONP’lerin
kristallesmesi 700 °C iizerinde gergeklesmistir. Genis ve yogun ekzotermik tepe saf ZnO fazinin olusumunu
gostermistir. Bu sonuglar literatiirdeki ¢inko nanopartikiil aragtirmalari ile uyumludur [19].
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Sekil 5. TGA/DTA analiz sonuglar1
B. Gida Boyas: Giderimi

Mor gida boyasmin (Amarant) giderim c¢aligmalart igin spektrofotometrede dalga boyu taramasi
gerceklestirilmis ve en yliksek pike 505 nm’de ulagilmistir. Ardindan farkli konsantrasyonlarda hazirlanan
numuneler (1-100 mg/L) bu dalga boyunda okutulmus ve Sekil 6 (d)’da verilen kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
Deneysel asamada elde edilen adsorbans degerleri elde edilen denkleme gdre konsantrasyona g¢evrilmistir.
Adsorpsiyon siireci sirasinda kirletici ve nanomalzeme arasinda nanomalzeme-boya, boya-boya, kimyasal baglar,
hidrojen baglari, Van der Waals kuvvetleri, iyon degisimi ve hidrofobik ¢ekimler gibi ¢ok sayida faktor siireci
etkilemektedir [20]. Gida boyasi igerikli ¢6zeltinin pH’1 9,46 olarak 6l¢tilmiistiir. Giderim galigmalar1 kapsaminda,
stire, pH ve nanomalzeme konsantrasyonu parametreleri ile denemeler yapilmistir (Sekil 6).

80 80
® T x b
E 60 g 60
g 40 g 40
g 20 g 20
[} ()
T T
© 0 ® O

0 20 40 60 80 100 0 5 10 15
Siire (dk) pH

80 ¢ 1,5
X y =0,0139x + 0,026 d
E 0 € 1
()
> 40 <
g -] 0,5
g 20 <7
B
(G}

0 0

0 0,5 1 1,5 0 50 100 150
ZnO Konsantrasyonu (g/L) Konsantrasyon (mg/L)

Sekil 6. Gida Boyas1 Giderim Caligmalari ve Kalibrasyon Grafigi (a) Siirenin boya giderimi {izerine etkisi, (b) pH’in boya giderimi iizerine
etkisi, (c) Nanomalzemenin boya giderimi lizerine etkisi, (d) Kalibrasyon grafigi

Boya baglangi¢ konsantrasyonu 10 mg/L olarak hazirlanarak kendi pH degerinde, 0,5 g/L ZnO ile belirli
stirelerde giderim caligmalar1 yapilmistir. Burada 5. dakikada boyanin yaridan fazlasi giderilmis olup, 30.
dakikadan sonra sabit bir diizeyde giderim devam etmigtir. Maksimum giderim verimi 90. dakikada % 68 olarak
tespit edilmigtir. XRD analiz sonuglarinda hesaplanan malzeme boyutu da dikkate alindiginda, ZnONP’ler ilk
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dakikalarda boya molekiillerini muhtemelen genis yiizey alani sayesinde tutmustur. Daha sonra en uygun pH
belirleme ¢aligmalarina baglanilmigtir. Deneysel asamay1 baglatirken giderim verimini arttirmak i¢in 0,5 mL H20;
eklenmistir. H,O; eklenmesiyle yiiksek bir verim elde edilememistir. Bu durum fazla H,O,’in radikal siipiiriicii
etkisinden dolay1 oksidasyon verimliligini azaltmasina dayandirilabilir [21]. Degisen pH degerlerinde (1-11)
gerceklestirilen deneyler 90 dakika ile 60 dakika temas siiresi arasinda 6nemli bir fark olmamasindan dolay1 enerji
kaybini azaltmak i¢in 60 dakika boyunca devam etmistir. Cok diisiik ve ¢cok yiliksek pH degerlerinde giderim diisiik
kalirken n6tr pH degerinde %72’ye varan giderim elde edilmistir. Alkali kosullarda alim kapasitesindeki azalma
hidroksil iyonlar1 arasindaki rekabete atfedilebilir [22]. Ciinkii alkali kosullarda hidroksil iyonlar1 bol miktarda
bulunacaktir ve bu durum bir siire sonra giderim veriminin durmasina yol agabilecektir. Daha sonra 7 pH degerine
ayarlanan ¢dzeltinin, farkli ZnO konsantrasyonlarinda adsorbans ve derigimleri 6l¢iilmiistiir. Buna goére ZnO
miktari arttik¢a boyar madde giderimi de artmustir. Gida boyasinin giderimi 1 g/L konsantrasyon degerinde % 75’e
ulagmustir. Bu durum malzemenin konsantrasyonunun artmasiyla yiizey alaninin artmasi ve daha ¢ok boyanin
malzemeye tutunarak ¢ozeltiden giderimi ile ilgili bir durumdur. Cozeltinin, bu sonuglar elde edilmeden dnceki ve
sonraki gorselleri Sekil 8’de gosterilmektedir.

Sekil 8. Amarant giderimi 6ncesi (solda), sonrasi (sagda)

Gorildigi tizere Amarant boyasinin giderimi biiylik miktarda 60 dakikalik siirede gergeklesmistir.
Literatiirdeki Amarant giderim ¢aligmalarina bakildiginda, manyetik kitosan biyokomiirii kullanilarak 1500
dakikada basarili bir giderim gergeklestigini gormekteyiz [23]. Baska bir ¢alismada ise 5. giiniin sonunda %99’luk
bir amaranth giderimi elde edilmistir [24].

IV. SONUCLAR

Calisma kapsaminda ZnONP’ler sentezlenip karakterize edilmistir. XRD analiz sonuglar kiitiiphanede
bulunan ZnO ile kiyaslanip dogrulanmistir. Kalsinasyon yontemiyle 350 °C’de kristalize olma islemi
gerceklesememis ancak 600 °C’de istenilen kristalize yapi elde edilmistir. Amarant boyasinin ZnONP’lerle
gerceklestirdigi ylizey yiiklenmesinde pH oldukga etkili olmustur. Sunulan sonuglar ve tartigmalarla, yiiksek
oranda ¢oziinen boya Amarant'mn, yesil sentez metoduyla sentezlenen ZnONP’lerin biyosorbent olarak kullanarak
sulu ¢ozeltilerinden basartyla uzaklastirilabilecegi agiktir. On caligmalar, 7 pH’ta, 60 dakikada ve 0,1 g/L
ZnONP’lerle sulu ¢ozeltilerden Amarant'n neredeyse %75'ini adsorbe edebilecegini gostermektedir. Ek olarak,
0,5 g/L’de giderim verimi % 71,6 oldugundan %5’in altinda bir fark mevcuttur. Bu durumda daha ekonomik bir
giderim olmasi ag¢isindan maksimum malzeme konsantrasyonu 0,5 g/L segilebilir. Sulu ¢ozeltilerdeki boyar
maddeleri gidermek igin yaygin olarak kullanilan adsorpsiyon malzemeleriyle karsilastirildiginda, hazirlanan ZnO
nanomalzemesi ucuz, basit hazirlama, ¢ozeltiden kolay ayirma ve basarili adsorpsiyon kapasitesi avantajlari
sergilemistir. Ayrica tartisma kisminda bahsedildigi iizere bazt Amarant giderim ¢alismalarina gore daha kisa
stirede verim elde edilmistir. Sonug olarak maya bazli ¢inko oksitlerin gida boyalari tarafindan gerceklesen su
kirliligini kontrol etmek i¢in yararl bir absorban olabilecegi diisiiniilmektedir.
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