FARKLI AGIR METALLERIN Pleurotus sp.” LERINDE
RENK GIDERIMINDE GOREV ALAN
LIGNOLITIK ENZIMLERE ETKIiSININ BELIRLENMESI
YUKSEK LISANS TEZi
Serkan FIDAN
Danisman
Yrd. Dog. Dr. S. Elif KORCAN
BIYOLOJi ANABILIM DALI

Temmuz 2008



T.C.
AFYON KOCATEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

FARKLI AGIR METALLERIN Pleurotus sp.” LERINDE RENK GIDERIMINDE
GOREV ALAN LIGNOLITIK ENZIMLERE ETKIiSININ BELIRLENMESI

Serkan FIDAN

YUKSEK LISANS TEZi
Biyoloji Anabilim Dall
Danigsman
Yrd. Dog. Dr. S. Elif KORCAN

AFYONKARAHISAR
2008



ONAY SAYFASI

Serkan FIDAN’In yiiksek lisans olarak hazirladigi “Farkli Agir Metallerin Pleurotus
sp.’lerinde Renk Gideriminde Gorev Alan Lignolitik Enzimlere Etkisinin
Belirlenmesi” baslikli bu ¢alisma, lisansusti yonetmeliginin ilgili maddeleri uyarinca
degerlendirilerek oy birligi/oy ¢oklugu ile kabul edilmistir.

22 /09/2008

Juri Uyesi: Prof. Dr MUHSIN KONUK
(Baskan)
Juri Uyesi: Yrd. Dog.Dr. S. Elif KORCAN
(Danisman)
Jiiri Uyesi:Yrd.Dog.Dr. Meltem DILEK

Fen Bilimleri Enstitlist Yonetim Kurulu’nun ...
GUNVE .o e e 200 SAYIHE Karariyla onaylanmistir.

Dog. Dr. Zehra BOZKURT
Enstiti Maduru




OZET

Yuksek Lisans Tezi
FARKLI AGIR METALLERIN Pleurotus sp.’LERINDE RENK GIDERIMINDE
GOREV ALAN LIiGNOLITIK ENZIMLERE ETKISINiN BELIRLENMESI

Serkan FIDAN
Afyon Kocatepe Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisi
Biyoloji Anabilim Dali
Danisman: Yrd. Dog. Dr. S. Elif KORCAN

Bu calismada, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju ve Pleurotus florida test
organizmasi olarak kullanilarak, farkh agir metal tuzlarinin [HgCl,, Pb(NOs),,
Ni(NO3),.6H,0, ZnS047H,0, CoCl,.6H,0, Cd(NO3);.4H,0 ve CuS0O,4.5H,0]
dekolorizasyon tzerine etkisi arastiriimistir.

Calismada Pb ve Ni’in 0,001 mM <; Hg, Pb ve Cd’nin 0.005 mM< ve Co’In
0.05 mM< konsantrasyonunda P. sajor caju’nun gelisimini inhibisyonu istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (P<0.05). P. florida ise Ni ve Cd hari¢ denenen tiim
metallerde 0.001 mM< konsantrasyonlari istatistiksel olarak anlamli iken Ni’in 0.005
mM< ve Cd’nin 0.01 mM< konsantrasyonlarindaki inhibisyon istatistiksel olarak
anlamli olmustur. P. ostreatus’ ta Hg ve Pb 0,01 mM < konsantrasyondan sonra
istatistiksel olarak anlamli inhibisyon saptanmistir. Diger metallerde 0,001 mM <
konsantrasyonlarda gelisimin inhibisyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur.

Enzim calismalart sonucunda Agir metallerin Lcc aktivitesinde 6nemli bir
degisiklik yapmadigl saptanmistir. Pleurotus florida’da MnP aktivitesini Co %42
arttirmis, bunu %32 ile Pb takip etmistir. Cd ise %26 MnP aktivitesini dustrmastur.
Bunu %8 ile Zn takip etmistir.

2008, 48 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pleurotus, dekolorizasyon, agir metal



ABSTRACT

M. Sc Thesis
DETERMINATION of VARIOUS HEAVY METALS’ INFLUENCE
on LIGNOTIC ENZYMES FUNCTION AS COLOR REMOVING in

Pleurotus sp.

Serkan FIDAN
Afyon Kocatepe University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biyology
Supervisor: Assit. Prof. S. Elif KORCAN

This study searches the influence of distinct heavy metals HgCl,, Pb(NO3),,
Ni(NO3),.6H,0, ZnS04.7H,0, CoCl,.6H,0, Cd(NO3),.4H,0 ve CuS0O,;.5H,0] on
decolorization by using Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju ve Pleurotus florida.

The study has found the inhibition of P. sajor caju’s development statistically
meaningful (P<0.05) in Pb and Ni’s 0,001 mM<; Hg, Pb and Cd’s 0.005 mM< and Co’s
0.05 mM< concentrations. In side of P. florida, while 0.001 mM< concentration in all
tested metals except for Ni an Cd is significant, the inhibition in Ni’s 0.005 mM< and
Cd’s 0.01 mM< concentrations has been found statistically meaningful. In P. Ostreatus,
the inhibition has been determined statistically significant following Hg and Pb 0,01
mM < concentration. Inhibition of development in 0,001 mM < concentration has been
found considerable in other metals.

Enzyme studies’ve determined that in Lcc activity heavy metals don’t cause any
considerable alteration. In Pleurotus florida, Co %42 has increased MnP activity- which
is followed by Pb with %32. Cd has decreased % 26 MnP activity- which is followed by
Zn with %8.

2008, 48 pages

Key Words: Pleurotus, decolorization, heavy metals.
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1. GIRIS

Gunumuzde teknik olarak kullanilabilir durumda olan tatli su kaynaklarinin oldukca
sinirh oldugu bilinmektedir. Diger taraftan hizla artan ndfus, hizli kentlesme,
sanayilesme, tarim alanlarinda yaygin gubre ve pestisit kullanimi sinirli olan tath su
kaynaklarinin hizla kirlenmesine neden olmaktadir. Gelisen teknoloji ile birlikte her giin

yeni Kirlilik cesitleri gindeme gelmektedir.

Cevre kirliligini arttiran ve ekolojik dengenin bozulmasinda en 6nemli rol oynayan
endustri kuruluslarinin basinda, atik sularinda agir metal iceren kuruluslar gelmektedir.
Bu kuruluslar gereksinimleri dogrultusunda cesitli agir metalleri kullanmakta ve bu
nedenle atiklarinda civa, ¢inko, kobalt, bakir, demir, kursun, krom, arsenik ve gimus
gibi metal iyonlari bulunmaktadir. Kursun, ¢inko, bakir, kobalt, kadmiyum, krom, nikel,
arsenik, civa ve gimds gibi metal iyonlari canl Gzerinde belirli bir siniri asinca toksik

etki gostermektedir (Saglam ve Cihangir 1995).

Aritim amaci igin kullanilan mikroorganizma grubu icerisinde alglerde dahil olmak
Uzere cesitli bakteri, maya, mantar tlrlerini saymak muimkindir. Mantarlardan
Neurospora, Penicillium, Aspergillus, Rhizopus ve Pleurotus tdrleri metal
kontaminasyonunda kullanilan organizmalardandir. Ozellikle Pleurotus tirleri

biyodegradasyon calismalarinda sik¢a kullaniimaktadir ( Saglam ve Cihangir 1995).

Calismamizda gunimizde hizla artan endustirilesmeyle birlikte su kirliliginin énemli
bir sorun haline gelmesi ve su kaynaklarininda giderek azalmasi nedeni ile kirliliginin
giderilmesi ve dogal su kaynaklarin verimli sekilde kullanilmasi gerektigi dustintlerek,
Kirlilik etkenlerinden en énemlileri arasinda sayilan agir metallerden Pb’ nin boyar
maddelerin biyolojik aritiminda kullanilan funguslarin boya giderimindeki verimlilige
etkisi ve agir metallere Pleurotus sp’lerinin gelisimine olan etkisinin saptanmasi

amaclanmistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1. Agir Metaller

Fiziksel dzellik acisindan yogunlugu 5 g/cm?® ten daha yiiksek olan metaller icin agir
metal tanimi kullanthir. Bu gruba kursun, kadmiyum, krom, demir, kobalt, bakir, nikel,
civa ve ¢inko olmak lzere 60 tan fazla metal dahildir. Bu elementler dogalari geregi yer
kirede genellikle karbonat, oksit, silikat ve sulfir halinde stabil bilesik olarak veya

silikatlarla bulunurlar.

Agir metaller, su kaynaklarina, endustriyel atiklar veya asit yagmurlarinin topragi ve
dolayisi ile bilesimde bulunan agir metalleri gozmesi ve ¢6ziinen agir metallerin irmak,
g6l ve yeralti sularina ulasmasiyla gegerler. Sulara tasinan agir metaller asiri derecede
seyrelirler ve kismen karbonat, silfat, stlfir olarak kati bilesik olusturarak su tabanina
coker ve bu bdlgede zenginlesirler. Sediment tabakasinin adsorpsiyon kapasitesi sinirli
oldugundan dolay! da sularin agir metal konsantrasyonu surekli olarak yukselir.
Ulkemizde de basta tuz ihtiyacimizi Karsitladigimiz tuz goli olmak uzere kapali
gollerimizde vyeterli cevresel o6nlem almadigimiz su havzalarinda agir metal

konsantrasyonu yikselmektedir.

Agir metallerin ekolojik sistemde yayihimlari dikkate alindiginda dogal gevrimlerden
daha cok insanin neden oldugu etkiler nedeniyle cevreye yayilimi s6z konusu oldugu
gorilmektedir. Surekli ve kullanima bagl kirlenmenin yani sira kazalar sonucu da agir
metallerin cevreye yayilimi 6nemli miktarlara ulasabilmektedir. Yillik olarak dogal
cevrimler sonucu 7600 ton Cd, 18800 ton arsen, 3600 ton civa 332000 ton kursun
atmosfere atilmakta iken insan faaliyetleri sonucu desarj edilen miktarlar dikkate
alindiginda ise selen (19 kat), kadmiyum (8 kat), civa, kursun, kalay (6 kat), arsen, nikel
ve krom (3 kat) daha fazladir (Rether 2002).

Agir metallerin cevreye yayiliminda etken olan en 6nemli endustriyel faaliyetler
cimento Uretimi, demir celik sanayi, termik santraller, cam Gretimi, ¢op ve atik ¢camur

yakma tesisleridir (Cizelge 1).



Havada bulunan agir metaller, karaya ve buradan bitkiler ve besin zinciri yoluyla da
hayvanlara ve insanlara ulasirlar. Ayni zamanda hayvan ve insanlar tarafindan havadan

aeresol olarak veya toz halinde solunurlar.

Cizelge 2.1 Temel endustrilerden atilan metal ttrleri* www.umweltbundesamt.de/ uba-

info-daten- t/daten/umweltkatastrophen. htm.

Endustri Cd Cr Cu Hg Pb Ni Sn Zn
Kagit Endustrisi - + + + + + - -
Petrokimya + + - + + - + +
Klor-alkali Uretimi + + - + + - + +
Gubre Sanayi + + + + + + - +
Demir-Celik San + + + + + + + +

+
+
+
+
+
+
+
.

Enerji Uretimi (Termik)

2.1.1. Agir Metallerin Etkileri

Agir metaller biyolojik proseslere katilma derecelerine gore yasamsal ve yasamsal
olmayan olarak siniflandirilirlar. Yasamsal olarak tanimlananlarin organizma yapisinda
belirli bir konsantrasyonda bulunmalari gereklidir ve bu metaller biyolojik reaksiyonlara
katildiklarindan dolayr dizenli olarak besinler yoluyla ahinmalidir. Mesela bakir
hayvanlarda ve insanlarda kirmizi kan hicrelerinin ve bircok oksidasyon ve rediksiyon

prosesinin vazgecilmez parcasidir (Bigersson 1988).

Buna karsin yasamsal olmayan agir metaller ¢ok disiik konsantrasyonda dahi saglik
problemlerine yol acabilmektedirler. Bu gruba en iyi 6rnek kikurtli enzimlere baglanan
civadir (John 1996).

Bir agir metalin yasamsal olup olmadigl dikkate alinan organizmaya da baghdir.
Ornegin nikel bitkiler agisindan toksik etki gosterirken, hayvanlarda iz elementi olarak

bulunmasi gerekir.



Bazi sistemlerde agir metallerin etki mekanizmasi konsantrasyona bagl olarak degisir.
Bu tur organizmalarda metallerin konsantrasyonu dikkate alinmalidir. Agir metaller
konsantrasyon sinirini astiklari zaman toksik olarak etki gosterirler (Sekil 2.1) Agir
metalin etkisi canh tirtne, metal iyonunun ¢Ozuntrluk degerine, kimyasal yapisina,
redoks ve kompleks olusturma yetenegine, viicuda alinis sekline, ¢evrede bulunma

sikhgina, lokal pH degeri vb.yapisina da baghdir.

Pagitil
* (g timum
A ___Yagamsal
§ Fle vt it
=
3
3 — _*_JI L L]
& Bl 5, henzaniras ven
Yagamzal Olmayan
| Hlement
Pe g athl

Sekil 2.1. Vicut sivisindaki konsantrasyona bagli olarak agir metallerin etkileri

Agir metallerin insan metabolizmasinda olusturduklari etkiler;
Kimyasal reaksiyonlara olan etkisi

Fizyolojik ve tasinim sistemlerine etkisi

Kanserojen ve mutojen olarak yapl taslarina etkisi

Alerjen olarak etkisi ve

Spesifik etki edenler olarak siralamak mimkindur (Sekil 2.2).
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Sekil 2.2. Agir metallerin insan viicudunda etki mekanizmasi
PBG: Porfobilinojen; ATPase = Adenozintrifosfataz; ALA = Aminolaevulinikasit

2.2. Boyar Maddeler ve Siniflandiriimasi

Boyar maddeler genellikle iki ana bilesenden olusan kiiciik molekillerdir. ilk bilesen
rengi veren kromofor, ikinci bilesen boyayi iplige baglayan fonksiyonel gruptur.
Literatlirde kimyasal yapisina gore veya uygulandigi ipligin tipine gore siniflandiriimis
yuzlerce gesit boya mevcuttur. Boyalar, genellikle sentetik orijinli aromatik kompleks
molekdler yapida olup, biyodegredasyonlari oldukca zordur. Mishra ve Tripathy (1993)

tarafindan G¢ sinifa ayrilmiglardir.

1-Anyonik= direk boyalar, asit ve reaktif boyalar
2- Katyonik=Temel boyalar
3- Noniyonik= Dispere boyalar



Anyonik ve noniyonik boyalardaki kromoforlar cogunlukla azo gruplu ya da
antrakuinon tiptedirler. Antrakuinon temelli boyalarin aromatik yapilari ve atik sularda
uzun sure renklerini koruma o6zelliklerinden dolay! degredasyonlari zordur. Temel
boyalar ise parlak olup dislk konsantrasyonlarda bile gorulebilirler. Tim bu boyalar
icinde en ¢ok kullanilanlari azo boyalardir (Allen, 1971)

Ikinci bir deri olarak kabul edilen giyim tekstillerindeki agir metal iyonlari (bakir, krom,
nikel, kobalt, ¢inko) ter yoluyla vicuda geg¢mektedir. Agir metal iyonlari tekstil
materyaline ham tekstil materyalinden, icme suyundan, tekstil yardimci maddelerinden,
boyarmaddelerden ve atim islemlerinden gecebilmektedir. Metal kompleks boyalar
genellikle kansorejen oldugu bilinen krom tabanhdir (Mishra ve Tripathy, 1993). Eko-
Standart 100 kriterlerinde agir metal iyonlarinin sinir degerleri verilmistir (Seventekin
1998).

Tekstilde kullanilan boyalar alerjik reaksiyonlar’a neden olabilmektedir. Alman cilt
kliniklerinde yapilan arastirmalar, alerjik reaksiyonlarin % 2’ sinin tekstil kaynakl
oldugunu gostermektedir. Ozellikle dispersiyon boyar maddelerinin kimyasal liflerden
cozllerek kontakt alerjiye neden oldugu bilinmektedir. Hatch ve Maibach’ a gore 49
boyarmadde 6zelliklede dispersiyon boyarmaddeler temas halinde alerjik reaksiyonlara
sebebiyet vermektedir (Hatch 1984, Hatch 1985, Hatch 1995). Ayrica yapilan
arastirmalar sonucu aromatik aminlere parcalanabilen azo boyar maddelerinde bulunan

pfenilendiamin de alerjik reaksiyonlara neden olabilecegi bildirilmistir (Anonim 2001).

Dioksin gibi tekstilde kullanilan yiiksek klorlu bilesiklerin toksikekuvalent- faktorleri
0.001 olgulmistur. Bu sonug giyim tekstillerinde bir kisim dioksin bilesiginin deriye
gecebilecegini gosterir. Bu grup icerisinde klorlu organik tasiyicilar, bazi boyar

maddeler, bazi pestisit ve pentaklorfenol yer almaktadir.

Tekstil boyasi iceren atiklar genellikle dogal su kaynaklarina bosaltilmaktadir (Meehan
ve ark. 2000). 10.000‘i askin farkli boya giiniimiizde ticari olarak 7x10° ton/m®
uretilmekte ve boya ilaclarinin % 5-10’u endistriyel atik olarak kaybedilmektedir

(Wong 1999). Boya ve boya ilaclari tekstil, kozmetik, farmasotik ve deri endustrisinde



kullanilmasina ragmen en fazla atik tekstil endustrisinden kaynaklanmaktadir.
Mikroorganizmalarla degredasyon da bazi problemler olsa da bioremediasyon hala
sorunun giderilmesinde en etkili metottur (Mc Kay 1979). Atik olarak ¢evrede bulunan
boya maddelerinin cogunun toksik ve genotoksik etkiye sahip oldugu bazi ¢alismalarda
bildirilmistir (Walthall ve Stark 1999, Al Sabti 2000, Hu ve Wu 2006). Bunun yani sira
boya maddesinin suya verilmesi ile su renklenmekte, bunun sonucunda ise gol ve
nehirlere giin 1s1ginin penetrasyonu azalmaktadir ki bu nedenle dogal su kaynaklarinda
hem fotosentetik aktivite hem de ¢ozinmus oksijen miktari azalmaktadir. Dolayisl ile su
ortaminda anaerobik bir ortam olusmakta ve bu ortam aerobik organizmalarin

yasamasina da engel olmaktadir (Banat ve ark. 1996).

2.3.Boyar Maddelerin Ortamdan Uzaklastiriimasi

Renkli maddenin ortamdan uzaklastirilmasi icin biyolojik, fiziksel ve kimyasal metotlar
uygulanmaktadir. Bu metotlarin bir kacinin bir arada kullaniimasi renk maddesinin

ortamdan uzaklastiriimasinda daha etkili olmaktadir (Zhang ve Yu 2000).

Anaerobik mikroorganizmalarin bazi boyalari degrade ettigi bilinmektedir. Ancak bu
tarz degredasyon sonucunda toksik veya kanserojenik bazi aromatik aminlerde
olusabilmektedir (Meyer 1981). Bu nedenle rekalsitrant bilesikleri degrade edebilen
spesifik mikroorganizmalarin kullaniimasina yonelik yeni metotlarin gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Beyaz curukctl funguslar cok genis yapidaki farkli politantlar
degrade edebilmektedirler (Bezalel ve Hadar 1997, Yesilada ve ark. 1998, Kumar ve
ark. 1998, Yesilede ve ark. 1999, Kapdan ve ark. 2000). Beyaz curukeil funguslar boya
degreasyonu icin en etkili organizmalar olup polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAHS), poliklorobifenoller (PCBs), sentetik boyalar ve bazi patlayict maddeleri de
icine alan ksenobiotik bilesikleri lignolitik sistemleri ile degrade edebilirler (Pointing
2001).

Son vyillarda funguslarin tekstil boyalarini biyosorpsiyon ile uzaklastirdigi ve

dekolorizasyon calismalarinda kullanilacagl tzerine birgok calisma vardir (Yesilada



1995, Yesilada ve Ozcan 1998, Sani ve Azmi 1998, Swamy ve Ramsay 1999, Aksu ve
Tezer 2000 ).

2.4.Biyolojik Aritim

Biyolojik aritim, endistriyel proseslerden alici sistemlere transfer olan organikler icin
en Onemli giderim prosesidir. Tekstil endustrisi atiksulari icin 6nerilen fiziksel ve
kimyasal yontemlerin yuksek maliyet gerektirmeleri ve her boya icin kullanilamiyor
olmalari, uygulanmalarinin sinirli olmasina neden olmustur. Son zamanlarda yapilan
calismalar bircok boya tirind atik sudan giderebilme yetenegine sahip yaygin
mikroorganizma tirlerinin mevcudiyetini vurgulamis ve biyoteknolojik metotlari 6n
plana cikarmistir. Yani, teorik olarak biyolojik aritma sistemleri kimyasal ve fiziksel
aritma yontemlerine gore daha az ¢gamur tretmesi, maliyetinin daha dustik olmasi veya
alici ortamlar icgin zararli yan trlnlerin olusmamasi gibi 6¢zelliklerinden dolayi tekstil

endustrisi atiksularinin aritimi icin ideal ¢6ztm olarak kabul edilmektedir.

2.4.1.Aerobik Yontem

Tekstil endustrisi atiksulari, pH degisimlerine duyarliligi yiksek olan konvansiyonel
biyolojik aritma tesislerinde énemli zorluklara sebep olmaktadir. Endustriyel atiksularin
aritiilmasinda yaygin olarak kullanilan konvansiyonel aktif camur sistemleri igin tekstil
endustrisindeki bir¢cok boya bilesigi ya biyolojik olarak ¢ok zor indirgenebilmekte ya da
inert kalmaktadir. Suda iyi ¢6zlnen bazik, direkt ve bazi azo boya atiklarinin olmasi
durumunda mikroorganizmalar bu tir bilesikleri biyolojik olarak indirgeyememekle
birlikte boyanin bir kismini adsorbe ederek atiksuyun rengini almakta ve renk giderimi

saglanabilmektedir.

Azo boyar maddeler gibi sentetik boyalarin aerobik sartlar altinda mikrobiyal
parcalanmaya karsi direncli olmasinin nedeni boya malzemelerinin, kimyasal ve isik
kaynakli oksidatif etkiler sonucu renklerinin solmamasini saglayacak sekilde
sentezlenmeleridir. Boyar maddelerin aerobik biyodegredasyonunu zorlastiran diger bir

faktor ise molekdiler agirliklarinin yiksek olmasi nedeniyle biyolojik hiicre zarindan



gecislerinin zor olmasidir (Willmott ve ark. 1998). Azo, diazo ve reaktif boyar madde
iceren bir tekstil atiksuyu renginin mikrobiyal proseslerle giderilmesinin arastirildigl bir
calismada aerobik kolonlardan izole edilmis saf bakteri kiltirlerinin renk giderimini
gerceklestiremedigi belirlenmistir (Nigam ve ark. 1996). Oneill ve ark. (2000a)
atiksudaki azo boyar maddeler gibi reaktif boyalarin ortalama %210’unun aerobik
biyokutleye adsorbe oldugunu, geri kalaninin ise aktif camur tesisinden herhangi bir
degisime ugramadan gectigini belirtmisler ve azo boyar madde iceren tekstil
atiksularinin renginin giderilmesinde aerobik aritmanin yetersizligini vurgulamiglardir.
Ancak bazi boyar maddelerin aerobik olarak parcalanabilecegi dogrultusunda calismalar
da mevcuttur. Odunsu bitkilerde bulunan, yapisal polimer lignini parcalayabilen ve
ksenobiyotik maddelerin parcalanmasi amacli calismalarda en yaygin olarak kullanilan
beyaz clrikgul kif Phanerochaete chrysosporium’un, lignin peroksidaz, manganeze
bagli peroksidaz gibi enzimleri kullanarak boyar maddeleri parcalayabildigi
bilinmektedir (Robinson ve ark. 2001, Palma ve ark. 1999). Ancak beyaz kiflerin,
ligninolitik enzimlerin dusiik pH degerlerinde (pH=4,5-5) aktif olmasi ve atiksularda
bulunma ihtimali dustk olan tiamin ile veratril alkol maddelerine ihtiya¢ duymasi gibi
dezavantajlari vardir (Kapdan ve Kargi 2000).

2.4.2. Anaerobik Yontem

Anaerobik aritimin ilk basamaginda asidojenik bakteriler karbonhidratlar, yaglar veya
proteinler gibi organikleri disik molekiler agirlikhi ara Grinlere dondsturarler. Bu
fermentasyon drtnleri daha sonra asetojenik bakteri tarafindan kullanilir ve asetat,
karbon dioksit ve molekuler hidrojen agiga ¢ikar. Son olarak metanojenik bakteriler
asetat ve karbondioksiti metana indirgerler. Metan ve karbondioksit iceren biyogaz,
anaerobik parcalanma testlerinde parcalanmanin seviyesini belirleme amaciyla
kullanilabilmektedir. Boyar maddelerle yapilan anaerobik parcalanma calismalari,
Ozellikle aerobik ortamda pargcalanamayan suda ¢Ozunebilir reaktif azo boyar maddeler
uzerinde yogunlasmistir. Cift bagli azot halkasina bagli bu boyalarin aerobik proseslerle
aritilabilirliginin - mimkiin  olmamasi anaerobik aritmanin  6n aritma olarak
kullaniimasini gerektirmektedir. Anaerobik olarak renk gideriminin gerceklesebilmesi

icin ilave karbon kaynagina ihtiya¢ vardir. ilave karbon metan ve karbondioksite



donustirilmekte ve elektronlar aciga cikmaktadir. Bu elektronlar elektron tasima
zincirinden son elektron alicisina yani azo-reaktif boyaya tasinmakta ve boyayla
reaksiyona girerek azo bagini indirgemektedir. Boylece anaerobik pargalanma
sonucunda azo boyar maddelerdeki renkten sorumlu azo bagi kirilmakta ve renk
giderimi saglanmaktadir. Bu olay oksijen tarafindan inhibe edilmektedir. Bu nedenle
boya atiklarini renksizlestirmek icin ilk adim azo kdprusinin indirgenerek parcalandigi

anaerobik kosullar altinda aritim olmalidir. (Robinson ve ark., 2001).

Yapilan bir galismada ilave karbon kaynagi olarak kullanilan optimum miktardaki
tapioca nisastasinin prosesin renk giderme kapasitesini arttirdigi vurgulanmistir
(Chinwetkitvanich ve ark., 2000). Sponza ve ark. (2000) tarafindan yapilan bir
calismada Reaktif Black 5 ve Synozol Red boyalarinin anaerobik aritma ile
renksizlesebildikleri, kullanilan mikroorganizma kilturine ve boya derisimine bagli
olarak %23 ile %78 arasinda degisen KOI giderme verimlerinin elde edilebilecegi
belirlenmistir. Rengin tamaminin giderilmesi azo boyar maddelerin renk veren N=N
yapisinin anaerobik kiltir tarafindan parcalanmasi ile miumkiin olmustur. KOI’nin
tamamen giderilememesi, meydana gelen ara drinlerin anaerobik kiltir tarafindan
parcalanamamasindandir. Azo baginin kirilmasiyla, anaerobik olarak parcalanamayan

aromatik aminler de olusabilmektedir.

Boyar maddeler normalde sitotoksik, mutajenik veya kanserojenik degilken, anaerobik
parcalanma sonucu olusan aminler bu 0Ozellikleri gosterebilmektedir. Bu nedenle
anaerobik sistemler aerobik aritmadan 6énce yer alan bir 6n aritim yontemi olarak
onerilmektedirler. Cunki aromatik aminler, aromatik bilesigin halkasinin acgiimasi ve
hidroksilasyonla aerobik ortamda mineralize olabilmektedirler. Boylece boyar madde
iceren atiksularin  kombine anaerobik-aerobik proseslerle aritilmasi sonucu ilk
basamakta etkili bir renk giderimi saglanmakta ve anaerobik ortamda direncli olan

aromatik aminler aerobik basamakta giderilebilmektedir (Oneill ve ark. 2000D).
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2.5.Biyosorpsiyon

Kimyasal maddelerin mikrobiyal kitle tarafindan adsorpsiyonu veya kutlede birikimi
biyosorpsiyon olarak ifade edilmektedir. Olii bakteriler, maya ve mantarlar boyar madde
iceren atiksularin renginin giderilmesinde kullanilabilmektedir. Tekstil boyalarinin
kimyasi genis bir yelpazede degisiklik gosterdigi icin mikroorganizmalarla olan
etkilesimler boyanin kimyasina ve mikrobiyal kitlenin spesifik kimyasina
dayanmaktadir. Bu nedenle kullanilan mikroorganizmanin cinsine ve boyaya bagli
olarak farkli baglanma hizlari ve kapasiteleri sGzkonusudur. Boyar madde igeren atiksu

cok toksik oldugunda biyosorpsiyon avantajli olmaktadir (Robinson ve ark. 2001).

2.6.Fungal Dekolorizasyon

Phanerochaete chrysosporium ve Tinctoporia sp’nin lignin iceren pulplarda ve kagit
endusturisi atiklarinda renk giderimi icin kullanimi 1980 lerin baslarinda bildirilmistir
(Eaton ve ark. 1980, Fukuzumi 1980) o gunden bu yana P chrysosporium un pulp mill
atiklarinda ve gesitli boyalarda dekolorizasyon kullaniimasina iliskin birgok arastirma
yaptimistir (Bilgi¢ ve ark 1997, Cammarota ve Sant Anna 1992, Yung ve Yu 1997,
Ollikka ve ark. 1993). P chrysosporium’a ek olarak Trametes versicolor, Coriolus
versicolor, Funalia trogii gibi diger bazi white-rot funguslarinda dekolorizasyon
yapabildikleri gosterilmistir (Wong ve Yu 1999, Knapp ve ark. 1995, Yesilada ve ark.
1995). Bu beyaz cirikcll funguslarin yanisira Aspergillus niger, Rhizopus arrhizus,
Rhizopus oryzae gibi funguslarda farkli boyalari absoplayabildigi ve dekolorizasyon
yapabildigi bulunmustur (Fu ve Viraraghavan 2000, Gallagher ve ark, 1997). Boya
atiksularinda dekolorizasyon yapabilen funguslari hayat doéngilerine gére 2 gruba
ayirabiliriz.  Yasayan hicrelerle boyalarin  biyoadsorbsiyon (Cizelge 2) ve

biyodegredasyonu, 6li hiicrelerle (fungal biomas) boyalarin adsorbsiyonu (Cizelge 3).

2.6.1.Mekanizma

Yasayan hicreler icin temel mekanizma biyodegredasyondur c¢inki yasayan

organizmalar lakkaz, mangan peroksidaz (MnP) ve lignin peroksidaz gibi (LiP) lignin
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modifiye enzimleri lignini ve boyar maddeyi mineralize edebilmek icin
sentezleyebilirler (Raghukumar ve ark. 1996). Yinede bu enzimlerin dekolorizasyona
katihmi trler arasinda farklilik gosterebilmektedir. Pasti- Grigsby ve ark. (1992) P.
chrysosporium’da boyar maddenin dekolorisasyondan sorumlu enzimin LiP oldugunu
bildirmistir. Ollikka ve ark. ise (1993) azo bayalarinin, trifenilmetanin, heterosiklik ve
polimerik boyalarin dekolorizasyonunda LiP’in temel rolli oynadigl ancak bu boyalarin
degredasyonunun baslamasinda MnP’a gereksinim duyulmadigini  bildirmiglerdir.
Young ve Yu (1997). Azo boyalarini, indigo, antrokuinon, metal kompleks boyalarinida
iceren 8 sentetik boya ile yaptigi calismada T. versicolorun MnP’in dekolorizasyonun
baslamasi icin gerekli olmadigini ancak ligninazin boyalarin %80 ini oksidasyon ile
uzaklastirdigini  gostermislerdir. Yinede Zhang ve ark. (1999) MnP’in curukcil
funfuslarda 6nemli rol oynadigini ancak LiP’in kesin rol oynadiginin belirlenemedigini
sOylemiglerdir. T. versicolorun temel ekstra selller enzimi lakkaz olmasinin nedeni
antrakuinon, azo ve indigo boyalarinin dekolorizasyonunda lakkaz aktivitesi temel
mekanizmadir (Wong ve Yu 1999). Vasdev ve ark. (1995) Cyathus bulleri ile yapilan
dekolorizasyonda lakkaz aktivitesinin  maksimuma ulastigini  saptamiglardir.
Biyodegredasyona ek olarak biyoadsorbsiyon mekanizmasida yasayan hiicreler ile
yapilan dekolorizasyon calismalarinda 6nemli rol oynar. Mou ve ark. (1991)
Myrothecium verrucaria’ yI boya soliisyonu igine eklediginde ilk 5 dakikada boyanin
%50 sini uzaklastirdigini ve yaklasik 10 saatte dengenin kuruldugunu gostermistir. Bu
adsorbsiyonun c¢ok hizli oldugunu gostermektedir. Hicre renginin boya molekiliine
bagh olarak 1 haftalik periyotta veya daha uzun sirede zamanla bozundugunu
belirlemiglerdir. Knapp ve ark. (1995) adsorbsiyon ile renk gideriminin sinirh oldugunu
( genellikle %50 den az) bildirmistir. Benito ve ark (1995) ise T. versicolor ile yaptiklari
calismada bu oranin %5-10 ile sinirh oldugunu bildirmislerdir. Mineralli ve ark. (1996)
Aspergillus niger ile yaptiklari calismada absorblanan renk yuzdesinin 10-25 arasinda
degistigini gostermislerdir. Boussaid (1995) Sagenomella striatisporanin deneylerde
ortamdaki renk gideriminin %74 oraninda gergeklestigini ancak bunun % 12 sinin renk

adsorbsiyonu ile gerceklestigini bildirmislerdir.

Ol hiicrelerdeki bioaadsorbsiyon mekanizmasina, adsorbsiyon, deposizyon ve iyon

degisimi gibi fizikokimyasal reaksiyonlar etkili olmaktadir. Zhou ve Banks (1991) Olii
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Rhizopus arrhizus ile humik asid adsorbsiyon calismalarinda adsorbsiyonun bifazik bir
proses oldugunu gostermislerdir. ilk faz metabolik enerjiye bagimli degil iken ikinci faz
daha yavas olup metabolik enerjiye bagimli idi. R. arrhizus ile yapilan ¢alismalarda
humik asid adsorbsiyonunda hiicre duvarinda olmakta ve blyuk olasilikla kitin kitisan
adsorbsiyonu saglayan temel bilesen olarak gorev yapmaktadir (Zhou ve Banks 1993,
Banks ve Parinson 1992). Gallagher ve ark. (1997) Rhizopus oryzae biyomasi ile reaktif
birillant red kullanarak yaptiklari c¢alismayla adsorbsiyon olayinin kombine bir
mekanizma oldugu (Freundlich ve Langmuir izoterm model) saptandi. Brahimi- Horn
ve ark. (1992) sonikasyona tabi tuttuklari hiicreleri 1 ila 24 saat 3 boya solisyonunda
denemisler ve yaklasik 1 saat icinde ayni miktarda boyayi absorbladigini fakat 24 saat

boya adsorbsiyonunun arttigini saptamislardir.

Tatarko ve Bumpus (1998) otoklavlanmis ve canli P. chrysosporium hicrelerini
dekolorizasyon acisindan degerlendirmis otoklavlanmis hticrelerin Congo kirmizisinin
%90’dan fazlasini, canli hicrelerin ise %70ini uzaklastirdigini saptamistir. 1991 yilinda
Mou ve ark. Yaptiklart c¢lismalarda 6l ve canli hicreleririn renk gideriminde
kullaniimalarinda benzer etkiler gosterdigini saptamiglardir. Polman ve Breckenridge
(1996) 28 mikroorganizma turd ile Reaktive Black 5 boyasinda yaptiklari ¢alismada bu
tirlerin 610 hucrelerinin % 64 Gnun yuksek adsorbsiyon gosterdigini saptamiglardir. Bu
trlerin 21’1 Reaktive Black 19 boyasini bagladigini, 6li hiicrelerin %71’inin daha etkili
oldugunu saptadilar ve bunun nedeninin hicreyi 6ldurmekle adsorbsiyon yuzeyinin
artmasindan kaynaklanabilecegini bildirdiler. Fakat bu tdrler icerisinde canli hicre
olarak 26 tirin Sulfur Black 1 boyasini %54’ Gnu bagladigini ve bu oranin 6li
hlcrelere oranla daha basarili oldugunu saptadilar. Bunun nedeninin ise boyalardaki
farkliliktan  kaynaklanabilecegini  bildirdiler.  Yasayan hucreler ¢ok gesitli
dekolorizasyon mekanizmalarina sahiptir ve performanslari ortamin pH’si, sicakhigi
influent konsantrasyonu, ile yakindan iliskilidir (Gadd 1990). Yasayan htcrelerle 6lu
hicreler Kkarsilastirildiginda 61t hiicreler depolanabilir ¢linki besine ihtiyag duymazlar
(Brady ve ark. 1994), kolay ve basit uygulanabilirler. Oli biyomas atiklarin

fermentasyon proseslerinde kullanilabilir (Kapoor ve Viraraghavan 1995).
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Cizelge 2.2. Dekolorizasyon yapabilen cesitli canli fungal hiicreler

lable £
Data on variows living fungal cells capable of dye decolorization®

Culture e and concentration Peroent removald Mochanizm Reference
time
Acremorinm sp. Pulp mill efluent A Hindegradation Lesley (19493)
Aspergilins foetidis Remazole Red (530 mgfl) L3 R | Biozorption Sumathi and Phatak { 1998
Remazole Dark Blue HR (30 mgfy 992 (2 d)
Remazole Brilliant Orange 6RO (2 d)
{30 mgfl)
Bemazole Brown GK (30 mgl) GET (2 d)
Lignin (0 05%) 952 d) Lignolytic process
Lignin (0.10#%) Wz d
Lignin (0.1 5) 90 (B h)
Black liquor (10 dilution ) G0 (2 d) Bindegradation
Alkali liquor (5= dilution) W2 d
A. miger Basic Blue 9 (30 mgl) 117 2 dy Hinzorption Fu and Viraraghavan {200}
A. miger Acid Blue 29 (50 mg/l 663 (30 h) Biozorption Fu and Viraraghavan {1994
A. miger Molasses wastewater AT (34 dj Biodegradation and Miranda et al. {19%54)
adsorption
A. sofae B-10 Amaranth (10 mg/T) GTE(S d) NE Ryu and Weon (1992)
Sudan {10 mg1) G745 d) NR
Congo Red (10 mg/T) Q05 d) NR
Baoirytiz cinerea Reactive Blue 19 dyc waste 13+ Adsorption Polman and Breckennidge (14996
Sulfur Black 1 dye waste 49,7
Candida sp. {yeast) Procyon Black { 100 mgf1) 918 (2 h) Adsorption D Angelis and Rodrigues (1987)
Procyon Blue {100 mgfl) 96.H (2 h)
Candida sp. {yeast) Procyon Fod ( 100 mg) GRS 2 h) Adsorption e Angelis and Rodrigues (1987
Procyon Orange (100 mg/1) GE (2 h)
. rugosa (yeast) Feactive Black 5 dyc waste 3 Adsorption Polman and Breckenridge (1994)
Reactive Blue 19 dyc waste B
Sulfur Black 1 dye waste I
Coriofus sp. Mo, 20 Melanoidin {0.5%) B (14 d) Active oxygen Watanabe ot al. {1982)
i versicolor Diazo-linked chromophaore TO-E0 (1418 d) MR Knapp and Mewhy | 194949
ciluent { 3-400%, wiv)
. versicolor Acid Green 27 L] Biodegradation and Knapp et al. { 1995)
adsorption
Copper Phthalocyanine Lt
Tetrasulphonic Acid
Indigo Carmine L]
Meutral Red a1
Acid Red 106 100
Mordant Yellow Ha
Brilliant Yellow o
Reactive Red 4 o0
COrange 11 L]
Brilliant Cireen 100
Crypiococoss Reactive Black 5 dyc waste [l Adsorption Polman and Breckennidge (19%96)
Feveanensis
{yeast) Reactive Blue 19 dye waste I
Sulfur Black 1 dye waste 3600
Carifns baellari Crystal Violet B7.5(24d) Laccase activity Vasdev et al. (1995)
Bromophenol Blue GR.T (2 d)
Cyarifons baelleri Malachite Ciroen W2 (2 d) Laccase activity Vasdev et al. (19495)
Deldeera bruxellensis Reactive Black 3 dyc waste £ Adsorption Polman and Breckenridge (1994)
{ycast) Heactive Blue 19 dye waste I
Sulfur Black 1 dye waste 527
Erdo thiefla aggregata Reactive Black 5 dye waste A1
Sulfur Black 1 dye waste I
Funalia trogii Ofive mill wastewater (3045 wiv) 31 {6 dy (Static) MR Yesilada et al. (19495)
38 (9 d) (Agitated)
Craraderma sp. Orrange I {100 g 2877 (2d) Adsorption Mou et al. {1991)
108 | Bluc) G494 (2 d)
RS {Red) {100 mgT) RO-9T7 (2 d)
Crentrichum fici Reactive Black 5 dye waste ™ Adsorption Polman and Breckenridge (1996)
Reactive Blue 19 dye waste [l
Sulfur Black 1 dye waste (L1
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Cizelge 2.2. (Devami) Dekolorizasyon yapabilen cesitli canh fungal hiicreler

Culture Dwye and concentration Percent remowval/ Mechanism Reference
time
Halosarpheia Paper mill bleach effluent 85 (14 d) Lignin enzymes Raghukumar et al. (1996)
ratnagiriensis
Khuyveromyces waltii Reactive Black 5 dye waste il Adsorption Polman and Breckenridge (19¢
(yeast) Reactive Blue 19 dye waste 20
Sulfur Black | dye waste 445°
Merulius tremellosus Pulp bleach effluent (40 viv) S0(14 d) Peroxidase Lankinen et al. (1991)
Myrothecum verrucaria  Orange IT (200 mg) 70.0(5h) Adsorption Brahimi-Horn et al. (1992)
108 (Blue) (200 mg/T) E6.0(5h)
RS (Red) (200 mg/T) 95.0(5h)
M sp. Orange 1T (100 mgf) 25-91(2 d) Adsorption Mou et al. (1991)
10B (Blue) 5898 (2 d)
RS (Red) (100 mgT) B1-98 (2 d)
Neurospora crassa Vermelho Reanil p88 (16.0-32.0 913890 (1 4 NR Corso et al. (1981)
mg/l)
Fhanerochaete Congo Red (300 mg/l) T0(2d) Lignin degradation Tatarko and Bumpus (1998)
(liquid culture)
chrysosporium Q0 (7 d) (Solid

P chrysosporium

P chrysosporium

P chrysasporium
F. chrysosporium

P chrysosporium

P chrysosporium

P chrysosporium

P chrysosporium

chrysosporium
chrysosporium
chrysosporium

-

P chrysosporium

P chrysasporium

Indige Caraming (40-50 mg/l)
Reactive Blue 15 (40-50 mg/)
Acid Violet 7 (40-30 mg/l)
Reactive Black 5 (40-50 mg/l)
Acid Green 27 (40-30 mg/l)
Acid Blue 25 (40-30 mg/l)
Acid Orange 74 (40-50 mg/1)
Acid Black 24 (40-50 mg/l)
Olive mill wastewater
Bromophenol Blue (44.8 pm)
Congo Red (28.7 pm)
Methylene Blue (10.3 pm)
Methyl Green (29 pm)
Methyl Orange (21.3 pm)
Remazol Brilliant Blue R
(7T9.8 pmj)

Toludine Blue O (16.3 pm)
Poly R-478 (0.002%)

Poly 5-119 (0.002%)

Poly T-128 (0.002%)

Eraft bleach plant El

stape effluent

Methyl Orange 52 (150 mg/l)
Methyl Orange 52 (300 mg/l)
Ethyl Orange (150 mg/)
Ethyl Orange (300 mgl)
Acid Yellow 9 (150 mg/l)
Acid Yellow 9 (300 mg/T)
Orange 1T (150 mgl)

Orange 1T (300 mg)

Orange T (150 mg1)

Orange T (300 mg1)

Five sulfonated azo dyes
4-Phenylazophenol

4-Phen ylazo-2-methoxyphen ol
Disperse Yellow 3

4-Phen ylazoaniline

N, N-Dimethyl-4-
phenylazoaniline

Disperse Orange 3

Solvent Yellow 14

Poly B-411

Poly R-4¥]

Poly Yol

Pulp bleach effluent (40 viv)

culture)
29.8(9d)
T5.6(94d)
26.9(9d)
11.3(94d)
02 d)
55.6(94d)
6.6 (9 d)
98 (9 d)

TO (1)

93 (15 min)
54 (15 min)
&6 (15 min)
&8 (15 min)
&8 (15 min)
75 (15 min)

81 (15 min}
46 (15 min)
78 (15 min)
48 (15 min)
70 (5.8 d)

92 (15 d)

BE (15 d)

93 (15 d)

94 (15 d)
T9(15 d)

T4 (15 d)

99 (15 d)
53(15d)

67 (15 d)
TL(15d)
Mineralized
284-382(124d)
20.7-48.1 (12 d)
427 (12 d)
258(12d)
29.9-460 (12 d)

40.1-42.5 (12 d)
45-23.1(12 d)
NR

NR

NR

76 (14 d)
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Ligninase-catalyzed

Ligninase-catalyzed
Lignin peroxidase
Lignin peroxidase

Lignin peroxidase

Lignin peroxidase

Peroxidase enzymes

Peroxidase enzymes

Lignocellulytic
Lignin degradation
Lignin degradation

Ligninolytic degradarion

Peroxidase

Young and Yu (1997)

Young and Yu (1997)
Sayadi and Ellouz (1995)
Ollikka et al. (1993)

Ollikka et al. (1993)

Cammarota and Sant Anna
(1992)
Pasti-Grigsby et al. (1992)

Pasti-Grigsby et al. (1992)

Paszeczynski et al. (1992)
Spadaro et al. (1992)
Spadaro et al. (1992)

Glenn and Gold (1983)

Lankinen et al. (1991)



Cizelge 2.2. (Devami) Dekolorizasyon yapabilen cesitli canh fungal hiicreler

Culture Drye and concentration Percent removal/ Mechanism Reference
time
P. chrysosporium Alkah extraction stage bleachery 90 (3 d) Lignin peroxidase Bilgic et al. (1997)
effluent
Philehia radiata Pulp bleach effluent (40 viv) T6 (14 d) Peroxidase Lankinen et al. (1991)
Pichia carsonii (yeast) Reactive Black 5 dye waste 25 Adsorption Polman and Breckenridge (1996)
Reactive Blue 19 dye waste ¥
Sulfur Black 1 dye waste 499
Pycnoporus Pigment plant effluent 90 (3d) Extracellular oxidases Schliephake et al. (1993)
cinnabarinus
Rhizopus arrhizus Humid aad (HPO-A) 3.0-6.5 (2 h) Biodegradation Zhou and Banks (1991)
Humid acid (HPI-N) 1.5-3.8 (2 h)
R. oryzae Reactive Black 5 dye waste 99+ Adsorption Polman and Breckenridge (1996)
Sulfur Black 1 dye waste 1107
Saccharomyces Reactive Blue 19 dye waste 52*
cerevisiae
(yeast)
Sagenomella Pulp-mill effluent T4 (15 d) Biodegradation Boussaid (1995)
Strigtispora
(After secondary treatment)
Sehizaphyllum commune  Bagasse-bused pulp mill effluent 20-90 (2 d) Lignin enzymes Belsare and Prasad (1988)
Sordaria fimicola Paper mill bleach effluent 55014 d) Lignin enzymes Raghukumar et al. (1996)
Trametes versicolor Acid Green 27 165 (15d) Laccase-catalyzed Wong and Yu (1999)
Acid Violet 7 500 (15 d)
Indigo Carmine 0= (15 d)
T. versicolor Wastewater from an alcoholic 8 (3d) Biodegradation and Benito et al. (1997)
fermentation adsorption
T. versicolor Paper mill effluent Caustic 69 (1 d) Biodegradation Pallerla and Chambers (1997)
Paper mill effluent Acidic 48 (1 d)
Paper mill effluent Caustic 61-72 (10-24 h)
and acidic
T. versicolor Indige Caramine (40-50 mgl) WE O Ligninase-catalyzed Young and Yu (1997)
Reactive Blue 15 (40-50 mg/T) T56(94d)
Acid Violet 7 (40-50 mg/T) 269 (9 d)
Reactive Black 5 (40-50 mg/T) 11.3 (9 d)
Acid Green 27 (40-50 mg/T) 0.2(9d)
Acid Blue 25 (40-50 mg/1) 556 (9 d)
Acid Orange 74 (40-50 mgl) 6.6 (9 d)
Acid Black 24 (40-50 mg/T) 98 (9 d)
T. villosa Kraft el effluent T80 (1-2 d) Biodegradation Soares and Duran (1998)
Tremella fuctformis Reactive Black 5 dye waste 9z Adsorption Polman and Breckenridge (1996)
Reactive Blue 19 dye waste 41
Sulfur Black 1 dye waste 934
Trichoderma sp. Hardwood extraction effluent 85 (3d) Ligninolytic enzymes Prasad and Joyee (1991)
Wood rotting fungus Cotton bleaching effluent 81.5-43.8 (5 d) Manganese peroxidase Zhang et al. (1999)
(uniden tified) (20-50%)
Xeromyces bisporus Reactive Black 5 dye waste - Adsorption Polman and Breckenridge (1996)
Reactive Blue 19 dye waste i
Sulfur Black 1 dye waste 63"
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Cizelge 2.3. Dekolorizasyon yapabilen cesitli 61t fungal hicreler

Culture Dye and concentration Biosorption capacity Mechanism Reference
(mg of dye/g of biomass)
Aspergilius niger Basic Blue 9 (30 mgf) 10.49-18.54 (2 d)™ Biosorption Fu and Viraragha-
wvan (2000)
A niger Acid Blue 29 (50 mg/T) 1.44-13.82 (30 h)™~ Biosorption Fu and Viraragha-
wvan (1999)
A niger Reactive Brilliant Red (250 mg/l) 14.2 (2 weeks)™ Adsorption Gallagher et al.
(1997)
Bowrytis cinerea Reactive Blue 19 dye waste 42 Adsorption Polman and Breck-
enridge (1996)
Sulfur Black | dye waste 360
Cryptococcuss Reactive Black 5 dye waste 76
heveanensi (yeast) Reactive Blue 19 dye waste 23
Candida rugosa (yeast) Reactive Black 5 dye waste 3l
Reactive Blue 19 dye waste 8
Sulfur Black 1 dye waste 407
Defckeera bruxellensis (yeast) Reactive Black 5 dye waste 36
Reactive Blue 19 dye waste 19
Sulfur Black 1 dye waste 589
Endothiella aggregata Reactive Black 5 dye waste 44 Adsorption Polman and Breck-
enridge (1996)
Reactive Blue 19 dye waste 4
Sulfur Black 1 dye waste 07
Fomitopsis carnea Basic Vielet 16 (30 mg/g) 031 Adsorption Mittal and Gupta
(1996)
Basic Blue 1 (50 mg/T) 545.2
Busic Red 18 (50 mgd) 6439
Geotrichum fict Reactive Black 5 dye waste 45 Adsorption Polman and Breck-
enridge (1996)
Geotrichum fict Reactive Blue 19 dye waste 17 Adsorption Polman and Breck-
enridge (1996)
Reactive Black 5 dye waste 45
Sulfur Black 1 dye waste 7
Kluyveromyce waltii (yeast) Reactive Black 5 dye waste 72
Reactive Blue 19 dye waste 14
Laminaria digitata Reactive Brilliant Red (250 mg/l) 20.5 (4 weeks)™ Adsorption Gallagher et al.
(1997)
Phanerochaete chrysosporium  Congo Red (500 mg/T) 90° (2 d)* (liquid culture)  Adsorption Tatarko and
Bumpus (1998)
Pichia carsonii (yeast) Reactive Black 5 dye waste iz Adsorption Polman and Breck-
enridge (1996)
Reactive Blue 19 dye waste 5
Sulfur Black | dye waste 549
Rhizopus arrhizus Humid acid NE Physical adsorption Zhou and Banks
(1991, 1993)
Rhizopus oryzae (26068) Reactive Brilliant Red (250 mg/T) 102.6 (4 weeks)™ Adsorption Gallagher et al.
(1997)
R oryzae (57412) Reactive Brilliant Red (250 mg/l) 37.2 (4 weeks)™
R. oryzae Reactive Black 5 dye waste 452 Adsorption Polman and Breck-
enridge (1996)
Sulfur Black | dye waste 3008
Saccharomyces cerevisiae Reactive Blue 19 dye waste 69
(yeast)
Tremella fuciformis Reactive Black 5 dye waste 9
Reactive Blue 19 dye waste 35
Sulfur Black | dye waste 892
Xeromyces bisporus Reactive Black 5 dye waste 1
Xevomyces bisporus Reactive Blue 19 dye waste ] Adsorption Polman and Breck-
enridge (1996)
Sulfur Black | dye waste 60

E T
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3. MATERYAL METOD

3.1. MATERYAL

3.1.1. Metal tuzlari

HgCl, (Fluka 83366), Pb (NO3), (Fluka 15335), Ni (NOs),.6H,O (Riedel-de Haen
13621), ZnS0O,4.7H,0 (Riedel-de Haen 14455), CoCl,.6H,O (Aldrich 20218-5), Cd
(NO3),2.4H,0, CuS0O4.5H,0 (Riedel-de Haen 12849) metalleri agir metallerin boya

degredasyonuna etkisini belirlemede kullanildi.

3.1.2. Agar ortami

Nisasta 39/l
Malt ekstrat (Fluka 70167) 15 g/lt
Agar (Fluka 05039) 20g /It

Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra funguslarin gelisimine pH,
sicakhik, agir metallerin, sicakligin ve pH’ nin etkisinin belirlemede ve biyodegredasyon

calismalarinda kullanildi.

3.1.3. Malt Agar

Malt ekstrakt (Fluka 70167) 30gr/It
Pepton Merck 1.07214) 5gr/lt

Agar (Fluka 05039) 15gr/lt
Distile su 1000ml

Otoklavda 121°C’de 15 dakika steril edildikten sonra stoklarin hazirlanmasinda
kullanildr.
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3.2. METOD

3.2.1. Metal tuzlarinin Pleurotus tirlerinin gelisimine olan inhibisyon etkisinin

saptanmasi

Pleurotus turlerinden Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju ve Pleurotus florida test
organizmasi olarak kullanildi. Farkh agir metal tuzlari HgCl, (Fluka 83366), Pb(NO3),
(Fluka 15335), Ni(NO3),.6H,0 (Riedel-de Haen 13621), ZnSO,.7H,0 (Riedel-de Haen
14455), CoCl,.6H,0 (Aldrich 20218-5), Cd(NO3)2.4H,0 (), CuSO,4.5H,0( Riedel-de
Haen 12849). 0.001-0.5mM konsantrasyon araliginda agar ortama eklenerek (nisasta 3 g
L-!, malt ekstrat 15 g L-'ve agar 20 g L-') 6mm capinda kesilmis 7 ginlik taze
Pleurotus sp suslarinin ekimi, plaklarin tam ortasina gelecek sekilde yapildi. 27°C+2’de,
7-14 gun inkubasyonun ardindan agir metal igermeyen ve farkl konsantrasyonlarda agir
metal tuzlari iceren plaklardaki fungal gelisim, koloninin ¢apt mm olarak Olcilerek
belirlendi. Calismada, 3 tekrar sonucunda elde edilen degerlerin ortalamasina bakildi.
Kltirlerin devami besi yerine her 15 gunde bir besiyerine ekim yapilarak saglandi
(Hotmany ve Mecs 2003).

3.2.2. Farkli boyar maddelerin Pleurotus sp’ler ile degredasyonu ve pH’nin

etkisinin belirlenmesi

Hatvani ve Mecs (2002) in kullandigl gelisme ortami agir metallerin ekstra selller
enzimlere ve boyar madde degredasyonuna etkisini belirlemede kullanilmistir. Besiyeri
nisasta 10 g L™, Malt ekstrat 3.5 g L™, agar 20 g L™ ve boyar madde 0.15 g L™ olacak
sekilde hazirlanarak pH’lari 6 ve 5’e ayarlandiktan sonra 6mm ¢apinda kesilmis 7
gunluk taze Pleurotus sp suslarinin ekimi plaklarin tam ortasina gelecek sekilde yapildi.
27°C+2’de 7-14 gln inkibasyonun ardindan agir metal icermeyen ve farkl
konsantrasyonlarda agir metal tuzlari iceren plaklardaki fungal gelisim, koloninin ¢api
mm olarak o6lgulerek belirlendi. Calismada 3 tekrar sonucunda elde edilen degerlerin

ortalamasi alinarak degerlendirildi
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3.2.3. Lanase mavi’ in dekolorizasyonuna Pb ve Cd’nin etkisi

Nisasta 10 g L-!, Malt ekstrat 3.5 g L-* ve boyar madde 0.15 g L-' iceren besiyerinde
Cd ve Pb’nin renk (mavi) giderimine etkisine bakilmistir. Pleurotus sp suslari kati
besiyerinden stispanse edilerek 250 ml’lik besiyerine homojenattan 2ml ekim
yaptimistir. Boyar maddenin UV spektrofotometrede maksimum absorbans yaptigi
dalga boyu saptandiktan sonra boyar madde iceren buyyon icerisindeki izolatlar
calkalamali etiivde 27°C’de , 150 rpm’de 7 giin stresince inkibe edilmistir. Her gin,
besiyerinden 6rnek alinarak 7500g°de 4 dak santriftij edilmistir Supernatant kullanilan

boyanin UV spektrofotometredeki max absorbansin okunarak. Dekolorizasyon ytizdesi;
% Dekolorizasyon = (Ao-A)/Aex100 formilu ile hesaplandi.

A= baslangictaki absorbans

A=dekolorizasyon isleminden sonraki Amax (nm)daki absorbans.
3.2.4. Enzim deneyleri

Agir metallerin boya degredasyonuna etkisini belirlemek amaciyla %20 inhibisyonu
saglayan agir metal konsantrasyonu ve boyar madde (0.15 g L-*) besiyerine eklenmistir.
Agir metal olaral Mn icermeyen besiyeri ortamlarina Mn substurat olarak 20mM
oraninda katilarak ~ mangan peroksidaz enziminin (MnP) aktivite gdstermesi
saglanmistir. Besiyerinin pH’si 6.5’e ayarlandiktan sonra agir metallerin fungal
misellere gelisimine olan etkisini belirlemede kullanilan ekim yontemi ile ekimler
yaptimistir 15 ginlik inkibasyonun ardindan dekolorizasyon zonlari mm olarak

Olculerek degerlendirilmistir. Her bir deneme 3 paralel olarak ¢alisiimistir.

3.2.4.1. Supernatantin hazirlanmasi

Degredasyonda rol alan Lakkaz (Lcc), manganperoksidaz (MnP) enzimleri

degerlendirmeye alinmigtir. Ekstra selller enzimler agar plaklarindan elde edilmistir.
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Bunun ic¢in dncelikle 2mLg-1 agar olacak sekilde siteril distile su ile Pleurotuslu agar
karistirilarak, homojenizatérde parcalanmis ve santriflij edilmistir (7500g°’de 10 dak).

Supernatantdaki enzim aktivitesi 6lcimlerinde kullaniimistir.

3.2.4.2.MnP aktivitesinin saptanmasi

MnP aktivitesinin belirlenmesinde Wariishi ve ark.’larinin (1992) kullandigi metod
kullanilmigtir. Deneyde 0.5mM MnSO4 50mM sodyum molonat (pH 4.5) icerisine
katilarak, reaksiyonu baslatmak igin 10pL H,O, final konsantrasyon 0.4mM olacak
sekilde eklenmistir. Mn (111)-malonat kompleksi 270nm’de spektofotometrik olarak
belirlenmistir (e270=11,590 M cm™).

3.3. Lcc aktivitesinin belirlenmesi

Lcc aktivitesi 2,2’-azino-bis (3-etilbenziazolin)-6- sulfonat (ABTS) oksidasyonu ile
belirlenmistir Reaksiyon karisimi 0.3mM ABTS 50 mM sodium molonat (pH4.5)
icerisine katilarak hazirlanmistir. Oksidasyon miktari 420nm’de absorbans miktarina
bakilarak dlcilmustir (es20 = 36, 0000 M™* cm™) (Wolfenden ve Willson 1982).

3.4.Istatistiksel analiz

Koloni caplari arasinda istatistiksel bir farkliligin olup olmadigi SPSS programi

Kullanilarak Oneway Anova Dunnett t testi ile belirlendi (p<0.05).
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4. BULGULAR

4.1. Metal tuzlarinin Pleurotus turlerinin gelisimine olan inhibisyon etkisinin
saptanmasi

Pb ve Ni’in 0,001 mM <; Hg, Pb ve Cd’nin 0.005 mM< ve Co’in 0.05 mM<
konsantrasyonunda P. sajor caju’nun gelisiminini inhibisyonu istatistiksel olarak
anlamh bulunmustur (P<0.05). P. florida ise Ni ve Cd hari¢ denenen tim metallerde
0.001 mM< konsantrasyonlari istatistiksel olarak anlamli iken Ni’in 0.005 mM< ve
Cd’nin 0.01 mM< konsantrasyonlarindaki inhibisyon istatistiksel olarak anlaml
olmustur. P. ostreatus’ ta Hg ve Pb 0,01 mM < konsantrasyondan sonra istatistiksel
olarak anlamli inhibisyon saptanmigtir. Diger metallerde 0,001 mM <
konsantrasyonlarda gelisimin inhibisyonu istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(Cizelge 4.1,4.2, 4.3)
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Cizelge 4.1 Metal tuzlarinin Pleurotus sajor-caju gelisimine etkisi

Pleurotus sajor-caju

Agir Konsantrasyonlar (mM)
Metaller X(Zon Capt) mmz=(SD)
Kontrol 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5
Hg 6,23(0,25) 6,00(0) 5.2(0,2)* 5.03(0,41)* 4.96(0,45)* 4.30 (0,1)* -
Ni 5,00(0) 4.36(0,20)* 4.16(0,05)* 3.90(0,26)* 4,76(0,25) 3.93(0,11)* -
Co 8,16(0,28) 7,5(0,1) 7.4(0,1) 7,5(0,2) 6(0,5)* 5.93(0,5)* -
Zn 5(0) 4,63(0,11) 3,93(0,3) 3,7(0,43) - - 3(0,26)
Pb 6,23(0,25) 4,6(0)* 5,1(0,3)* 4,43(0,25)* 4,5(0,1)* - -
Cd 6,23(0,25) 6(0) 5,2(0,2)* 5,03(0,41)* 4,96(0,45)* 4,3(0,1)* -
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Cizelge 4.2 Metal tuzlarinin Pleurotus florida gelisimine etkisi

Agir Konsantrasyonlar (mM)
Metaller X(Zon Capt) mmz=(SD)
Kontrol 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5
Hg 6,16(0,15) 3,5(0,1)* 3,8(0,1)* 3,53(0,15)* 3,00(0,1)* 2,86(0,11)* -
fg Ni 6,33(0,57) 4,36(0,05) 3,8(0,01)* 3,93(0,11)* | 3,3(0,01)* 2,16(0,28)* 1,9(0,1)*
é Co 5,7(0,5) 4,7(0,01)* 4,93(0,4)* 4,6(0,17)* 4,03(0,05)* 4,00(0,01)* -
S
& Zn 6,33(0,5) 4,9(0,17)* 4,73(0,23)* 3,6(0,69)* 3,4(0,01)* - 0,5(0,01)*
Pb 6,16(0,15) 3,93(0,11)* 4,66(0,57)* 4,00(0,3)* 3,7(0,88) 3,4(0,4)* -
Cd 5,7(0,5) 5,5(0,2) 5,43(0,11) 4,83(0,28)* 5,13(0,32) 2,83(0,28) -

p<0.05’e gore
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Cizelge 4.3 Metal tuzlarinin Pleurotus ostreatus gelisimine etkisi

Pleurotus ostreatus

AgIr Konsantrasyonlar (mM)
Metaller X(Zon Capt) mmz(SD)
Kontrol 0,001 0,005 0,01 0,05 0,1 0,5
Hg 5,7(0,5) 5,5(0,2) 5,43(0,11) 4,83(0,28)* 5,13(0,32)* 2,83(0,28)* -
Ni 5,86(1,02) 4,6(0,36)* 3,9(0,1)* - 3,36(0,41)* 2,73(0,25)* -
Co 6,76(0,25) 6,2(0,1)* 5,56(0,05)* 5,46(0,05)* 5,26(0,25)* 5,13(0,11)* -
Zn 6,00(0,01) 4,16(0,57)* 3,46(0,05)* 2,80(0,26)* 2,53(0,05)* 2,26(0,15)* 2,03(0,05)*
Pb 6,53(0,05) 6,56(0,11) 6,43(0,20) 6,00(0,01)* 5,96(0,05)* 4,83(0,05)* -
Cd 7,06(0,6) 5,9(0,1)* 5,33(0,47)* 5,46(0,55)* 5,06(0,20)* 3,9(0,17)* -
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4.2. Farkli boyar maddelerin Pleurotus sp’ler ile degredasyonu ve pH’nin etkisi

Cizelge 4.4 Farkli metal konsantrasyonlarinin Pleurotus sp’lerinin miselyal gelisimi

uzerine % inhibisyonu

Metal Konsantrasyonlarin (mM)

0.001 0.005 0.01 0.05 0.1

Hg

Pleurotus ostreatus | 3.74 16.58 18.25 20.31 31.02
Pleurotus sajor-caju | 43.24 38.38 42.70 51.35 -
Pleurotus florida 12.82 11.28 12.31 16.92 20.00
Zn

Pleurotus ostreatus | 7.33 21.33 26.00 40.00 -
Pleurotus sajor-caju | 22.62 25.26 43.15 46.31 62.10
Pleurotus florida 30.50 42.22 53.3 57.78 62.22
Pb

Pleurotus ostreatus | 26.2 18.00 28.87 27.80 -
Pleurotus sajor-caju | 24.32 - - 40.00 41.86
Pleurotus florida - 1.53 8.16 8.67 26,02
Ni

Pleurotus ostreatus | 12.66 16.66 22.00 - 21.33
Pleurotus sajor-caju | 31.04 39.99 37.89 47.89 65.78
Pleurotus florida 21.59 33.52 - 42.61 53.41
Cd

Pleurotus ostreatus | 3.74 16.58 19.25 20.31 31.02
Pleurotus sajor-caju | 3.51 4.68 17.33 9.90 50.87
Pleurotus florida 16.51 24.53 22.64 28.30 44.81
Co

Pleurotus ostreatus | 8.16 9.39 8.16 26.53 27.35
Pleurotus sajor-caju | 17.54 13.45 19.29 29.24 29.82
Pleurotus florida 8.37 17.73 19.21 22.17 24.14
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Pleurotus sajor-caju artan Hg konsantrasyonu ile miselyal gelisim inhibe olmustur.
Inhibisyon Hg’nin 0.005 mM < konsantrasyonlarinda istatistiksel olarak anlamli olup
0.05 mM ve lzeri Hg konsantrasyonlari miselyal gelisimi %20°den fazla inhibe etmistir.
Pleurotus turleri icinde Hg varliginda Pleurotus sajor-caju “ nun gelisimi denenen diger
Pleurotus tirlerine oranla daha fazla olmustur. Bunu Pleurotus ostreatus ve Pleurotus
florida takip etmistir. Pleurotus florida’ da Hg’nin 0.05 mM konsantrasyonunda

miselyal gelisimin %50 oraninda inhibe oldugu saptanmistir.

Zn’nin 0.05 mM lik konsantrasyonlari tum pleurotus tirlerinin gelisimini %40< inhibe
etmistir. Hg’ya benzer olarak Zn’da en az inhibisyonun Pleurotus sajor-caju ‘da

oldugu gorulmustar.

Pb’nin artan konsantrasyonlari Pleurotus tirlerinin gelisimini inhibe etmesine ragmen
Pleurotus ostreatus‘da 0.05mM> konsantrasyonlarda %210’dan daha az gelisim
inhibisyonuna neden olurken Pb’a karsi en hassas susun Pleurotus florida oldugu

saptanmistir.

Pleurotus sajor-caju’da Ni ile miselyal gelisimin inhibisyonunun diger tirlere oranla
daha az oldugu belirlenmistir. En fazla inhibisyon ise Pleurotus florida’da oldugu
saptanmistir. 0.1 mM’hik Ni konsantrasyonu Pleurotus florida ve P. ostreatus’u %50
den fazla inhibe ederken bu oran P. sajor-caju’da %21’de kalmistir.

Cd’nin dusiik konsantrasyonlari (0.001-0.005 mM) P.florida Uzerinde %10’dan az
inhibisyon yaparken; inhibisyonun 0.1 mM Cd konsantrasyonunda %50’den fazla
oldugu saptanmistir. P.sajor-caju ve P. ostreatus’da artan metal konsantrasyonuna bagli

olarak miselyal gelisimide inhibe oldugu saptanmistir.

0.001- 0.1 mM Co konsantrasyonlarinda Pleurotus tirleri artan metal konsantrasyonuna
bagl olarak miselyal gelisim inhibe olmus ancak bu oran hicbir konsantrasyonda
%30’un tizerine ctkmamistir. Ozellikle P. sajor-caju’da diisiik Co konsantrasyonlarinda

miselyal gelisim %10’dan daha az oranda inhibe olmustur (Cizelge 4.4).
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4.3. pH’nin renk giderimine etkisi

Cizelge 4.5 pH’nin fungal gelisim ve renk giderimi Gzerine etkisi

Zon (mm)

Boyar Mavi Yesil Kirmizi
madde KC | RAZC | KC | RAZC | KC | RAZC

Pleurotus ostreatus

PH5 28 |35 35 |52 - -
pH6 16 |20 3.0 |50* 17 |23
Pleurotus sajor-caju

PH5 30 | 40* 30 |[53* 30 |40*
pH6 25 | 32* 25 |37 30 | 34*
Pleurotus Florida

PH 5 20 |30 17 |35 20 |24
pH6 10 |15 23 |35 25 |31

KC: Koloni ¢capi RAZC: Renk agilim zon ¢api

Dekolorizasyon zonunun en fazla mavi boyar maddede oldugu saptanmistir. Pleurotus
suslari icinde, Pleurotus sajor-caju ‘nun dekolorizasyon zonlarinin pH 5°de her 3 boyar
maddede de diger suslara gore daha fazla oldugu saptanmistir.

Tum Pleurotus suslari renk giderimi deneylerinde kullanilan besiyerinde Ph 5’de daha
Iyi Oredigi ve besiyeri Uzerindeki renk aciliminin pH 6’ya gore daha fazla oldugu
ortlmastir. Ancak pH 6°da Pleurotus ostreatus’da yesil boyar maddenin zon c¢api

50mm olarak saptanmistir (Cizelge 4.5).
Mavi boyar maddenin dekolorizasyon zonunun belirgin olmasi ve Pleurotus tlrlerinin

timinde zon saptanmasi nedeniyle renk agiliminin spektrofotometrik olarak

saptanmasinda mavi boyar madde kullaniimistir.
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4.4. Pleurotus sp. dekolorizasyonuna Pb ve Cd’nin etkisinin spektrofotometrik

olarak saptanmasi

Mavi boyar maddenin UV spectrofotometrede pik degeri 628 olarak belirlenmistir.
Standart 10 kat sulandirildi deger 0.404

Grafik 4.1. Pleurotus sajor-caju’nun dekolorizasyonuna Pb ve Cd’nin etkisi
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Agar besiyerindeki sonuclara benzer olarak, Pleurotus sajor-caju dekolorizasyonda agir
metal icermeyen ortamda en etkili Pleurotus tiru olarak saptanmistir.

Ancak, Pleurotus sajor-caju’nun dekolorizasyonunu kursun ve kadmiyum’un negatif
yonde etkiledigi gorulmustir. Kontrol grubunda % dekolorizasyon 3 ve 4.glnlerde
maksimuma ulasirken, Agir metal ortamda % dekolorizasyonun 6.gunin sonunda Pb’da
%18, Cd’da %14 olarak bulunmustur.

Grafik 4.2. Pleurotus florida’ nin dekolorizasyonuna Pb ve Cd’nin etkisi
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Pleurotus florida’da dekolorizasyonu Pb ve Cd’nin negatif yonde etkiledigi
gorulmustir. Kontrol grubunda % dekolorizasyon 3 ve 5. gunler arasinda bariz sekilde
artis gosterirken (%59) Pb ve Cd’li ortamda % dekolorizasyonun sirasiyla %39 ve %23
olarak bulunmustur. Agir metaller dekolorizasyonu olumsuz yonde etkilemesine ragmen

Pleurotus sajor-caju’ya gore daha %dekolorizasyon daha fazla oldugu goralmdastar.

Grafik 4. 3. Pleurotus ostratus ‘un dekolorizasyonuna Pb ve Cd’nin etkisi
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Pleurotus ostratus’da dekolorizasyonu Pb ve Cd’nin negatif yonde etkiledigi
gorulmustdr. Kontrol grubunda % dekolorizasyon 4 ve 5. gunler arasinda bariz sekilde
artis gosterirken Pb(%31) ve Cd’li (%9) ortamda % dekolorizasyon ¢ok daha az artis
gostermistir. Yizde dekolorizasyonun distsunde Cd, Pb’ye oranla daha etkili
olmustur. Agir metaller dekolorizasyonu olumsuz yonde etkilemesine ragmen Pleurotus

sajor-caju’ya gore daha % dekolorizasyon daha fazla oldugu gortlmdaistur.
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4.5. Agir metallerin Lacc ve Mn peroksidaz aktivitesi Gzerine etkisi

Cizelge 4.6. Agir metallerin Lacc ve Mn peroksidaz aktivitesi tizerine etkisi

Dekolorizasyon | Enzim Aktivitesi (UL™?)

zonu (mm) MnP | Lec
Pleurotus sajor-caju
Kontrol 12 (100) 46(100)
Hg 52 19(+58) -
Ni 44 22 (+83) 46(+1)
Co 60 40 (+233) 44(-3)
Zn 40 32(+166) 46(+1)
Pb 46 18(+50) 47(+4)
Cd 52 19(+58) 46(+1)
Pleurotus ostreatus
Kontrol 19 (100) 39(100)
Hg 52 22(+16) 41(+6)
Ni 46 27(+42) 49(+26)
Co 52 - -
Zn 25 18(-5) 38(-3)
Pb 66 17(-11) 39(0)
Cd 53 18(-5) 38(-3)
Pleurotus florida
Kontrol 26(100) 44(100)
Hg 38 - -
Ni 43 - -
Co 40 37(+42) 44(0)
Zn 48 24(-8) 44(0)
Pb 39 32(+23) 43(-1)
Cd 51 19(-26) 46(+1)

%20 inhibisyonu saglayan agir metal konsantrasyonu ceren besiyerinde P.sajor-
caju’nun MnP akivitesinin arttigi saptanmistir. En fazla Co’lo besiyerinde %233 artis
olmus bunu %166 ile Zn,%83 ile Ni takip etmistir. Agir metallerin Lcc aktivitesinde
onemli bir degisiklik yapmadigl saptanmistir.

Pleurotus ostreatus, Hg ve Ni hem MnP hemde Lcc aktivitesini arttirmistir. Zn ve
Cd’nin MnP aktivitesini dusurdigl ; Pb’nin ise Lcc aktiviyesini dustrirken MnP

aktivitesini arttirmistir.
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Pleurotus florida’da MnP aktivitesini Co %42 arttirmis, bunu %32 ile Pb takip etmistir.
Cd ise %26 MnP aktivitesini disirmustir. Bunu %8 ile Zn takip etmistir. Lcc

aktivitesinde ise agir metallerler 6nemli bir degismeye neden olmamistir.
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TARTISMA SONUC

Agir metaller, 6zellikle ekstraseluler enzim aktivitesi ile toprak ekosisteminde beslenme
ve penetrasyonu bozarak fungal gelisim (zerine toksik etki yaparlar. Agir metaller
arasinda Cd ve Hg funguslar icin en toksik olanlandir. Civanin 0.05mM’hk
konsantrasyonu P. chrysosporium un stational likuid kilturlerinde misalyal gelisime
o6nemli bir inhibisyon etkisi gostermemektedir. Fakat L.edodes’i tamamen inhibe
etmektedir P. sajor-caju ise 0.03 mM Hg konsantrasyonunda %85 inhibe olmaktadir
Kati besiyerinde ise P. ostreatus da 0.1mM Hg konsantrasyonunda misalyel gelisim
%6—75 oraninda inhibe olmaktadir (Hatvani ve Mecs 2003) .

Calismamizda, Pleurotus sajor-caju’da artan Hg konsantrasyonu ile miselyal gelisim
inhibe olmustur. Inhibisyon Hg’nin 0.005 mM < konsantrasyonlarinda istatistiksel
olarak anlamli olup 0.05 mM ve (zeri Hg konsantrasyonlari miselyal gelisimi %20°den
fazla inhibe etmistir. Pleurotus sajor-caju ‘ nun Hg varliginda gelisimi denenen diger
Pleurotus tirlerine oranla daha fazla olmustur. Bunu Pleurotus ostreatus ve Pleurotus
florida takip etmistir. Pleurotus florida’ da Hg’nin 0.05 mM konsantrasyonunda

miselyal gelisimin %50 oraninda inhibe oldugu saptanmistir.

Cd ve Hg basidiomycetesler i¢in genellikle cok fazla toksik etki gosterir. PAH larla
kontamine olmus topraklarda Cd bulunur ve biyoteknolojik proseslerde P. ostreatus
kullanarak xenobiotics lerin biyodegredasyonu saglanmaktadir. Likuid kultirlerde
Cd’nin Lakkaz aktivitesini arttirdigi bildirilmistir. Yinede bu bulgu dogal ortam altinda
dogrulanamamistir. P. ostreatus dogal ortamda yiksek kadmiyum konsantrasyonlarini
(5 mM) tolere etmesine ragmen laboratuar kosullarinda 1 mM’da inhibe olmaktadir.
Cihangir ve Saglam (1997) Phanerochaete chrysosporium ME-446 ve Pleurotus sajor-
caju’yu Cu, Co, Cd, Zn ve Ag metal tuzlari iceren ortamda gelistirdiklerinde
Phanerochaete chrysosporium ME-446’yu Pleurotus sajor-caju’ya gore metallere daha
direncli oldugunu ve metal konsantrasyonunun artmasi ile miselyal gelisimin inhibe

oldugunu saptamislardir.
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Bu calismada, Cd’nin dusiik konsantrasyonlari (0.001-0.005 mM) P. florida tzerinde
%10’dan az inhibisyon yaparken; inhibisyonun 0.1 mM Cd konsantrasyonunda
%50’den fazla oldugu saptanmistir. P. sajor-caju ve P. ostreatus’da artan metal
konsantrasyonuna bagli olarak miselyal gelisimi de inhibe olmustur. Zn’nin 0.05 mM
lik konsantrasyonlari tiim Pleurotus turlerinin gelisimini %40< inhibe etmistir. Hg’ya
benzer olarak Zn’da en az inhibisyonun Pleurotus sajor-caju ‘da oldugu gorulmastar.
0.001- 0.1 mM Co konsantrasyonlarinda Pleurotus tlrleri artan metal konsantrasyonuna
baglh olarak miselyal gelisim inhibe olmus ancak bu oran hicbir konsantrasyonda
%30’un lzerine ¢cikmamistir. Ozellikle P. sajor-caju’da diisiik Co konsantrasyonlarinda
miselyal gelisim %10’dan daha az oranda inhibe olmustur. Pleurotus sajor-caju’da Ni
ile miselyal gelisimin inhibisyonunun diger turlere oranla daha az oldugu belirlenmistir.
En fazla inhibisyon ise Pleurotus florida’da oldugu saptanmistir. 0.1 mM’lik Ni
konsantrasyonu Pleurotus florida ve P. ostreatus’u %50 den fazla inhibe ederken bu

oran P. sajor-caju’da %21’de kalmistir.

Calismamiza benzer olarak Pointig ve ark (2000) Pb, Zn ve Cu’in 0.2 mM
konsantrasyonlari P. chrysossporium un kuvvetli inhibisyonuna neden oldugunu
bildirmislerdir. Purkayastha ve ark. (1994) P. sanguineus ve T. versicolor un sivi
kltdrlerinin P. sajor-caju nun 0.09mM konsantrasyonlari ile benzer sonug verdigini ve
0.007mM Pb’nin P.sajor- caju ‘nun gelisimini %85 oraninda inhibe ettigini

saptamiglardir.

Calismamizda, Pleurotus ostreatus‘da 0.05mM> konsantrasyonlarda %10’dan daha az
gelisim inhibisyonuna neden olurken Pb’a karsi en hassas susun Pleurotus florida

oldugu saptanmistir.

El- Fallal ve ark. (2003) Pleurotus columbinus, Pleurotus pulmonarius tdrlerinin
optimum pH 7’de gelistigini. P.columbinus’un denenen diger tiire gére pH’ya daha
toleransh oldugunu bildirmislerdir. Das ve ark. (2001) P. florida’nin L1 ve Fungusun
vejetatif gelisimi sirasinda izole edilen L2 olmak (zere 2 farkl lakkaz enzimi
sentezledigini  bildirmiglerdir. L2 nin molekdl agirhg 73kDa-70kDa oldugu

kromotografik ve SDS-PAGE ile belirlenmistir. Enzimin reaksiyon isisinin optimum 50
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°C oldugu ve 2 bakir atomuna (Tipl ve2) sahip oldugu saptanmistir. Substrata gore
enzimin optimum aktivite gosterdigi pH degismektedir. Mesela P.florida’da substrat
guaiacol ve o-dianisidin oldugunda lakkaz enzimi pH 6-5,5’de optimum aktivite
gosterirken, P. erynpii ise substrat ABTS oldugunda pH 4’de maksimum aktivite
gostermektedir. Dolayisiyla substrata gore enzimin maksimum aktivite gosterdigi pH
degismektedir. Yine de Pleurotus tirlerinin Lcc aktivitesini pH 5-7 ve 50-25°C

arasinda gosterdigi soylenebilir.

Calismamizda tim Pleurotus suslari renk giderimi deneylerinde kullanilan besiyerinde
Ph 5’de daha iyi Uredigi ve besiyeri tzerindeki renk acilhiminin pH 6’ya gore daha fazla
oldugu saptanmistir. Ancak pH 6’da Pleurotus ostreatus’da yesil boyar maddenin zon

cap! 50mm olarak saptanmistir (Cizelge 4.18).

Knapp ve ark. (1995) adsorbsiyon ile renk gideriminin sinirli oldugunu ( genellikle %50
den az) bildirmistir. Benito ve ark. (1995) ise T. versicolor ile yaptiklari ¢alismada bu
oranin %5-10 ile sinirli oldugunu bildirmislerdir. Mineralli ve ark. (1996) Aspergillus
niger ile yaptiklari ¢alismada absorblanan renk yiizdesinin 10-25 arasinda degistigini
gostermislerdir. Boussaid (1995) Sagenomella striatisporanin deneylerde ortamdaki
renk gideriminin %74 oraninda gercgeklestigini ancak bunun % 12 sinin adsorbsiyonu ile

gerceklestigini bildirmislerdir.

Gallagher ve ark. (1997) Rhizopus oryzae biomasi ile reaktif birillant red kullanarak
yaptiklari calismayla adsorbsiyon olayinin combine bir mekanizma oldugunu
(Freundlich ve Langmuir izoterm model) saptandi. Brahimi- Horn ve ark. (1992)
sonikasyona tabi tuttuklari hiicreleri 1 ila 24 saat 3 boya solusyonunda tutmuslar ve
yaklasik 1 saat icinde ayni miktarda boyay! absorbladigini fakat 24 saat boya

adsorbsiyonunun arttigini saptamislardir.

Tatarko ve Bumpus (1998) otoklavlanmis ve canli P. chrysosporium hicrelerini
dekolorizasyon acisindan degerlendirmis otoklavlanmis hticrelerin Congo kirmizisinin
%90’dan fazlasini, canli hicrelerin ise %70ini uzaklastirdigini saptamistir. 1991 yilinda

Mou ve ark. Yaptiklart c¢lismalarda 6li ve canli hucrelerin renk gideriminde
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kullaniimalarinda benzer etkiler gosterdigini saptamislardir. Polmann ve Breckenridge
(1996) 28 mikroorganizma turd ile Reaktive Black 5 boyasinda yaptiklari ¢alismada bu
tirlerin 610 hiicrelerinin % 64’0nin yiksek adsorbsiyon gosterdigini saptamiglardir. Bu
tirlerin % 21’inin Reaktive Black 19 boyasini bagladigini, 6li hiicrelerin %71’inin daha
etkili oldugunu saptadilar ve bunun nedeninin hiicreyi 6ldirmekle adsorbsiyon

yuzeyinin artmasindan kaynaklanabilecegini bildirdiler

Fakat bu turler igerisinde canh hucre olarak 26 turtin Sulfur Black 1 boyasini %54’ inu
bagladigini ve bu oranin 6li hicrelere oranla daha basarili oldugunu saptadilar. Bunun
nedeninin ise boyalardaki farkliliktan kaynaklanabilecegini bildirdiler. Yasayan hicreler
cok cesitli dekolorizasyon mekanizmalarina sahiptir ve performanslari ortamin pH’si,
sicakligl influent konsantrasyonu, ile yakindan iliskilidir (Gadd 1990). Yasayan
hicrelerle 6lt hucreler Kkarsilastirildiginda 61t hicreler depolanabilir ¢linkii besine
ihtiyac duymazlar (Brady ve ark. 1994), kolay ve basit uygulanabilirler. Oli biyomas

atiklarin fermentasyon proseslerinde kullanilabilir (Kapoor and Viraraghavan 1995).

Calismamizda, en fazla dekolorizasyon zonunun mavi boyar maddede oldugu
saptanmistir. Denenen suslar icinde Pleurotus sajor-caju ‘nun dekolorizasyon zonlari

pH 5’de her 3 boyar maddede de diger suslara gore daha fazladir.

Mavi boyar maddenin dekolorizasyon zonunun belirgin olmasi ve Pleurotus turlerinin
timinde zon saptanmasi nedeniyle renk actliminin spektrofotometrik olarak

saptanmasinda mavi boyar madde kullaniimistir.

Agar besiyerindeki sonuglara benzer olarak, Pleurotus sajor-caju dekolorizasyonda agir
metal icermeyen ortamda en etkili Pleurotus turi olarak saptanmistir. Ancak, Pleurotus
sajor-caju’nun dekolorizasyonunu kursun ve kadmiyum’un negatif yonde etkiledigi
gorilmustir. Kontrol grubunda % dekolorizasyon 3. ve 4. ginlerde maksimuma
ulasirken, Agir metal ortamda % dekolorizasyonun 6. ginin sonunda Pb’da %18,
Cd’da %14 olarak bulunmustur.
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Pleurotus florida’da dekolorizasyonu Pb ve Cd ’nin negatif yonde etkiledigi
gorulmustir. Kontrol grubunda % dekolorizasyon 3 ve 5. gunler arasinda bariz sekilde
artis gosterirken (%59) Pb ve Cd’li ortamda % dekolorizasyonun sirasiyla %39 ve %23
olarak bulunmustur. Agir metaller dekolorizasyonu olumsuz yonde etkilemesine ragmen

Pleurotus sajor-caju’ya gore daha %dekolorizasyon daha fazla oldugu goralmdastar.

Pleurotus ostratus’da dekolorizasyonu Pb ve Cd’nin negatif yonde etkiledigi
gorulmustir. Kontrol grubunda %dekolorizasyon 4 ve 5. gunler arasinda bariz sekilde
artis gosterirken Pb(%31) ve Cd’li (%9) ortamda % dekolorizasyon ¢ok daha az artis
gOstermistir.% dekolorizasyonun diistsiinde Cd, Pb’ye oranla daha etkili olmustur. Agir
metaller dekolorizasyonu olumsuz ydnde etkilemesine ragmen Pleurotus sajor-caju’ya

gore daha % dekolorizasyon daha fazla oldugu gorulmustur.

Cyathus bulleri ile yapilan dekolorizasyonda lakkaz aktivitesinin maksimuma ulastigini
saptamiglardir. Biyodegredasyona ek olarak biyoadsorbsiyon mekanizmasida yasayan

hicreler ile yapilan dekolorizasyon c¢alismalarinda 6nemli rol oynar Mou ve ark. (1991)

Yasayan hicreler icin temel mekanizma biyodegredasyondur c¢unki yasayan
organizmalar lakkaz, mangan peroksidaz (MnP) ve lignin peroksidaz gibi (LiP) lignin
modifiye enzimleri lignini ve boyar maddeyi mineralize edebilmek icin
sentezleyebilirler (Raghukumar ve ark. 1996). Yinede bu enzimlerin dekolorizasyona
katihmi tirler arasinda farklhilik gosterebilmektedir. Pasti- Grigsby ve ark. (1992) P.
chrysosporium’da boyar maddenin dekolorisasyondan sorumlu enzimin LiP oldugunu
bildirmistir. Ollikka ve ark. ise (1993) azo bayalarinin, trifenilmetanin, heterosiklik ve
polimerik boyalarin dekolorizasyonunda LiP’in temel rolii oynadigi ancak bu boyalarin
degredasyonunun baslamasinda MnP’a gereksinim duyulmadigini bildirmislerdir.
Young ve Yu (1997) azo boyalarini, indigo, antrokuinon, metal kompleks boyalarinida
iceren 8 sentetik boya ile yaptigl calismada T. versicolorun MnP’in dekolorizasyonun
baslamasi icin gerekli olmadigini ancak ligninazin boyalarin %80 ini oksidasyon ile
uzaklastirdigini gostermislerdir. Yinede Zhang ve ark (1999) MnP’in dekolorizasyonun
tird belirlenemeyen ¢lrikcul funguslarda 6nemli rol oynadigini ancak LiP’in kesin rol

oynadiginin belirlenemedigini sOylemislerdir. T. versicolor’un temel ekstra seluler
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enzimi lakkaz olmasinin nedeni antrakuinon, azo ve indigo boyalarinin
dekolorizasyonunda lakkaz aktivitesi temel mekanizmadir (Wong ve Yu 1999, Vasdev
ve ark., 1995).

Fungal Lcc proteininin fiziko-kimyasal yapisi ile ilgili son bilgiler saflastiriimis protein
calismalarina dayanir. Bugiine kadar 100 den fazla lakkaz funguslardan izole edilmistir.
Ozellikle basidiomycetes, ascomycetes ve imperfect fungi grubundaki funguslarda
calismalar yogunlasmistir. Tipik fungal lakkaz protein 60-70 kDa olup, asidik
izoelektirik noktasi 4.0 civarindadir.bir ¢cok beyaz curikeul fungus tirinde birkag tane

lakkaz isoenzim saptanmistir (Blaich ve Esser 1975).

Bu turler Coprinus plicatilis, Fomes fomentarius, Heterobasidion annosum,
Hypholoma fasciculare, Kuehneromyces mutabilis, Leptoporus litschaueri, Panus
stipticus, Phellinus igniarius, Pleurotus corticatus, P. ostreatus, Polyporus brumalis,
Stereum hirsutum, Trametes gibbosa, T. hirsuta ve T. versicolor’ dur. Bu tlrlerdeki

enzimin pH’si1 3-5 arasinda degismektedir.

P. ostreatus en az 8 farkl lakkaz izomeraz enzimi sentezleyebilmektedir. Bunlarin 6si
izole edilip karakterize eilmistir (Giardina ve ark. 1999). P. ostreatus ‘da lakkaz
izomeraz enziminin Uretimi bakir varhginda regtle edilir ve 2 dimerik izoenzim sadece

bakir varliginda saptanmistir (Palmieri ve ark. 2003).

Calismamizda %20 inhibisyonu saglayan agir metal konsantrasyonu igeren besiyerinde
P.sajor-caju’nun MnP akivitesinin arttigi saptanmistir. En fazla Co’lo besiyerinde
%233 artis olmus bunu %166 ile Zn,%83 ile Ni takip etmistir. Agir metallerin Lcc

aktivitesinde 6nemli bir degisiklik yapmadigi saptanmistir.
Pleurotus ostreatus, Hg ve Ni hem MnP hemde Lcc aktivitesini arttirmistir. Zn ve

Cd’nin MnP aktivitesini duslrdigl ; Pb’nin ise Lcc aktiviyesini duslrirken MnP

aktivitesini arttirmistir.
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Pleurotus florida’da MnP aktivitesini Co %42 arttirmis, bunu %32 ile Pb takip etmistir.
Cd ise %26 MnP aktivitesini disirmustir. Bunu %8 ile Zn takip etmistir. Lcc

aktivitesinde ise agir metallerler 6nemli bir degismeye neden olmamistir.

Hatvani (2003) Fe ve Hg varliginda L.edodes’de MnP miktarnin arttigini ve boya
degredasyonunda bu enzimin etkin olabilecegini bildirmislerdir.Calismamizda Lcc
aktivitesi agir metal ve boya iceren ortamda degismezken MnP aktivitesinde ferkliliklar

olmustur.

Agir metallere toleransli funguslar, toksik metallerle kontamine cevrelerde biosorpsion
teknolojisi ile remediasyon calismalarinda kullanilabilir. Yinede fungal misalyal
gelisimin hassasiyet/ tolerans mekanizmasi ve enzimatik prosesler hala acikliga
kavusmamistir. Endusturiyel atiklar genellikle kompleks karisimlar olup cesitli agir
metal tuzlari icerirler. Bu calismadan elde edilen verilerin Pleurotus tarlerinin boyar
maddelerle kontamine olmus sularda, biyoremediasyon teknolojiler kullanilarak renk

giderimi konusunda yapilacak ¢alismalara yararli olacaktir.
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