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Erzincan Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali

Danigman : Dog. Dr. Murat CANKAYA

Ticari olarak kullanilan sentetik boyalarin biiyiilk bir kismini toksik, karsinojenik ve
mutajenik Gzelliklere sahip olan azo boyalar olusturmaktadir. Bu boyalarm fabrika desarj
sularmndan aritilmasi i¢in kullanilan kimyasal ve fiziksel aritim teknolojileri yetersiz
kalmaktadir. Ozellikle kimyasal aritim ydntemlerinde kullamlan bazi oksidant molekiiller
cevre i¢in ayrica bir tehlike olusturmaktadir. Bir beyaz ¢iiriik¢iil fungus olan Pleurotus
ostreatus’un tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan bazi azo boyar maddelerinin atik
sulardan giderimin de kullanilmasi i¢in denemeler yapilmustir.

Pleurotus ostreatus, dinyanin hemen hemen biitiin 1liman iklim boélgelerinde; kavak, kayin,
mese, karaagac, akcaagag, thlamur, sdgiit, ceviz ve kestane gibi bir¢ok agag tiirliniin ¢lirimiis
gbovdelerinde ¢iiriikgiil olarak yasar. Pleurotus ostreatus, lzerinde bulundugu bitkinin
hemiseliiloz, seliiloz ve lignin gibi yap1 polisakkaritlerini ekstraseliiler olarak degrede ederek
karbon kaynagi olarak kullanir.

Genel olarak beyaz ciiriik¢iil funguslarin biiyiilk bir ¢ogunlugu tarafindan iiretilebilen
ligninoseliilotik enzimler sayesinde Ozellikle tekstil endistrisi isletmeleri tarafindan
kullanilan ve bu igletmelerden ¢evreye birakilan atik su icerisindeki onemli kirlilik faktorii
olan sentetik boyar maddelerin diisiik maliyetle ve kisa siirede biyolojik olarak aritilmasi
saglanabilmektedir. Denemelerimizde; Direct Black 22, Direct Brown 2 ve Direct Orange 26
gibi azo boyalarin Pleurotus ostreatus ile biyogiderimi incelenmistir. Calismamizda bu iig
azo boya igin uygun sivi enzim iiretim ortamlari tespit edilmis ve Pleurotus ostreatus ile 14
giin boyunca boyalarin biyogiderimi saglanmistir. Ayni zamanda bu siire igerisinde Polifenol
Oksidaz, Lakkaz, Mangan Peroksidaz ve Lignin Peroksidaz enzimlerinin de aktiviteleri takip
edilmistir.

2015, 87 sayfa

Anahtar Kelimeler: Pleurotus ostreatus, Biyogiderim, Tekstil Boyalar
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ABSTRACT

Master Thesis

SOME HARMFUL PLEUROTUS OSTREATUS OF TEXTILE DYES WITH
BIOREMEDIATION AND OPTIMIZATION

Hiiseyin Ozkan CANCELIK

Erzincan University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor : Assoc. Prof. Dr. Murat CANKAYA

Synthetic commercial dyes used in a large portion of of toxic constitute the azo dyes have
mutagenic and carcinogenic properties. This chemical and physical treatment technologies
are used for the purification of water dye factory discharges are inadequate. Some oxidant
molecules, especially used in chemical refining method also poses a danger to the
environment. Pleurotus ostreatus is a white rot fungi for textile use of certain azo dyes
commonly used in the industry attempts have been made in the removal from wastewater.

Pleurotus ostreatus, almost all temperate regions of the world; lives as the rot in the rotten
body of many tree species such as poplar, beech, oak, elm, maple, linden, willow, walnut and
chestnut. Pleurotus ostreatus; is located on the plant's degree by the structure of the
extracellular polysaccharide such as cellulose and lignin and hemicellulos is used as a carbon
source.

In general, thanks to ligninoseliilotik enzyme can be produced by a majority of white rot
fungi mainly used by businesses in the textile industry and synthetic dyes with significant
pollution factor in wastewater released to the environment from these businesses at low cost
and can be provided as soon as purifying biodegradable. In our experiment; Direct Black 22,
Direct Brown 2 and Direct Orange 26 as azo dyes of Pleurotus ostreatus with biological
removal were investigated. In our study, suitable liquid enzyme production environments
have been identified for the three azo dyes and biological removal of dyes is provided for 14
days with Pleurotus ostreatus. Also during this time, the activities of Polyphenol Oxidase,
Laccase, Manganese Peroxidase and Lignin Peroxidase enzymes was monitored, too.

2015, 87 pages

Keywords : Pleurotus ostreatus, Bioremediation, Textile Dyes
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1. GIRIS

Gliniimiizde uluslararas1 ¢evre sorunlarindan biri de sucul ekosistemlerin
kirlenmesidir. Sucul ekosistemlerde kirliligin biiyiik kism1 endiistriyel atiklar nedeni
ile meydana gelmektedir. Genellikle tekstil boya endiistrisi fabrikalarindan desarj
edilen atiklar goller ve akarsular gibi sucul sistemlere verilmektedir. Bu atiklarin baz1
aritim proseslerinden gecirilip en zararsiz hale doniistiiriilerek dogaya verilmesi
gerekmektedir. Ancak gelismekte olan iilkelerin ¢ogunda {iirlin maliyetini diigiik
tutmak amaciyla gerek {retim gerek aritim prosesinde eski teknolojiler
kullanilmaktadir. Eskiden fiziksel ve kimyasal aritim yapilirken simdi ise biyolojik
aritim yapilmaktadir. Giinlimiiziin en biiyiik problemlerinden biri haline gelen ¢evre
kirliliginde basrolii, zehirli atiklar oynamaktadir. Bu maddeler ¢ogu zaman petrol,
kimyevi maddeler, gida maddeleri ve tekstil fabrikalar1 gibi ¢esitli sanayilerin
atiklaridir. Zehirli atiklar, insanlara oldugu kadar diger canlilar i¢in de biiyiik tehlike
teskil etmektedirler. Son zamanlarda bilim insanlar1 bu maddelerle yeni bir miicadele
sistemi gergeklestirdiler. Bu miicadele sistemini de "Biyoremediasyon" diye

adlandirdilar.

Sekil 1.1. Endiistri atiklar1



1.1.  Biyolojik Iyilestirme

1.1.1. Biyoremediasyon

Tehlikeli maddeleri, zararsiz (su ve karbondioksit) veya daha az zararli maddelere

par¢alamak i¢cin mikroorganizmalarin kullanildigi uzun siire¢li aritim prosesleri

biyoremediasyon olarak bilinmektedir (Esmeray, 2012).

Sekil 1.2. Mikroorganizmalarin atik boyalarda etkinligi. A. Atik boyalar B.
Bakteriler C. Mantarlar

Cevre biyoteknolojisi uygulamalar1 ¢ogunlukla, dogal mikroorganizmalarla (bakteri,
mantar vb.) atiklarin aritiminda kullanilir. Biyoremediasyon; mikroorganizmalarin
kirleticileri ¢evreden alma kapasitesine sahip olmalar1 ve bunlar1 biiylime ve

metabolik faaliyetleri i¢in kullanmalar1 esasina dayanmaktadir.

Biyoremediasyon tasarimmin asil amaci, mikrobiyal biiyiime ve aktivite i¢in en

uygun sartlarin saglanmasidir.



Biyoremediasyon yontemi iki bicimde uygulanir.

1. Atiklarin dokildiigii bolgeye besin aktarimi yapilarak, topragin mikroorganizma

kompozisyonuna gore, toprakta bulunan mikroorganizmalar etkin duruma gegirilir.

2. Cevresel kosullar kontrol edilir topraga yeni mikroorganizmalar aktarilarak veya
mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini ve biiylimelerini optimize etmek i¢in

kosullar degistirilir.

Bakteriler, zararh atiklari, zararsiz yan {iriinlere doniistiirdiikten sonra ortamda yeterli
miktarda besin kalmadigindan ya Sliirler ya da sayilar1 normal popiilasyon diizeyine

gelir. Boylece ekolojik denge bozulmaz.

Bakterilere benzer bir bicimde, kirlenen bolgelerdeki metaller ve atiklarla beslenmesi

icin bitki ve mantarlar da kullanilabilmektedir.

1.1.2. Tiirkiye’de biyoremediasyon

Tiurkiye gerek karadan gerekse denizden olmak {izere son yillarda petrol
tasimaciliginda bir gegis iilkesi konumuna gelmis durumdadir. Ozellikle, Istanbul ve
Canakkale Bogazlarindaki sikisik petrol tanker trafigi basta olmak lizere, Bakii-
Tiflis-Ceyhan Boru hatt1 ve digerleri olas1 petrol ve petrol tiirevleri ile ilgili ¢cevresel
kirlenmeler agisindan iilkemizin risk faktoriinii epey ylikseltmistir. Bunun yaninda;
hizla gelismekte olan sanayimizin yarattig1 su ve karada meydana gelen agir metal
kirlenmeleri diger bir acil ¢oziim bekleyen problemlerdendir. Biyoremediasyon
olarak adlandirilan, bu kirliligin temizlenmesinde bakteri, mantar ve bitkilerin
kullanilmasina dayanan teknolojiler bu konuda en umut verici ¢6ziim yollarindandir

(Ceyhan, 2012).



Sonug olarak biyoremediasyon, glinlimiizde biiyiik bir problem olan ¢evre kirliligi ve

zehirli atiklara care olabilir.

Insanoglunun ¢iplak gozle gdremedigi bu minik yaratiklar, ¢aresini bulamadigimiz
biliylik problemlerimizi ¢oziimleyebilirler. Bu nedenle her gegen giin 6nem

kazanmakta ve insanogluna fayda saglamaktadirlar.

1.1.3. Biyosorpsiyon

Kimyasal maddelerin mikrobiyal kiitle tarafindan adsorpsiyonu veya kiitlede birikimi

biyosorpsiyon olarak ifade edilmektedir.

Biyosorpsiyon yonteminin avantaji ise bu yontemin yerinde uygulanabilen bir
yontem olmasi, ¢ok 6zel dizaynlar ve endiistriyel islemler gerektirmemesi ve birgok

sistemle ekonomik bir sekilde birlestirilebilmesidir.

Biyosorpsiyon kirlilik etkeni olan molekiillerin biyokiitle ile pasif olarak

hareketsizlestirilmesidir (Aslan vd., 2007).

1.1.4. Biyosorpsiyon kinetigi

Biyosorpsiyon olayinin kinetigi iki basamaktan olusur. Birinci basamak, organizma
ylizeyinde gerceklesen adsorpsiyondur. Bu basamak ¢ok hizlidir. Bu basamaga pasif

giderim denir.

Ikinci basamaga ise aktif giderim denir. Bu basmak; hiicre zarindan igeri tasinimini
iceren, metabolik aktiviteye bagli, daha yavas, hiicre i¢i giderim basamagidir (Aslan

vd., 2007).



1.1.5. Biyodegradasyon

Biyodegradasyon, yasayan mikrobiyal organizmalar tarafindan organik bilesiklerin

enzimler kullanilarak kii¢iik par¢alara ayrilmas1 islemidir.

Mikrobiyal organizmalar metabolik ya da enzimatik siireglerle maddeleri
doniistiirtirler. Bakteri, mantar, alg ve bitki gibi organizmalarin cesitli bilesikleri
parcalayarak mineralize etme islemidir. Bu mekanizma dogal mikroorganizma

popiilasyonlar1 tarafindan gerceklestirilen biyolojik par¢alanma olarak tanimlanir.

Sicaklik, pH, su, besin miktar1 ve biyolojik olarak parcalanacak kimyasalin sudaki
cOziinlirliiliigii, kimyasala bagli yan gruplar, molekiil biiyiikliigii, toksisitesi gibi

fizikokimyasal parametreler biyodegradasyonu etkileyen en 6nemli parametrelerdir.

Biyodegradasyon, kimyasalin hiicre disinda parcalanmasi veya hiicre igine

metabolize edilmesi seklinde olmaktadir (Bilgin, 2003).

1.2.Basidiomycota (basidiomisetler = basidiumlu mantarlar)

Funguslar dogada oldukca yaygin olarak bulunurlar. Yaklasik 400,000 cesitten
olusan, oldukca gelismis hiicresel yapiya sahip dkaryotik canlilardir (Murray, 1990).

Basidiomycota da mantarlarin ikinci biiyiik grubudur. Smifin ismi, hiflerin uglarinda

farklilasarak olusan bazidyum yapilarindan gelir (Oner, 2004).

Bu smif funguslarin en gelismis tiirlerini igerir. Sinif i¢inde sapkali mantarlar, kurt
mantarlari, raf mantarlari, yer yildizlari, pafboller, kus yuvalar1 (Bkz. Sekil 1.3.) gibi
bir¢ok yiiksek formlu mantarlarin yaninda Uredinalis ve Ustinaginales gibi yapilari
yukarida bahsedilenlerden oldukga ilkel yapida funguslarda girer. Bunun sebebi tiim

basidiumlu mantarlarin bu smif altinda toplanmasidir (Oner, 2004).



Bu smif {iyelerinin esas tipik sporlar1 olan basidiosporlar plazmogami, karyogami ve

meiosis sonucu olusurlar (Oner, 2004).

Bazidyumlar, temel olarak 3 tiptir:

1. Holobazidyum: Bir hiicrelidir ve ¢esitli sekillerde olabilir. Basidiumlari

bolmesizdir (Aysel vd., 2006).

2. Fragmobazidyum: Bir ya da daha fazla sayida, enine ya da boyuna bdlme tasir.

Basidiumlar1 bolmelidir (Aysel vd., 2006).

3. Teliobazidyum: Siklikla kalin duvarli, dinlenme halindeki spordan ve bu spordan

olusan gegici ¢imlenme tiipiinden olusur (Oner, 2004).

Yaklasik 12.000 tiir iceren Basidiomisetler sinifi, tim mantarlarin % 20’sini
olusturmaktadir. Saprofit ya da parazittirler. Bazi tiirleri ise bitkilerde hastalik

olusturmaktadir (Aysel vd., 2006).

Grubun en 6nemli ortak 6zelligi, yasam dongiilerinde, hiicrelerin iki ¢ekirdek tagidigi
bir evre goriilmesidir. Bir diger ortak 6zellikleri de, hiicre duvarlarinin ¢ift tabakali

olmasidir.

Smif {iyelerinin ¢ogu ciiriik¢iil canlilardir. Bir kismi bitkilerle simbiyoz iliskisi

kurarak, bir kismi da patojen olarak yasamaktadir (Oner, 2004).



Sekil 1.3. Bazi basidiomisetler; A) Sapkali mantarlar, B) Pafboller, C) Raf
mantarlari, D) Yer yildizi mantarlari, E) Kus yuvasi mantarlari, F) Kurt mantarlari

1.2.1. Basidiomisetlerde genel yasam devresi
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Sekil 1.4. Sapkali mantarlar da iireme (Ozata vd., 2009)

Basidiomisetler eseysiz olarak gelistiginde basit bir haploid misel yapisindadir (Bkz.
Sekil 1.4.). Eseyli olarak gelistiginde ise bilinen sapkali mantar1 meydana
getirmektedir (Kivang ve Giiven, 2009).



Ozel esey organlar1 olmamasma ragmen hemen hemen hepsi eseyli cogalirlar.
Birlesme, basit hif hiicreleri arasinda, iki 6zel hiicre arasinda veya 6zel sperm benzeri
yapilarla alici hifler arasinda olur. Bazi tiirler heterotalliktir. Yani disi ve erkek
olarak farkli hifler birlesir. Bazilar1 ise homotalliktir. Yani herhangi iki hifin iki
hiicresi hatta ayn1 hifin iki hiicresi birlesir. Her iki tipte de birlesmeden dnce vejetatif

misel hiicreleri tek ¢ekirdeklidir.

Birlesmeden sonra olusan hiicre 2 haploid ¢ekirdeklidir (n+n). Her hiicredeki bu 2
cekirdek mayoz’a kadar birlesmez. Iki cekirdegin birlesmesi ve sonugta mayoz,
basidum denilen 6zel hiicrelerde olur. Bu basidiumlarda meydana gelen meiosporlara

basidiospor denir.

Basidiumlar ya ¢ubuk seklinde tek bir hiicre veya kisa ipliksi tek bir hiicre ya da kisa
bir 4 hiicreli iplik seklindedir. Cubuk seklindeki basidiumlar sapkali mantarlarda 6zel
spor tasityan yapilarda bulunur. Bu tip basidium homobasidiomycetidae alt smifini
olusturur. Her iki tiptede basidiosporlar basidiumlara sterigma denilen kisa bir sapla

baglanmistir (Ozata vd., 2009).

1.2.2. Odunun yapisi

Aga¢ (odun), yapisinda seliilloz, hemiseliloz ve hidroksifenil-propan alt
birimlerinden olusan kompleks bir polimer olan ligninden olusan uzun ve ince

fiberlerin y1gilmasi olarak tanimlanabilir (Sernek vd., 2008).

Odun bilesenleri icerisinde lignin 1stya en 1yi kars1 koyabilendir. Sicaklik ancak 200
°C’yi ast1ig1 zaman lignin kiitlesinde azalma ve B-aril-eter baglar1 kirilmaya baslar.
Yiiksek sicakliklarda ligninin metoksi icerigi azalir ve yogunlasmamais iinitelerinden

bazilar1 difenilmetan tipi linitelere doniisiir (Sernek vd., 2008).

Defenilmetan tipi yogunlagsma 120-220 °C araliginda tipik bir reaksiyon olup renk,

reaktiflik ve ¢6ziinme gibi lignin 6zellikleri iizerine 6nemli bir etkiye sahiptir.



Isil islem suresince lignin bozunmaya ayn1i zamanda kondenzasyon veya
polimerizasyon reaksiyonlarina ugramaktadir. Lignin ve hemiseliiloz arasindaki
kovalent baglar (atomlar arasinda veya atomlar ile diger kovalent baglar asinda
elektron ciftlerinin paylasilmasi) kirilir ve yiiksek reaktiflikle diisiik molekiil
agirhiginda lignin pargalar: tretilir (Sernek vd., 2008).

Odun hemiseliilozlari, odunun tam kuru agirliginin %20-30’unu olusturur ve
oncelikle D-glikoz, D-galaktoz ve D-mannoz gibi 6 karbonlu (heksoz) ve L-arabinoz
ve D-ksiloz gibi 5 karbonlu (pentoz) halka seklindeki cesitli basit seker iinitelerinden

olusan dallanmis amorf polimerlerdir.

Orta lamelde %27, sekonder hiicre ¢eperinin S1 tabakasinda %35 ve S2 tabakasinda
yaklasik %15 oraninda bulunur. igne yaprakl agaclarda %20 galaktoglukomannan
ve %5-10 arabinoglukoronoksilan ve yaprakli agaclarda %15-30 glukoronoksilan ve
%2-5 glukomannan ana hemiselulozlar1 olusturur. igne yaprakhi agaclarda basing
odununda yaklasik %10 oraninda galaktan vardir. Ksilanlar glukomannanlardan
farkli olarak asidik gruplar (glukuronik asid igerir ve molekiiler yapisi seliiloza

benzerdir (Sjostrom, 1993).
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Sekil 1.5. Hemiseliilozun molekiil yapis1 (Gtirten, 2008).
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Yaklasik olarak odun agirliginin %45’ini olusturan seliiloz, odunun temel yapisi olan
hiicre duvarini kararl yapar. Bu B(1—4) glikozit bagla bagl sellobiyoz birimlerinin

lineer bir polimeridir (Kirk ve Cullen, 1998).

Seliiloz molekiillerini, Van Der Waals kuvvetleri ve hidrojen baglar1 bir arada tutar.
Bu etkilesim sonucu dogal seliilozik yapida; seliilloz zinciri mikrofibrilleri olarak
bilinen demetler halinde siralanip her mikrofibril yaklagik 40 ayr1 seliiloz zinciri

icerir (Kirk ve Cullen, 1998).

Hemiseliilozlar odun agrrhiginin % 25 ile % 30’unu olusturur. Hemiseliilozlar da
B(1—4) monosakkarit lineer polimerleridir. Selillozun aksine, hemiseliiloz
molekiilleri daha az dayanikli bigimsiz ve rastgele yapilardan olusur ve iskelet
yapidaki seker kalintilarma gore siniflandirilir. Hemiseliiloz; lignine proteinlere ve

diger polisakkaritlere kimyasal olarak capraz bir sekilde baglanir (Palonen, 2004).

1.2.3. Funguslarin adaptasyon ozelligi

Fungus ve bakteri gibi mikrobiyolojik materyaller ile boyarmaddelerin
uzaklastirildigr  bildirilmistir. Ancak, boyarmadde atik sularinin biyolojik
tyilestirilmesinde bakterilerinin kullanim1 ana bilesikten daha toksik olan aromatik
aminlerin olusturulmasi ile sonuglanabilir. Bununla birlikte, bakteriler funguslara
kiyasla daha zayif adaptasyon 6zelligi gostermektedirler. Dolayisiyla boyarmadde
biyosorpsiyonunda bakteriler sinirli kullanim alanma sahiptir. Biyokiitle olarak
kullanim potansiyeli olan makrofunguslar, kolay bulunabilir, ekonomik, asidik ve
bazik kosullarda kimyasal stabiliteye sahip ve kurutuldugunda sert bir yap1 gosterdigi
icin biyosorpsiyon c¢alismalarinda tercih sebebi olmaktadir. Sentetik boyarmadde
iceren atik sularin iyilestirilmesinde en etkili mikroorganizma gruplarindan biri de
beyaz ¢iirlik¢iil funguslardir. Bu funguslar basidiomisetlerin ¢ok genis bir

ekofizyolojik grubunu olusturmaktadir.
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1.2.4. Beyaz ciiriikgiil funguslar

Agacta beyaz cliriimeye neden olan, basidiomiset funguslar1 dogadaki en verimli
lignin parcalayici ve muhtemelen dogadaki lignin iceren dokularin karbon

dongiilerini saglayan birincil ajanlardir (Kirk ve Farrell, 1987; Erikson vd., 1990).

Basidiomiset ve askomisetler, odunda beyaz ciiriik¢iilliiglin baslica nedenidir. Beyaz
clriikciilliige sebep olan tiirler kahverengi ciiriik¢iilliige neden olanlardan ¢ok daha
fazladir. Bu tiirler genelde basidiomisetler i¢inde yer almaktadwr. Beyaz ciiriikgiil
funguslar hem lignini hem de seliillozu parcalamaktadir. Bu funguslar, kahverengi
ciirtikgiillerin biraktigi toz gibi kahverengi lekelerden tamamen farkl olarak beyaz ve

daha ¢ok lifli kalintilar birakir (Michael vd., 2001).

Fakat bazilar1 once lignini uzaklastirir sonra selilloza atak yapar bu da segici

delignifikasyon olarak tanimlanir (Michael vd., 2001).

Beyaz ciirlik¢lil mantarlarmm kullanabildigi en kolay karbon kaynagi glikozdur.
Mantar ile yapilan renk giderim calismalarinda kullanilan glikoz derigimi ise
genellikle 1-5 g/L’dir (Kapdan ve Kargi, 2001; Zhang vd., 1999). Basidiomisetler
sinifina ait olan beyaz ciiriik¢iil mantarlarin sentezledikleri lakkaz, Mn-peroksidaz,
lignin peroksidaz ve NADH peroksidaz (NADH oksidaz) ekstraselliiler enzimleri
biyoteknolojik ¢aligmalarda yogun olarak kullanilmaktadir (Wesenberg vd., 2002).

Ralp ve ark., bircok beyaz ciiriik¢iil mantarm linyit kdmiirlerini oksidatif enzimleri
yardimiyla ¢6zebildikleri ve lignin mineralizasyonunu kolaylastiran ortamda, diisiik
kaliteli komiirlerin depolimerizasyonu ve dekolarizasyonu gerceklestirebildikleri
belirlenmistir (Ralp vd., 1996). Stolz atik su aritiminda beyaz ciiriik¢iil funguslarin
kullanimu ile ilgili olarak asagidaki tespitleri yapmustir (Stolz, 2001).
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Atik su aritim tesisleri beyaz ¢iirlik¢iil mantarlarin dogal habitat1 degildir ve bu
nedenle bu funguslar1 bir atik su aritim sisteminde gelistirebilmek i¢in oldukca

dikkatli olunmalidir (Stolz, 2001).

Beyaz ciirlik¢iil mantarlar lignolitik enzimlerini ¢ogunlukla sadece karbon ve /veya

azot kaynagi sinirlayici hale geldiginde salgilarlar (Stolz, 2001).

Enzimler tarafindan parcalanan lignin veya polutantlardan herhangi birinin karbon
veya enerji kaynagi olarak kullanildig1 gdosterilememistir ve bu organizmalarin

kiiltivasyonu i¢in farkli bir karbon kaynagi gereklidir (Stolz, 2001).

Gozlenen degradasyon hizlar1 genellikle diisiiktiir. Tipik deneylerde 50- 150 mg/L
boya 5-10 giin i¢inde dekolarize edilmektedir (Stolz, 2001).

Aromatik ve ksenobiyotik bilesiklerin oksidasyonu icin lignin peroksidaz oldukca
unspesifiktir. Bu nedenle endiistriyel atik aritim sistemlerindeki gibi kompleks
substrat karigimlar1 ve diger substratlar lignin peroksidazlar tarafindan okside

edilebilir (Kapdan ve Kargi, 2001).

Lignin peroksidazlar icin optimum pH 4.5-5 ‘dir. Bu nedenle atik su aritim
sisteminde nispeten asidik bir pH’ya ihtiya¢ vardr ki bu da diger bazi yararh

mikroorganizmalarin gelisimini inhibe etmektedir (Stolz, 2001).

Pleurotus tiirleri, beyaz cliriik¢iil mantarlar igerisinde kat1 lignoseliilozik artiklari en
etkili sekilde ayristiran tiirlerdir. Bu ylizden, bircok tarimsal ve endiistriyel artik,
Pleurotus tiirlerinin iiretimi i¢in substrat olarak kullanilabilir (Zadrazil ve Brunnert,

1981; Platt vd., 1984).
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1.2.5. Beyaz ciiriikgiil funguslarla gerceklestirilen aritim yontemi

Bugiine kadar boyar maddelerinin biyolojik ayrismasi ile ilgili yapilan bilimsel
arastirmalarda, en yaygin olarak kullanilan1 saf mikroorganizma kiiltiirleri beyaz

cgliriik¢iil mantarlardir.

Bu organizma grubu, kompleks polimerik yapiya sahip olan bitki materyali olan
ligninin ayrigmasinda 6nemli rol oynadigindan dolay: kiiresel karbon dongiisiiniin

merkezinde yer almaktadir.

Beyaz ciiriik¢iil mantarlar, ligninin yani sira, zor biyolojik ayrigsmaya ugrayan genis
bir spektruma sahip organik kirleticilerin biyolojik ayrismasinda da rol oynarlar. Bu
mikroorganizmalar, spesifik olmayan polifenol oksidaz (PPO), lignin peroksidaz
(LiP), mangan peroksidaz (MnP) ve lakkaz enzimleri yardimiyla bu genis spektruma

sahip organik kirleticileri biyolojik olarak ayristirirlar.

1.2.6. Beyaz ciiriikciil funguslarin salgiladigi lignolitik enzimler

Ligninolitik funguslar agaclarin kdklerinde beyazliga sebep olarak dogada yikimi
glic olan Dbirgcok bilesigi substrat Ozginliiii genis olan enzimlerle

parcalayabilmektedirler (Pointing, 2001).

Bu yikimi gii¢ (recalcitrant) bilesiklerden bocek zehirleri (pestisit), polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH), poliklorlubifeniller (PCB), organoklorlar, sentetik
boyalar, cephane atiklari, sentetik polimerler gibi birgcogu biiylik ¢evre kirliliklerine
sebep olurlar (Pointing, 2001).

Beyaz ¢iirlik¢iil mantarlarin, ligninolitik enzimlerin diisiik pH degerlerinde (pH= 4.5-
5.0) aktif olmas1 ve atik sularda bulunma ihtimali diisiik olan tiamin ile veratril alkol

maddelerine ihtiya¢ duymasi gibi dezavantajlar1 vardir (Kapdan ve Kargi, 2000).
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Beyaz ciirlik¢iil funguslar lignin, aromatik bilesikler ve tekstil boyalar1 gibi
mikrobiyal ataklara karsi dayanmikli bilesikleri salgiladiklar1 spefisifik olmayan

ekstraseliiler enzimlerle oksitleyebilirler (Cripss vd., 1990).

Genellikle parcalanmaya dayanikli (rekalsitrant), ¢6ziinmez kimyasallar bu
funguslarla mineralize edilirler. Bu funguslar oksitlenmis bazi kimyasallar1 da
mineralize edebilir. Bu funguslarin lignini parcalama yeteneginin, bu funguslarin
lignini pargalama yetenegi ile baglantili oldugu diisiiniiliir (Tien ve Kirk, 1983; Tien

ve Kirk, 1984).

Ancak, saf oksidatif peroksidaza dayali sistem lignini biitiiniiyle yikmada

kullanilamaz (Crawford, 1981).

Lignin yiiksek derecede okside oldugundan daha ileri oksidasyonu zordur. Lignin

sterokimyasal diizen icermeyen heteropolimer bir komplekstir (Crawford, 1981).

Pleurotus tiirleri en etkili ligninolitik aktiviteye sahip beyaz ciiriik¢iil mantarlar
grubu igerisindedir. Igerisinde tarimsal artiklarin da yer aldigi genis bir substrat

grubunu kullanabilirler (Ardon vd., 1998).

Pleurotus tirlerinin lignoseliilozlar1 parcaladiklar1 ve kolayca kolonize olduklar

belirlenmistir (Ardon vd., 1998).

Pleurotus tiirleri tarimsal artiklarin lignoseliiloz kisimlarini ve organik ¢evre kirletici
maddeleri ksilanaz, endoglukonaz, B-glukosidaz, laminarinaz, lakkaz ve polifenol
oksidaz gibi enzimlerini kullanarak parcalayabildikleri bildirilmistir (Ardon vd.,
1998).

Beyaz ciirlik¢iil mantarlarin ve bu mantarlardan saflastirilan enzimlerin kullanildig:

biyoteknolojik calismalara pek ¢ok 6rnek vermek miimkiindiir.
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Bunlar arasinda;

a)

b)

2

h)

3

k)

Boyar maddelerin ve tekstil fabrikasi atik sularinin renginin gideriminde

kullanimi (Nyanhango vd., 2002; Swami ve Ramsay, 1999).

Agir metallerin biyolojik adsorpsiyonunda kullanimi (Dhawale vd., 1996;
Gabriel vd., 1996).

Mikrobiyal protein kaynagi olarak kullanimi (Yesilada ve Bozcuk, 1990).

Enzim iiretiminde kullanimi (Cardoso ve Nicoli, 1981).

Kagit ve kagit hamuru iireten endiistrilerde ligninin par¢alanmasinda kullanimi

(Rogalski vd., 1991).

Kagit, tekstil ve petrokimya endiistrilerinden alic1 ortama birakilan endiistriyel

atiklarin toksisitesinin azaltilmasinda kullanimi (Kuhad vd., 1997).

Zeytinyag1 fabrikasi atik suyunun aritiminda ve renginin giderimin de kullanimi

(Couto ve Herrera, 2006; Jaouani vd., 2006).

Hormon iiretiminde kullanimi1 (Jaouani vd., 2006)

Pestisid ve herbisidlerin biyolojik yikiminda kullanimi (Duran ve Esposito,

2000).

Anti-kanser ilaglarmin tiretiminde katalizor olarak kullanim1 (Kuhad vd., 1997).

Son zamanlarda kozmetik ve dermotolojik iirlinlerin hazirlanmasinda kullanimi

(Golz-Berner vd., 2004).
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1) Nanobiyoteknoloji alaninda biosensor olarak kullanimi (Haghighi vd., 2003).

1.2.7. Pleurotus ostreatus ve boyar madde

Gilintimiizde boyar maddelerin giderimleri c¢esitli fiziksel ve kimyasal yOntemler
kullanilarak gerceklestirilmektedir. Bu yontemler arasinda en kullanish ve ekonomik
olam1 ise biyolojik sistemlerdir. Bugiine kadar aritim amaci i¢in kullanilan
mikroorganizma grubu icerisinde algler de dahil olmak iizere gesitli bakteri, maya,
mantar tiirleri bulunmaktadwr. Mantarlardan 6zellikle Pleurotus tiirleri bu tip

calismalarda sik¢a kullanilmaktadir.

Son yillarda funguslarin tekstil boyalarmi biyosorpsiyon ile uzaklastirdigi ve
dekolorizasyon (renk giderme) calismalarinda kullanilacagi iizerine bir¢ok ¢alisma

bulunmaktadir.

Bir hiicrenin biyodegradasyon yapabilmesi i¢in yasayan bir hiicre olmasi gerekir.
Clinkii yasayan organizmalar, polifenol oksidaz (PPO), lakkaz, mangan peroksidaz
(MnP) ve lignin peroksidaz (LiP) gibi lignin modifiye enzimleri lignini ve boyar

maddeyi mineralize edebilmek i¢in sentezleyebilirler.

Literatiir taramalar1, bu enzimlerin dekolorizasyona katiliminin tiirler arasinda farkl

olabilecegini gostermektedir.

Pasti-Grigsby ve ark. (1992) Phanerochaete chrysosporium boyar maddenin

dekolorizasyonundan sorumlu enzimin lignin peroksidaz oldugunu bildirmistir.

Ollikka ve ark.’lar1 ise (1993) azo bayalarmin, trifenilmetanin, heterosiklik ve
polimerik boyalarn dekolorizasyonunda lignin peroksidazin temel rolii oynadigi
ancak bu boyalarin degredasyonunun baslamasinda mangan peroksidaza gereksinim

duyulmadigmi bildirmislerdir (Young ve Yu, 1997).
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Dekolorizasyon tiirler arasinda farkli olabileceginden bizim ¢alistigimiz Pleurotus
ostreatus tiriinde de lignin peroksidaz, mangan peroksidaz, polifenol oksidaz ve
lakkaz’1n biyosorbsiyon ve biyodegradasyon Ol¢limlerini yaptik ve lakkaz enziminin

rol aldigini belirledik.

1.2.8. Pleurotus ostreatus

1.2.8.1. Sistematigi

Pleurotus mantarlari, ‘oyster mushroom’ (istiridye mantar1) veya ‘hiratake’ olarak
adlandirilir. Latincede ‘Pleurotus’, kulak arkasi, ‘ostreatus’ ise istiridye seklinde
olan demektir (Cohen vd., 2002). Pleurotus tiirleri, botanik smiflandirmada
Hymenomycetes smifinin, Agaricales takimi, Tricholomataceae familyasi ve

Pleurotus cinsine dahildirler (Alexopoulos vd., 1996).

Sekil 1.6. Pleurotus ostreatus
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1.2.8.2. Morfolojisi

1.2.8.2.1. Pileus
Bas kisim 5-25 cm genisliginde yelpaze seklinde, genis Glgiide digbiikey bazen
olgunluk evresinde neredeyse diizdiir; 6zellikle geng iken kenarlar kulak memesi gibi

yuvarlak olup dalgaldir; yiizey pliriizsiiz, beyazdan gri kahveye doniik; et beyaz
renkli ve anason kokuludur (Champ, 1872).

1.2.8.2.2. Lameller

Gills ice kivrimli olarak sapa baglanir, beyaz renkli olup yaslaninca sarimsi renk alir

ve zar yoktur (Champ, 1872).

1.2.8.2.3. Sap

Genelde bir sap yoktur. Oldugu zaman ise kisa ve kalin olup. 5-3.0 cm uzunlugunda,
0.5-2.0 cm kalmhigmmdadrr, dik ya da yan olarak bulunan sap dibinde tiiyler
yogunluktadir ve beyaz renklidir (Champ, 1872).

1.2.8.2.4. Sporlar

Sporlar 7,5-9 x 3,5-4,5 um, piiriizsiiz, elips seklinde, amiloitsizdir. Spor baskisi

beyaz renklidir (Champ, 1872).

1.2.9. Habitat:

Bir¢ok ozellikten dolayi, Pleurotus diinyanin degisik iilkelerindeki arastiricilar

tarafindan ¢alisiimistir.
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Yiiksek gastronomik degerleri, ¢ok degisik lignoseliilozik atiklar iizerinde kolonize
olabilme ve yiiksek oranda biyolojik parcalama kabiliyetleri, diger mantar tiirleri ile
kargilastirildiginda yetisme siirelerinin kisaligi, g¢evresel kosullara karsi yiiksek
tolerans Ozellikleri, yenen kisim olan bazidiokarplarinin diger mantar tiirlerine gore

hastaliklara kars1 daha dayanikli olmasi yaninda, kolay ve ucuz bir yolla kiiltiiriiniin

yapilabilmesi, bu tiirleri degerli kilan sebepler olarak belirtilmistir (Jwanny vd.,

1995; Patrabansh ve Madan, 1997).

Sekil 1.7. Pleurotus ostreatus

Ulkemiz florasinda da bulunan ve halk arasinda kavak, kaym, dil, kulak, melek
mantar1 vb. yoresel isimlerle anilan Pleurotus tiirleri diinyanin hemen hemen biitiin
iliman iklim bdlgelerinde; kavak, kayin, mese, karaagag, akcaagag, thlamur, sogiit,
ceviz ve kestane gibi birgok aga¢ tilirlinlin ¢lirlimiis govdelerinde yabani olarak

kendiliginden yetismektedir (Agaoglu ve Giiler, 1991).

Genellikle genis yaprakli, karisik ve konifer ormanlardaki agaglarin kiitiik ve oli
kalintilar1 tizerinde yetisir (Breitenbach ve Krinzlin, 1984 - 2005; Jordan, 1995).
Ulkemizde Akdeniz bolgesinde, Morus, Populus ve Salix iizerinde tespit edilmistir

(Istloglu ve Watling 1992).
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1.2.10. Yetistirme yeri ve zamam (dogal ortami)

Ust iiste ya da kiimeler halinde kiitiik ve sert tahtali agaclarm kiitiiklerinin {izerinde
goriiliirler, kozalakli agaclarda rastlanmazlar, bahar basindan kis ortasina kadar
meyve verirler. Pleurotus ostreatus yaz boyunca uzun kiyilarda goriilen “fog floa”
ailesi liyesidir. Bazi insanlarin alerjisi olmasina ragmen, yenilebilir ve ¢ok popiilerdir

(Champ, 1872).

1.3. Tekstil Boyalan

1.3.1. Azo boyalar

Boyalar tekstil, gida ve diger bir¢cok endiistriyel
I 2 iriinlere besin renk vermek amaciyla yaygin

\ olarak kullanilmaktadir. Ticari olarak kullanilan

N_N sentetik boyalarm biiyiik bir kismini toksik,

\ karsinojenik ve mutajenik 6zelliklere sahip olan
R / | azo boyalar olusturmaktadir (Seesuriyachana vd.,
2007).

Sekil 1.8. Azo boyalar1

Sentetik boyalar tekstil, boya, kagit ve baski endiistrilerinde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Giiniimiizde 100.000’in {izerinde sentetik boya ticari olarak
kullanilmakta ve yilda 700.000 ton boya iiretimi yapilmaktadir (Kapdan ve Kargi,
2000).

Son zamanlarda tekstil atik sularmin renk gideriminde anaerobik ve aerobik
sistemlerin beraber kullanilmasi {izerine calismalar yogunlagmaktadir. Aerobik

prosesler tek basina azo boyalarmin parcalanmasi i¢in yetersizdir (Kuai vd., 1998).
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Azo boyalarinin parcalanmasinda ilk basamagi boyaya rengini veren elektrofilik azo
bagmin indirgen kosullarin saglandig1 anaerobik ortamda kirilmas: ve renksiz hale
gelmesidir. Anaerobik kosullarda azo boyalarinin parcalanmasi ile aromatik aminlere
kolaylikla parcalanabilmektedir. Ancak olusan bu aromatik aminler genellikle
anaerobik kosullarda daha ileri parcalanmaya direnclidir (Kuai vd., 1998). Olusan bu
aromatik aminlerin aerobik kademede giderimi ile boyar maddelerin
anaerobik/aerobik proseslerle mineralizasyonu gergeklestirilmistir (Zaoyan vd.,

1992; An vd., 1996).

Gilintimiizde tekstil tirtinleri, deri, plastikler, kozmetik {iriinleri ve gida maddeleri gibi
cesitli materyalleri boyamak amaciyla kullanilan 2000 kadar farkli azo boya
bulunmaktadir (Zollinger, 1991). Diinya ¢apinda pamuk kullaniminin artmasinin bir
sonucu olarak reaktif azo boyalarin kullanimi da artmistir. Azo reaktif boyalar en
fazla renk ve yapi ¢esitliligine sahip olan sentetik boya grubudur (Sumathi ve Manju,
2000).

Genel bir smiflandirma yapmak gerekirse boyar maddeler ii¢ grupta incelenebilir (Fu

ve Viraraghavan, 2002).

1. Katyonik boyar maddeler: Bazik boyar maddeler

2. Anyonik boyar maddeler: Direkt, asit ve reaktif boyar maddeler

3. Iyonik olmayan boyar maddeler: Dispers boyar maddeler

Bu boyar madde ¢esitleri ve uygulama tipleri g6z oniinde tutulacak olunursa, en ¢ok
kullanilan boyar maddeler azo-reaktif boyar maddelerdir. Kullanilan bu boyar
maddelerin %15°1 yikama gibi islemler sonrasinda g¢evreye karismaktadir (Carliell
vd., 1995; Philips, 1996; Swamy, 1998). Organik boyar maddelerin en 6nemli
sinifin1 olusturan azo boyar maddelerinin sayis1 olduk¢a fazladir (Cebecioglu, 2010;

Baser ve Inanici, 1990).
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Kiipe ve kiikiirt boyar maddeleri disinda, diger tiim boyama yontemlerinde kullanilan

boyar maddelerin yapisinda azo grubu bulunur (Baser ve Inanic1, 1990).

Bunlar, yapilarindaki kromofor grup olan azo (-N=N-) grubu ile karakterize edilir
(Baser ve Inanici, 1990). Dogal boyar maddelerin hi¢ birinde azo grubuyla
karsilagilmaz. Bu smif boyar maddelerin hepsi sentetik olarak elde edilirler.
Sentezlerinin sulu ¢ozelti iginde ve basit olarak gerceklestirilmesi ve baslangic
maddelerinin sinirsiz olarak degistirilebilmesi ¢ok sayida azo boyar maddesinin elde

edilmesine olanak saglamaktadir (Baser ve Inanici, 1990; Taner, 2006).

Azo grubu igerdigi bilinen tek bir dogal iiriin, 4,4'- dehidroksiazobenzen mevcuttur

(Pagga ve Brown, 1986).

Endiistriyel olarak iiretilen azo boyalarm tiimii ksenobiyotik bilesiklerdir. Dolayisiyla
bu boyalarin geleneksel aerobik kanalizasyon aritim tesislerinde biyolojik
parcalanmaya karst cogunlukla direng goOstermeleri sasirtict degildir (Pagga ve

Brown, 1986).

Reaktif boyar maddeler uygun kosullar altinda lif ile kimyasal reaksiyona girerek,
kovalent bag 6zelligine sahip tek boyar madde smifidir. Kiiclik ve basit molekiil
yapisina sahiptirler. Molekiil agirliklar1 genellikle 69-221 g/mol’diir. Kiiciik partikiil
ozelligi life hizli bir sekilde niifuz etmelerini saglar. Reaktif boyar maddeler suda
kolay coziiniirler. Seliillozun (-OH), poliamidin (NH,), protein esasl liflerin (NH,)
ve SH (merkaptan) gruplari ile gercek kovalent baglar olusturarak liflere baglanirlar.

Reaktif grup molekiiliin renkli kismina baglidir.

Seliillozik elyafin boyanmasinda kullanilan, son yillarda gelistirilen, bu boyar
maddeler yiin, ipek, orlon, akrilik karisimlar1 ve poliamid boyanmasinda da

kullanilirlar (Baser ve Inanici, 1990).
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Tablo 1.1. Kullanilan azo boyalarin 6zellikleri

Boyanm Adi Absorbans Degeri (nm) Molekiiler Agirligi (g/mol)
Direct Black 22 496 1083,97

Direct Brown 2 541 760,108

Direct Orange 26 494 756,67

Direct Black 22 Direct Brown 2 Direct Orange 26

Sekil 1.9 Azo boyalar

1.4. Enzimler

1.4.1. Ligninin yapisi ve ozellikleri

Lignin biyosferdeki enerji akislarinin 6nemli bir maddesidir. Giines enerjisi
bitkilerdeki diger herhangi fonksiyonel gruplardan daha fazla lignin de depolanir
(sayet selilloz ve hemiseliiloz ayr1 bilesikler olarak gz Oniine alinirsa). Buna
ragmen, lignin (genel olarak fenolikler) biyolojik sistemlerdeki biyokiitle ve enerji

akislarinin tartismalarida sik sik ihmal edilir.

Glines enerjisinin depolanmasi ic¢in bitki sistemlerindeki ana bir bilesik olmay1
tamamlayan lignin, odunda kompozit bir materyal bilesigi olarak 6nemli bir rol
oynar. Daha Onemlisi, lignin agaca uygulanan kuvvetlerin kontroliinde de degisik

fonksiyonlara sahiptir (Sarkanen ve Ludwig, 1971).
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Lignin konfigiirasyonunda genis bir degisim ile lic boyutlu aromatik amorf bir
polimer olup hiicre ¢eperinin en hidrofobik bilesenidir. Karbonhidratlarin etrafinda

ve lizerin de kabuk baglama birimi olarak goriiliir.

Odunda lignin miktar1 %20-40’tir. Lignin fenolik bir bilesik olup lignin
biyosentezinin ilk basamagi olarak hidroksil (-OH) ve metoksi (OCHj3) ikame eden
para-kumaril alkol, koniferilalkol ve sinapil alkol gibi fenil propan unite tipleri farkl

olarak baglanmis asimetrik yap1 olarak diisiiniilebilir.

Siringil uniteleri C; ve Cs’te 2 adet metoksi grubuna, guayesil uniteleri Cs’te 1 adet

metoksi grubuna ve p-hidroksifenil {initelerinde ise metoksi grubuna rastlanmaz.

Aromatik halkaya bagli serbest fenolik grup her u¢ fenil propan tipinde de C4’te
bulunur. Serbest fenolik gruplarinin mevcudiyeti lignin bozunma oranini agik olarak
desteklemektedir. Igne yaprakli lignininde fenil propan {initesinin %10-30’u ve

yaprakli agaclarda %9-15’1 fenolik (—OH) grup igermektedir (Sjostrom, 1993).

CH;O

Sekil 1.10. Ligninin genel yapis1 (Palonen, 2004)
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Kiikiirtli ve kiikiirtsiiz olmak iizere iki temel lignin yapis1 vardir. Bugiine kadar ticari
olarak kullanilan ligninler, kiikiirt i¢ceren ligninlerdir. Bunlar lignositilfonatlar ve kraft
ligninidir. Kiikiirt icermeyen ligninlerin heniiz ticari degeri yoktur. Lignin ve lignin

kaynakl1 {iriinler, topraklarin olusumunda ve hayvan besiciliginde 6nemli rol oynar.

Lignin icerdigi hidrofilik ve hidrofobik gruplarindan otiirii gida ve kozmetik
sektoriinde jellesmede veya emiilgator ve dispergatorlerin - Ozelliklerinin
tyilestirilmesinde kullanilir. Uygun maliyetinden o6tiirii dogal ve yenilenebilir
hammadde olarak, giinlimiizde petrokimyasal maddelerin yerine kullanilabilir.
Ligninlerin antioksidan, antibakteriyal ve antiviral 6zelliklere de sahip oldugu

belirtilmistir (Bademkiran, 2011).

1.4.2. Lakkaz enzimi

1.4.2.1. Lakkazin biyokimyasi

Lakkaz (EC 1.10.3.2, p-difenol:dioksijen oksidorediiktaz), oksidorediiktaz olup
multintikleer bakir iceren mavi bakir oksidazlar smifina ait glikoprotein yapili bir

enzimdir (Jean-Claude vd., 1999).

Lakkaz enzimlerin indiiksiyon mekanizmalari, fiziko-kimyasal 6zellikleri (6rnegin,
izoelektrik noktalar1 ve karbonhidrat icerikleri) ve biyokimyasal 6zellikleri degisse
de lakkaz enzimlerinin bakir-baglama bolgeleri (domainleri) siki bir sekilde
korunmustur (Paloheimo vd., 2004). Ortalama 60-80 kDa arasinda molekiiler agirliga
sahiptir. Lakkaz enziminin 6nemi; lignin artiklarmin sentezi ve biyodegradasyonunda
rol oynamasindan ileri gelmektedir. Bu nedenle iizerinde ¢alisilan 6nemli bir enzim
grubudur. Lakkaz zararli madde olan fenol tiirevlerini oksitleyerek endiistriyel kirli
sularm temizlenmesinde kullanilmaktadir. Lakkaz ayn1 zamanda organik sentezlerde
de kullanilir, substrat olarak fenol ve aminlerin kullanilmasiyla, dimerler ve
oligomerlerde reaksiyon {iriinii, reaktif radikallere baglanmasiyla olusturulur (Unal,

2005).



26

Lakkaz, fenolik ve metoksifenolik asitleri oksitleyebilir ve dekarboksilleyebilir.
Ayrica metoksi grubunu demetilasyon ya da oksidasyon ile modifiye edebilir. Bu
reaksiyonlar ligninin polimere transformasyonu i¢in Onemli bir adimi olusturur.
Lignin sentezi ve degradasyonu dogadaki karbon dongiisiinde 6nemli bir rol oynar.
Agac yapisindaki ligninin iki gorevi vardir. Yapisal saglamliligi saglar, selilloz ve
hemiseliillozu mikrobiyal ataklara karsi korur. Bu yilizden ligninolitik enzimler,
dogada 6nemli bir yere sahiptir. Ayrica, lakkaz enzimi odunun dogasinda bulunan
trigliseridlerin parcalanmasin1 da baslatabilir. Ligninoseliilotik sistem enzimleri
biitiiniiyle ekstraseliiler olmalarina ragmen, beyaz c¢iiriik¢iil funguslarda intraseliiler
lakkazlarin varligi da kanitlanmustir. Intraseliller enzimler, beyaz ciiriikgiil

funguslarda fenolik bilesikler ile ilgili tepkimeleri katalizler (Unal, 2005).

Sekil 1.11. Lakkaz enzimi (Stepanova, 2009)
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1.4.2.2.Reaksiyon ve etki mekanizmasi

Lakkaz enziminin amino asit zinciri 520-550 amino asit arasinda degismektedir.
Ayni tiiriin farkli soylarmin trettigi lakkaz izoformlarmin molekiiler agirliklarinin

farklilik gosterdigi belirlenmistir (Unal, 2005).

2,2’-azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulphonic acid) (ABTS), lakkaz tarafindan
katyon radikaline oksitlenir. Katyon radikalin oksitlenmesiyle olusan mavi yesil renk
enzim aktivitesiyle dogru orantilidir. Goriiniir bolgedeki bu renk yogunlugu 415 ila
420 nm arasinda spektrofotometrede okunur (Bourbonnais vd., 1997; Fiskin vd.,

1989).

Lakkaz ve izole edilmis enzimlerin aktivitesi fenolik substratlarin kullanildigi ve
renkli oksidasyon drlinlerinin absorbansmmin izlendigi otometrik testlerle

Olclilmektedir.

En ¢ok kullanilan testler guaiacol; 2,6-dimetoksifenol; elektron bakiminda zengin,
fenolik olmayan substrat ABTS 2,2’-azino-bis (3-etilbenzothiazoline-6-stilfonik asit)
(Unal, 2005).

Diger yontemlerle (fenolik substratlarla) kinonlar agiga ¢ikarken ABTS nin
oksidasyon potansiyeli pH 2-11 arasinda pH ya bagimli degildir ve tek bir adimda

renkli iiriin olan ABTS" radikal katyonunun olusmasi ile sonlanir (Unal, 2005).

Lakkaz enzimleri spektroskopik olarak farkli olan 3 tip bakir iyonuna (Tipl, Tip2 ve
Tip3) sahip olmalar1 nedeniyle bu enzimler, ¢oklu-bakir iceren mavi proteinler
smifina dahil edilmektedirler. Diger yandan tirozinaz enzimleri ise sadece bir ¢ift

Tip3 bakir iyonlarina sahiptirler (Solomon vd., 1996).
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Lakkaz enzimlerinin UV-Vis spektrumlar1 ise 330 ile 340 nm arasinda bir omuz
olusturacak sekilde 600 nm civarinda maksimum pik vermektedirler (Solomon vd.,

1996).

Lakkazin bakir merkezlerini olusturan 3 bolgenin 6zellikleri:

» Tipl: Mavi bakiri, 610 nm’de spesifik bir absorbans verir. Elektron
paramagnetik rezonans ile belirlenir. Cu** iyonu enzimin koyu mavi renginden

sorumludur (Hakan vd., 1998).

» Tip2: Normal bakir UV goriiniir bolgede bir rezonans bandi vermez ancak

Elektron paramagnetik rezonans ile belirlenir (Hakan vd., 1998).

» Tip3: Birlesmis biniikleer bakir merkezidir. Diamagnetik olarak belirlenir. 330
nm’de spesifik absorbans verir. Elektron paramagnetik rezonans ile belirlenemez

(Hakan vd., 1998).

Tipl; proteinin bakirm tipik mavi rengini ve substrat oksidasyonunun meydana
geldigi kisimdrr. Tip2 ve Tip3; merkezlerinin dig kaynakli ligand etkilesimi ve
dioksijen ile reaksiyon vermek lizere bakirin ii¢lii niikkleer grubunu olusturur (Hakan

vd., 1998).

Tip2 bakir merkezinde 2 histidin amino asidi ve Tip3 bakir merkezinde de 6 histidin

aminoasidi bulunmaktadir (Hakan vd., 1998).

Lakkazlar lignin veya hiimik asit gibi kompleks dogal polimerlerin degredasyonunda
gorev alirlar (Claus ve Filip, 1998). Reaktif radikallerini olustururlar, kovalent
baglarin ve monomerlerin serbest kalmasini saglarlar. Kiiclik organik bilesikler ve
metaller lakkaz1 oksitleyebildigi gibi ayn1 zamanda da aktive edebilir (Claus vd.,

2002).
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Veratril alkol ve 3-hidroksi antranilik asid, mangan mediatorleri ile radikal-katalizli
depolimerizasyona neden olurlar. Fizyolojik olmayan redoks mediatorleri
biyoteknolojik proseslerde kullanilarak lakkazin oksidasyonunu azaltir (Claus vd.,

2002).

1.4.2.3.Lakkazin Fizyolojik Onemi ve Uygulamalari

Lakkaz c¢esitli fizyolojik proseslerde gorev alir: Fungal sapka gelisimi, fungal
sporlarin pigmentasyonu, bitki patojenitesi, seksiiel farklilasma, rizomorf olusumu,
lignin pargalanmasi, bocek sklerotizasyonu, bakteriyel melanizasyon, insan i¢in

melanin iliskili 6liim ile sonlanir (Unal, 2005).

Fenol tiirevlerinin dogrudan substrat oksidasyonuyla endiistriyel kirli sularm zararl

maddelerden arindirilmasida kullanilir (Cameron vd., 2001).

Polimerik polifenolik tiirevleri lakkaz-kataliz oksidatif baglar1 her zaman ¢6ziinmez

ama filtrasyon ve ¢oktiirme ile ayrilabilir 6zelliktedir (Juan vd., 2005).

Igeceklerin stabilizasyonunda, meyve sulari, sarap ve birada fenol tiirevlerinin
uzaklastirilmasinda bu enzim istenir. Gergi, burada enzim immobilize olmalidir,
clinkii katki maddelerinin kullanilmasindan dolayr enzimin immobilize halde
bulunmasi gereklidir (Juan vd., 2005). Simdilerde lakkaz tekstilde teknolojik
uygulamalarda, boya ve baski endiistrisinde boyalarin dekolarizasyonundaki
uygulamalarda (Sophie vd., 2007) kagit hamuru ve kagit endiistrisinde beyazlatma

proseslerinde kullanilir (Lomascolo vd., 2003).

Cogu uygulamalar lakkaz ile beraber kimyasal mediatorlerin de kullanilmasina

dayanir (Juan vd., 2005).
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Odunun yapisi, ince lif (selliilloz ve hemiselliiloz) ve ligninden olusur. Hidroksifenil-
propan cesitli tiplerde baglar ile baglanarak kompleks polimerler olusturur (Juan vd.,

2005).

Kagit hamuru iiretiminde, ligninin yok edilmesi gerekir. Bu olay, mekanik veya

kimyasal metotlarla gergeklestirilmektedir (Susana vd., 2004).

NaOH ve Na,S ile pisirilerek kagit tiretimi gergeklestirilmektedir. Kagit iiretimi
prosesinde kuvvetli kimyasallar ile liflerdeki lignin parcaciklarmin uzaklastiriimasi
gerekmektedir. Klor kagit beyazlatma prosesinde en yaygm olarak kullanilan

kimyasal ajandir. Ancak ¢evre agisindan problemler yaratir (Susana vd., 2004).

Clinkii klorlamadan sonra gelen alkalinizasyon islemi klorofenoller ve klogualkoller
gibi toksik bilesiklerin olusmasi ile sonuglanir. Fungal lakkaz bu bilesikleri
deklorlayarak polimerize eder, ¢oziiniirliiglinii azaltir ve toksik etkilerin daha diisiik
diizeyde kalmasmi saglar. Boylece bu atiklar filtrasyon ya da ¢oktiirme yolu ile

uzaklastirilir (Juan vd., 2005).

1.4.3. Peroksidazlar

Peroksidazlar Hem (Heme) grubu iceren enzimlerdir. Substrat spektrasina dayali
olarak ikiye ayrilir. Birinci tiir mangan peroksidaz (MnP)’dir ve Mn>" onun igin en

1yi indirgen substrattir (Murray, 1990).

Peroksidazlar ayni zaman da hidrojen peroksid veya tiirevlerini kullanarak cok
sayida organik veya inorganik maddenin oksidasyonunu katalizleyen, Fe(II)

porfirinler sinifinda yer alan, oksidorediiktazlardir (Yapadz, 2013).

Peroksidazlarin ¢ogu N-bagh oligosakkarid bulunduran glikoproteinlerdir (Akardere,
2012).
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1.4.3.1.Mangan Peroksidaz

Mangan peroksidaz ligninolitik funguslar tarafindan salgilanan, oksidorediiktaz
sinifina ait hiicre dis1 bir enzimdir. Mangan peroksidaz, in vitro ¢aligmalarda tiim
lignoseliilozlar1 oldugu gibi dogal ve sentetik ligninleri de okside eder ve

depolimerizasyonunu saglar (Akardere, 2012).

Mangan peroksidaz enzimi, dikkat c¢ekici bir parcalama potansiyeline sahiptir.
Ligninle birlikte cesitli organik kirlilikleri oksitler ve lignin siilfonik asitlerinin
uzaklastirilmasi i¢cin atik su aritimi gibi biyoteknolojik uygulamalarda, tehlikeli

kimyasallarin eliminasyonunda kullanilir (Akardere, 2012).

MnP hemen hemen tiim beyaz ve kahverengi ciiriik¢iil funguslarin en yaygin tirettigi
ligninolitik peroksidazdir. Mn>* baglanma bélgesi, bir Hem propiyonik asit, ti¢ asidik
ligand ve iki su molekiilii igerir. Mangan peroksidaz iki domainden olusur ve Hem
grubu bu iki domain arasinda sikisip kalmistir. Domainlerin her biri 10 biiyiik ve 1

adet kiigiik heliks yap1 igerir (Murray, 1990).

Sekil 1.12. Mangan peroksidazin kristal yapisi (Sundaramoorthy, 2005)
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1.4.3.2.Lignin Peroksidaz

Lignin peroksidaz bazi fungus tiirleri tarafindan iiretilen, lignin yikimindan sorumlu
hiicre disg1 bir enzimdir. Lignin peroksidaz, lakkaz ve mangan peroksidaz enzimleri

gibi diisiik substrat spesifikligine sahiptir (Akardere, 2012).

Lignin yiiksek derecede okside oldugundan daha ileri oksidasyonu zordur. Lignin

sterokimyasal diizen icermeyen heteropolimer bir koplekstir (Crawford, 1981).

Lignin peroksidazlar bir¢ok peroksidazlardan daha yiiksek potansiyele sahiptir. Bu

durumda bu enzimler, ¢cok genis yelpazedeki kimyasallar1 okside edebilirler.

Ancak bu, ¢ok sayidaki kimyasallarin bu funguslar tarafindan okside edilmesini

aciklamaz. Baska oksidatif mekanizmalarin oldugu agiktir.

Bir bagka alternatif yol da bazi kimyasallarin lignin peroksidaz tarafindan
oksitlenmeden once indirgenmeleridir. Bu reaksiyonun meydana gelmesinde bir¢ok
yol oldugu goriilmektedir fakat en onemlisi beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin son derece
okside olmus TNT (2,4,6-trinitrotoluene) ve DDT (1,1,1-trichloro -2,2-bis (4-

chlorophenyl) ethane) gibi kimyasallar1 mineralize etmesidir.

Bir diger yontem veratril alkol katyon radikali {zerinden olan indirekt
oksidasyondur. Bilesikler oldukca diisiik oksidasyon potansiyeline sahip olabilirler
ama lignin peroksidazlarin hem gecisi olmadan, veratril alkoliin indirekt oksidasyonu

olur (Anonim, 1995; Steven, 1996).



33

Sekil 1.13. Lignin peroksidazin molekiiler yapisi (Saloheimo, 1989)

Bu yol Kurek ve ark. tarafindan amino triazol (Tuisel vd., 1992) ve lignin (Kurek

vd., 1990) i¢in laboratuarda gosterilmistir.

Oksidasyonu yukarida tartigilan mekanizmalarda ancak yliksek derecede oksitlenmis
kimyasallar beyaz ¢iiriik¢iil funguslarla oksitlenir. Ornegin beyaz ciiriikgiil
funguslarla oksitlenen TNT (Fernando vd., 1990), indirgeyici degil oksitleyicidir.
Diger organizmalardaki metabolizma temelde nitro rediiktazlar tarafindan

indirgenmeyi icerir (Parrish, 1997).

Indirgenmeden sonra lignin peroksidazlar iiretildiginde, TNT mangan bagimli

peroksidazlar tarafindan oksitlenip mineralize edilebilir (Stahl ve Aust, 1993).
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1. Materyal

2.1.1. Kimyasallar

2,2’-Azino-bis (3-ethilbenzo-tiazoline-6-siilfonik asit), ABTS (Sigma), Potato
Dekstroz Agar PDA (Fluka), Malt Ekstrakt (Merck), Agar (Sigma), Yeast Ekstrakt
(Merck), Sodyum Asetat (Sigma), Potasyum sodyum tartarat (Merck), Bakir (II)
siilfat (Sigma), Glukoz (Sigma), Pepton (Sigma), Amonyum Nitrit (Sigma),
Potasyum Bisfosfat (Merck), Magnezyumsiilfat-7-hidrat (Sigma), Potasyum Kloriir
(Sigma), Demir(Il)siilfat-7-hidrat (Riedel de Haen), Cinko(II)siilfat-7-hidrat
(Sigma), Kalsiyum Kloriir (II) hidrat (Sigma), Tiamin (Sigma), Sodyum Malonat
(Sigma), Mangan (II) siilfat (Sigma), Hidrojen Peroksit (Sigma), Velatril Alkol

(Sigma) kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri firmalardir.

2.1.2. Mikroorganizma

Calismada lakkaz enziminin iiretiminde kaynak olarak beyaz ciiriik¢lil fungus
Pleurotus ostreatus kullanilmustir. Pleurotus ostreatus Erzincan’da Kredi Yurtlar
Kurumu Yiiksek Ogrenim Ogrenci Yurdu’nun bahgesinden izole edilmistir. Mantar
ornegi laboratuvara getirildikten sonra spor tozlarinin renklerini saptamak ve sporlar1
mikroskop altindan incelemek i¢in sapkanin sap1 sapkaya yakin bir yerden kesilerek
himenium tabakas1 asagi gelecek sekilde beyaz bir kagit iizerine bir siire
brrakilmistir. Boylelikle sporlarin dokiilmesi saglanmis ve spor baskist tespit

edilmistir.

Sporlar mikroskop altinda 10x100 biiylitme ile sporlarin sekli, boyutlari, rengi,
ceperlerinin kalinligi, yilizeylerinin diiz veya piiriizli olusu, apikulus tasiyip
tasimadigi, sigillerinin bulunup bulunmadigi ve basidium iizerinde kac tane spor

bulundugu verileri ile teshis edilmistir.
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Mantarin etli kismindan alinan enine kesitte ise hiflerin yapisina bakilarak bunlarin

sadece uzun silindirik hiflerden mi yoksa bununla birlikte kiiresel hiflerin bir

karigimindan m1 meydana geldigi tespit edilerek familya aymriminda kullanilmistir.

Ayrica lamellerden alinan enine kesitte sistitlerin varligi varsa sekli ve biiyiikligi

hiflerin konumlar1 familya ve cins ayriminda veri olarak kullanilmistir.

2.1.3. Cihazlar

Tablo 2.1. Kullanilan cihazlar

Cihaz Marka
Steril Kabin Safe FAST Classic 212
Masa Tipi Otoklav Niive OT 012
Dik Tip Otoklov Stimer
Vortex Heidolph
Calkalamali Inkiibator Heidolph
Hassas Terazi AGN220C AXIS
Mikropipet Axygen
pH Metre PHM?201 Meterlab

Lambda 35 UV/VIS Spektrometre

Santrifiij

Perkin Elmer

Smart R17




36

2.2.Yontem

2.2.1. Uygun Stok Ortamini Belirleme Yontemi

P. ostreatus’un stoklayabilmek i¢in kullanilacak besiyeri se¢ciminde RBA ve PDA

olmak iizere iki farkli besiyeri komposizyonu belirlenmistir.

Bu stok ortamlarinda yapilan denemelerde besiyerlerin ekilen hiicreler 14 giin
boyunca 28 °C inkiibasyona birakilarak gelisim siiregleri ve kontaminasyon olup

olmadig: takip edilmistir.

2.2.2. Petri Stok Kiiltiirii

2.2.2.1.Rose Bengal Agar (RBA)

Rose Bengal Agar hazir besiyeri oldugundan 32,2 g/L olarak aldik.

RBA ortami hazirlanisinda 1 litre ¢ozeltide 32,2 gram RBA olacak sekilde 100 ml’lik

ortam hazirland.

Hazirlanan ¢ozelti 121°C de 1 atm’de 20 dakika otoklavda sterilize edildi. 9 cm gapli
petrilere 12,5 ml olacak sekilde aseptik kosullarda aktarild1.

Ortam Igerigi Tablo 2.2’de verildigi sekildedir.
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Tablo 2.2. RBA’nin igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Soya Fasulyesi Ekstrakti 5
Dekstroz 10
Mono Potasyum Fosfat 1
Magnezyum Siilfat 0,5
Rose Bengal (4,5,6,7- tetrakloro-

2°,4°,5°,7’- tetraiyodoflorosein 0,05
Kloramfenikol 0,1
Agar 15

Son pH’s17.2 +/- 0,2 (25 °C)

2.2.2.2.Potato Dekstroz Agar (PDA)

Potato Glukoz Agar (PGA) [PDA = potato dekstroz agar da denilebilir. ]

Ortam Igerigi Tablo 2.3’de verildigi sekildedir.

Tablo 2.3. PDA’nin igerigi

Bilesen Miktar (g/L)
Patates Ekstrakti 4
Dekstroz 20
Agar 15

Son pH’s15.4 +/- 0,2 (37 °C)
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PGA ortami hazirlanisinda 1 litre ¢ozeltide 39 gram PGA olacak sekilde 100 ml’lik

ortam hazirland.

Hazirlanan ¢6zelti 121°C de 1 atm’de 20 dakika sterilize edildi.

2.2.3. Yatik Agar

Kat1 besiyerinden s1vi1 besiyerine hiicre inokiilasyonu i¢in yatik agar kullanild1.

Yatik agar besiyeri icin Rose Bengal Agar1 kullanildi. Litresinde 32,2 g/l Rose
Bengal olacak sekilde 100 ml safa su ile rouks sisesinde 121 °C’ de 15 dakika
otoklavda sterilizasyon yapildi, bu igslemin ardindan 55 °C kadar sogutulan besiyerine

vidal1 deney tiiplerine 5’ er ml aktarild1.

Besiyeri aktarilmis deney tiipleri tekrar 121 °C* de 15 dakika otoklavlanarak sterilize
edip 30 derecelik acida yatik vaziyette donmasi saglandu.

2.2.4. Biiyiime Ortamm

Biiyiime ortami olarak Malt Ekstrakt Brooth (MEB) kullanild1 (1,7 g/100 ml).
Hazirlanan Malt Ekstrakt Brooth (MEB) 250 ml erlenlere 95 ml olacak sekilde
koyuldu.

Agizlar1 pamuklu gazli bez ile tika¢ yapilraka kapatildi. Bu hali ile otoklavda

sterilize edilen erlenler kulglanilacagi zamana kadar +4 °C muhafaza edildi.

Yatik agara ekimi yapilan mikroorganizmalar 5 ml % 0,9’luk serum fizyolojik
yardimi ile aseptik kosullarda alindi ve 95 ml’lik malt ekstrakt brooth biiylime
ortamina yine aseptik kosullarda ilave edildi. 6 giin 28 °C de 125 rpm’de calkalayicili
inkiibatorde inkiibe edildi.
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2.2.5. Uygun Enzim Uretim Ortamini Belirleme Yontemi

P.ostreatus tarafindan iiretilen PPO, lakkaz, MnP, LiP iiretim ortaminin belirlenmesi

icin, dort farkli ortamda bu enzimlerin aktivitesi 14 gilin boyunca izlendi.

(Ortam igerikleri Tablo 2.4.-2.5.- 2.6. ve 2.7.’te verilmistir.)

Tablo 2.4. Birinci ortamin igerigi (pH:6.6)

Bilesen Miktar (g/L)
Glukoz 2,5
Yeast ekstrakt 1
Potasyum sodyum tartarat 2,3
Pepton 1
CuSOy 0,00639

*Ortama glukoz ekim sirasinda aseptik kosullarda eklenmektedir.

Tablo 2.4°de gosterildigi gibi kimyasallar (glukoz harig) sirasiyla saf suya eklendi ve

karistiricida ¢ozildii.
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Tablo 2.5. Ikinci ortam icerigi (pH:6.6)

Bilesen Miktar (g/L)
Mannitol 2,5
Yeast ekstrakt 1
Potasyum sodyum tartarat 2,3
Pepton 1
CuSOy 0,00639

*Ortama mannitol ekim sirasinda aseptik kosullarda eklenmektedir.

Tablo 2.5°de gosterildigi gibi kimyasallar (mannitol haric) sirastyla saf suya eklendi
ve karistiricida ¢oziildii.

Tablo 2.6. Ugiincii ortam igerigi (pH:6.0)

Bilesen Miktar (g/L)
Glukoz 10
NH4NO; 0,724
KH,PO, 1
MgS0,4.7H,0 1

KCI 0,5
Yeast ekstrakt 0,5
FeS04.7H,O 0,001
ZnS04.7H,0 0,0028
CaCl,.2H,0O 0,033

Pepton 10
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*Ortama glukoz ekim sirasinda aseptik kosullarda eklenmektedir.

Tablo 2.6’de gosterildigi gibi kimyasallar (glukoz harig) sirasiyla saf suya eklendi ve

karistiricida ¢ozildii.

Tablo 2.7. Dordiincii ortam igerigi (pH:4.5)

Bilesen Miktar (g/L)
Glukoz 5
KH,PO4 2
NH4NO3 0,05
MgS04.7H,0 0,05
CaCL.2H,0 0,1
Tiamin 0,0001
Eser element soliisyonu 100 ml’lik karisima 10 ml ilave edildi.
MnSOy 0,5
FeSO,4.7H,O 0,1
ZnS04.7H,0 0,1

*Ortama glukoz ekim sirasinda aseptik kosullarda eklenmektedir.

Tablo 2.7°de gosterildigi gibi iki farkli karim yapilarak kimyasallar (glukoz harig)

strastyla saf suya eklendi ve karistiricida ¢oziildi.
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2.2.6. Enzim Aktivite Tayin Yontemi

Her giin erlenlerden aseptik kosullar altinda 1 ml 6rnek steril pipet ile alinacaktir.
Daha sonra almacak olan bu Ornek santrifiijlenerek askida kat1 maddelerden

armdirilir. Daha sonra aktivite tayini i¢in kullanilir.

2.2.6.1.Polifenol Oksidaz Aktivitesinin Tayin Yontemi

Kiiltiirdeki Difenol oksidaz aktivitesi, katesoliin oksidasyon hizinin 420 nm deki
degisiminin izlenmesi ile Olgiilecektir. Havaya ve kore karsi 10 sn araliklarla toplam
3 dakika absorbans 6lgiimii alinacaktir. Absorbansindaki 0,05 nm lik artis 1 Unit
aktiviteye karsilik gelmektedir (Sisler ve Evans, 1958).

Tablo 2.8. Polifenol oksidaz enziminin aktivite tayin protokolii

Bilesen Kor(ml) Ornek(ml)
Katesol 175 mM 0,3 0,3
Sitrat 0,5M-pH: 5.3 Tamponu 0,7 0,4
Enzim -- 0,3

2.2.6.2.Lakkaz Aktivitesinin Tayin Yontemi

Kiiltiirdeki lakkaz aktivitesi, ABTS nin oksidasyon hizinin 420 nm deki degisiminin
izlenmesi ile dlgiilecektir. Havaya ve kore karst 10 sn araliklarla toplam 3 dakika
absorbans 6l¢iimii almacaktir. (e = 3,6 x 10* M x cm™ ) Lakkaz aktivitesi, 1 ml
enzim tarafindan dakikada 1 pmol substrat1 doniisiime ugratan enzim miktar1 olarak

tanimlanir (Wolfenden ve Robin, 1982).
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Tablo2.9. Lakkaz enziminin aktivite tahin protokolii

Bilesen Kor(ml) Ornek(ml)
Na-Asetat (100 nM-pH: 4.5) 0,9 0,8
1mM ABTS 0.1 0.1
Enzim -- 0,1

2.2.6.3.Mangan Peroksidaz Aktivitesinin Tayin Yontemi

Kiiltiirdeki mangan peroksidaz aktivitesi, H,O, nin oksidasyon hizinin 270 nm deki
degisiminin izlenmesi ile Ol¢iilecektir. Havaya ve kore karsi 10 sn araliklarla toplam
3 dakika absorbans 6l¢iimii alinacaktir. (e = 11900 M x cm™ ) mangan peroksidaz,
Iml enzim tarafindan dakikada lpumol substrati doniisiime ugratan enzim miktari

olarak tanimlanir (Paszczynski vd., 1988).

Tablo 2.10. Mangan peroksidaz enziminin aktivite tahin protokolii

Bilesen Kor(ml) Ornek(ml)
Na-Malonat (50 mM-pH: 4.5) 0,8 0,7
MnSO4 10 mM 0,1 0,1
H,0; (1 mM) 0,1 0,1

Enzim -- 0,1
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2.2.6.4. Lignin Peroksidaz Aktivitesinin Tayin Yontemi

Kiiltiirdeki lignin peroksidaz aktivitesi, HyO, nin oksidasyon hizinin 310 nm deki
degisiminin izlenmesi ile Olgiilecektir. Havaya ve kore karsi 10 sn araliklarla toplam
3 dakika absorbans 6l¢iimii alinacaktir. (e = 9,3 M x cm™ ) lignin peroksidaz, 1 ml
enzim tarafindan dakikada 1 pmol substrat1 doniisiime ugratan enzim miktar1 olarak

tanimlanir (Tien ve Kirk, 1988).

Tablo 2.11. Lignin peroksidaz enziminin aktivite tahin protokolii

Bilesen Kor(ml) Ornek(ml)
Veratril Alkol (200 mM) 0,1 0,1
H,0; (4mM) 0,1 0,1
Na-Tartarat (100 mM-pH: 2.5) 0,8 0,7
Enzim -- 0,1

2.2.7. Boyalarin Spekturum Taramasi

Biyogiderimi yapilan boyalarin saf hallerinin maksimum absorbans degerlerini

bulmak amaci ile spekturum taramasi yapildi.

Spekturum taramasi yapilirken boyalarin saf hallerinden hazirlanan 2 g/L ¢ozeltiden
spekturofotometri kiivetine 10 pl aktarildi, lizerine 990 ul saf su ilave edildi. 700 nm-

200 nm arasinda spekturum taramasi yapildi.

Boylelikle boya molekiillerinin maksimum absorbans verdigi dalga boylar1 bulundu.

Spekturum taramasi yapilirken kor olarak saf su kullanildi.
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2.2.8. Boyalarin Standart Grafiklerinin Olusturulmasi

Enzim iiretim ortaminda biyogiderimin takip edilebilmesi i¢in, giinliik olarak sivi
kiiltiirden alinan numunelerde ne kadar boya kaldigmi; standart grafigi olusturularak
tespiti yapildi. Standart grafigi olusturmak icin saf boya maddelerinden 0,4-0,2-0,1-
0,05-0,025-0,0125-0,00625 mg/ml konsantrasyonda ¢6zeltiler hazirlandi.

Hazirlanan c¢ozeltilerin, her boya i¢in maksimum absorbans verdikleri dalga
boylarinda 6l¢iimleri yapildi. Bu boya ¢6zeltilerinin konsantrasyonlariyla, absorbans-

konsantrasyon grafigi ¢izildi.

Bu grafikler sonucu olusturulan y = a x + b grafik denklemlerinden faydalanarak

numunelerin s1v1 kiiltiirlerdeki giinliik kalan boya miktarlar1 bulundu.

2.2.9. Boyalarin Gideriminin Takibi

Enzim iiretim ortaminda bulunan boya miktarinin takibi i¢in gilinliikk olarak sivi

kiiltiirlerden 1’er ml aseptik kosullarda numune alind1.

Alinan bu numuneler 16000 xg santrifiij yapildi.

Santrifiij yapilan numunelerin siipernetant kismi almarak her biri i¢in 6zgii dalga

boylarinda absorbanslar1 alindi.

Kor olarak sterilize edilmis sivi1 kiiltiir kullanildi.
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2.2.10. Biyokiitle (Biyomas)Tayin Yontemi

Hiicre sayisinin deneysel tespiti zor oldugundan hiicre biiyiimesi biyokiitle artisiyla
izlenir. Bu durumda tiim hiicrelerin ayni kiitlede olduklar1 kabul edilir. Gergekte dyle
olmasa bile ortalama deger olarak tiim hiicrelerin ayni kiitlede kabul edilmeleri,

toplam hiicre sayisimin belirlenmesinde genelde 6nemli hatalara neden olmaz.

Biyokiitle tayini i¢cin ekimi yapilan Pleurotus ostreatus hucrelerinin 14 giin boyunca
28 °C sicaklikta 125 rpm calkalama hizinda inkiibe edilecektir. Bunun sonucunda
Whattman kagidi ile siiziilerek elde edilen misel 60 °C de 24 saat etiivde

kurutulacaktir. Kurutulan 6rnek tartilarak kuru agirligi kayit edilecektir.

2.2.11. Bradford Yéntemi ile Total Protein Tayini

Yontem, Coomassie Brillant Blue G-250 boyasinin proteinlere baglanmasi
sonucunda olusturdugu renkli cozeltilerin 595 nm’de absorbansinin Olgiilmesine
dayanir. Sigir serum albumini (BSA) standartlar1 hazirlanir, 595 nm’de absorbanslar1
Olciiliip bir standart grafigi ¢izilir. 0,1 g Bradford reaktifi, %95°1lik 50 mL etil alkol,
%85’lik 100 mL fosforik asit ¢ozeltileri karistirilarak toplam hacim 1000 mL’ye
tamamlanir. Cozelti bir gece boyunca karanlikta bekletildikten sonra filtre
kagidindan siiziiliir. Deney tiiplerine analizi yapilacak Orneklerden 100 pL 6rnek
konulur. Tipiin lizerine hazirlanan Bradford ¢dzeltisinden 5 mL eklenerek 5 dakika
inkiibasyonda birakilir. Bu siirenin sonunda 595 nm’de absorbanslar okunur. Okunan
absorbanslar standart grafiginden elde edilen denklemde yerine yazilarak
konsantrasyon cinsinden ne kadar protein oldugu belirlenir (Sedmak ve Sidney,

1977).
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3. SONUCLAR

3.1.Uygun Stok Ortamini Belirleme Sonuc¢lar

3.1.1. Petri Stok Kiiltiirii

PDA’da kontaminasyon riski yiliksek oldugundan dolay1 petri stok kiiltiiriinde Rose
Bengal Agar se¢ilmistir. Her PDA ve RBA da P. ostreatus ayni geligimi gostermis

herhangi bir morfolojik ve biyokimyasal degisime ugramamustir.

5.Giin 6.Giin 7.Giin 8.Giin

Sekil 3.1. RBA petri stok kiiltiirii

3.1.2. Yatik Agar

Yatik agar besiyeri olarak kullanilan RBA da Pleurotus ostreatus 14 giiniin sonun da
tamamiyla yiizeyde misel olusturmustur. Misel olusumu tamamlanan yatik agarlar

s1v1 kiiltiire hiicre gecisine kadar +4 °C buzdolabinda muhafaza edilmistir.
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9.Giin

11.Giin 14.Giin

Sekil 3.2. RBA yatik stok kiiltiirii

3.2.Uygun Enzim Uretim Ortamimi Belirleme Sonuclar

Denemesi yapilan enzim liretim ortamlarindan 1 numarali besiyerinde boya giderimi

ve enzim aktiviteleri yiiksek oldugundan dolay1 ¢aligmalarimiza bu komposizyon ile

devam edilmistir.

Grafik 3.1. Uygun enzim {iretim ortam grafigi
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3.3.Boyalarin Spekturum Taramasi

Boyalarm saf halde 0,02 g/L ve 0,04 g/L konsantrasyonlar da ¢ozeltilerin 700 nm-
200 nm araliginda spekturum taramalar1 yapildi. Yapilan bu taramalar sonucu her

boya i¢in maksimum absorbans veren dalga boyu tespit edildi.

Grafik 3.2. Direct Black 22 spekturum taramasi
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Grafik 3.3. Direct Brown 2 spekturum taramasi
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Grafik 3.4. Direct Orange 26 spekturum taramasi
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Tabo 3.1. Boyalarin spekturum taramasi

Boya Molekiilii Maksimum absorbans (nm)
Direct Black 22 496
Direct Brown 2 571
Direct Orange 26 494

3.4.Boyalarin Standart Grafiklerinin Olusturulmasi

Yontemler bolimiinde belirtildigi sekilde 0,4-0,2-0,1-0,05-0,025-0,0125-0,00625
mg/ml olacak sekilde hazirlanan boyalarin ¢ozeltilerinin, maksimum absorbans

verdikleri dalga boylarinda teker teker absorbanslar1 okundu.

Boylelikle elde edilen degerlerle absorbansla konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Bu

grafiklerin denklemleri de standart grafik denklemi olarak kullanildi.
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Grafik 3.5. Direct Black 22 standart grafigi
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Grafik 3.6. Direct Brown 2 standart grafigi
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Grafik 3.7. Direct Orange 26 standart grafigi
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3.5.Boyalarin Gideriminin Takibi

Enzim iiretim ortaminda bulunan boya miktarinin takibi i¢in gilinliikk olarak sivi
kiiltiirlerden 1’er ml aseptik kosullarda numune alindi. Alinan bu numuneler 16000

xg’de santrifiij yapildi.

Santrifiij yapilan numunelerin siipernetant kismi almarak her biri i¢in 6zgii dalga

boylarinda absorbanslar1 alindi.

Kor olarak sterilize edilmis sivi kiiltiir kullanildi. Sonug¢ olarak grafik 3.8., 3.9.,

3.10.’da belirtilen sonuclar elde edildi.
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Grafik 3.8. Direct Black 22 boya giderim grafigi
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Grafik 3.9. Direct Brown 2 boya giderim grafigi
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Grafik 3.10. Direct Orange 26 boya giderim grafigi
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Denemesi yapilan boyalarin biyogiderimi giin giin fotograflar ile takip edilmistir.
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Ekim Yapilabilecek 0.Giin 1.Giin 2 .Giin
Bovyuttaki Hiicreler
- |

11.Gin T 12.Gin 13.Gin 14.Gin

Sekil 3.3. Direct Black 22 boya giderimi
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Ekim Yapilabilecek 0. Giin 1. Giin 2. Giin
Bovuttaki Hiicreler

7. Giin 8. Giin 9. Giin 10. Giin

11. Giin 12. Giin 13. Giin 14. Gin

Sekil 3.4. Direct Brown 2 boya giderimi
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11.Giin 12.Giin 13.Giin 14.Giin

Sekil 3.5. Direct Orange 26 boya giderimi
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Sekil 3.6. Hiicrelerin Biyosorbsiyonu

3.6.Enzim Aktivite Grafikleri

Grafik 3.11. Direct Black 22 lakkaz aktivite grafigi
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Grafik 3.12. Direct Brown 2 lakkaz aktivite grafigi
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Grafik 3.13. Direct Orange 26 lakkaz aktivite grafigi

U/L

600

500

400

300

200

100

5 6 7 8 9 10 1

1 12 13 14

Zaman (Giin)




61

3.7. Sicakhik Optimizasyon Sonuclar

Azo boyalarmin Pleurotus ostreatus tarafindan parcalanmasmin sicaklik artisiyla
iligkisini belirlemek i¢in laboratuvar sartlarinda ii¢ farkli sicaklikta deney seti
kurularak sicakligm etkisi arastirildi. Farkli sicakliklar olarak 28 °C, 30 °C, 32 °C
secildi. Pleurotus ostreatus 28 °C de yetistigi i¢in bu sicakliklara yakin aralik tercih
edildi. Deney sonuglar1 degerlendirilirken sicaklik seviyeleri karsilastirildi. Elde
edilen sonucglar biyodegradasyon grafikleri ile gosterildi. Yapilan deneyler
sonucunda ii¢ farkli sicaklikta elde edilen verilere gore Pleurotus ostreatus’un
yetisme sicakligindan farkli bir sicaklik, azo boyalarinin pargcalanma miktarmin
azalmasini gostermistir. Yani en yiiksek verime 28 °C'de gergeklestirilen deney

sartlarinda ulagilmistir.

Grafik 3.14. Direct Black 22 sicaklik optimizasyon grafigi
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Grafik 3.15. Direct Brown 2 sicaklik optimizasyon grafigi

Konsantrasyon (g/L)

0,1
0,09
0,08
0,07
0,06
0,05
0,04
0,03
0,02
0,01

0

6 7 8 9 10 11 12 13 14
Zaman (Giin)

Grafik 3.16. Direct Orange 26 sicaklik optimizasyon grafigi
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3.8. Calkalama Hiz1 Optimizasyon Sonuclan

Sivi ortamda gerceklestirilen Pleurotus ostreatus’un azo boyalarin degredasyonun da

maksimum verim i¢in ¢alkalama hizi (rpm) sartlar1 belirlenmeye caligilmistir.

Literatiir taramas1 sonucu Pleurotus ostreatus ile yapilan baska calismalarda 125 rpm
optimum c¢alkalama hiz1 olarak belirlenmistir. Bu amagla 100 rpm, 125 rpm ve 150

rpm seg¢ilerek optimum rpm araliklari tercih edildi.

Elde edilen sonuclar biyodegradasyon grafikleri ile gosterildi. Yapilan deneyler
sonucunda maksimum enzim aktivite veriminin 125 rpm de gergeklestirilen deney

sartlarinda ulagildi.

Grafik 3.17. Direct Black 22 calkalama hizi (rpm) optimizasyon grafigi
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Grafik 3.18. Direct Brown 2 calkalama hiz1 (rpm) optimizasyon grafigi
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Grafik 3.19.

Direct Orange 26 calkalama hizi (rpm) optimizasyon grafigi
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3.9. Siv1 Kiiltiir Fermantasyon Sonuglarn

Sivi kiiltiir fermantasyonu, avantaj aga¢ endistiirisin de atik olan malzemeyi
kullanarak Pleurotus ostreatus ile azo boyalarinin giderimini gergeklestirdik.
Buradaki avantaj ise atik bir maddenin giderimini yine atik bir madde ile saglamis
olmamizdir. Deney seti olusturarak 25 pg, 50 pug, 75 pg ve 100 pg agac partikiillerini
tartarak enzim iretim ortamlarma aktarip pargalanmaya nasil etkisi olacagi
arastirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda maksimum enzim aktivite verimi 25 ug
olarak belirlendi. Elde edilen sonuglar biyodegradasyon grafikleri ile gdsterildi.
Kullanilan ekipman, kullanilan canli, azo boyanin parcalanmasi i¢in gerekli siire ve
benzer faktorler gbz Oniine alindiginda bu ydntem uygun bir yontem olarak

belirlendi.

Grafik 3.20. Direct Black 22 siv1 kiiltiir fermantasyonu optimizasyon grafigi
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Grafik 3.21. Direct Brown 2 sivi kiiltiir fermantasyonu optimizasyon grafigi
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Grafik 3.22. Direct Orange 26 sivi kiiltiir fermantasyonu optimizasyon grafigi
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3.10. Biyokiitle (Biyomas)Tayin Sonucu

Bir canli ortamdaki maddeyi rahat bir sekilde kullanip toksik etki gérmiiyorsa
biyokiitlesini arttirir. Ciinkii bu ortam onun i¢in elverisli bir yasam alanidir. Eger
toksik etki goriiyorsa canli toksik etkiyi metabolize edebilecek seviyede biyokiitlesini
sabitler. Denemelerimizde kullandigimiz mantar koloni hiicrelerinden her diizenek
icin 10 koloni hiicresi alip kuru agirliklarim tartarak canli hiicre miktarindaki artisa
baktik. Toplam 10 koloni hiicresinin kuru agirli 0,0137 g olarak tartilmistir. Bu 10

koloni hiicresi 14 giiniin sonunda toplam hiicre miktarindaki artis1 0,142 g olmustur.

Ug farkli azo grubu boyalarn iizerinde denemeler sonucunda hiicrelerin kuru agirhig
ise; Direct Black 22°de 0,128 g, Direct Brown 2°’de 0,114 g, Direct Orange 26’da
0,129 g olarak tartilmistir. Bunlar1 Yiizde(%) olarak verecek olursak, Direct Black
22 % 90.14, Direct Brown 2 %80.28, Direct Orange 26 %90.49 oraninda hiicre artis1

nicel olarak belirlenmistir.

3.11. Bradford Yontemi ile Total Protein Tayini Standart Grafigi

Grafik 3.23. Bradford yontemi ile total protein tayini standart grafigi
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3.12. Bradford Yéntemi ile Total Protein Tayin Sonucu

Pleurotus ostreatus’un yapilan deney sonucunda {i¢ farkli boya ortaminda ne kadar

protein iirettigi 14 giinliik takip sonucun da belirlenmis oldu.

Grafik 3.24. Direct Black 22 bradford yontemi ile total protein tayin grafigi
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Grafik 3.25. Direct Brown 2 bradford yontemi ile total protein tayin grafigi
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Grafik 3.26

. Direct Orange 26 bradford yontemi ile total protein tayin grafigi
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4. YORUM ve TARTISMA

Calismada kullanilan ti¢ farkli toksik azo grubu boyalarin spektrofotometrede hangi
dalga boylarinda pik verdiklerini ve boyanmn hangi spektrum araliginda olduklarmi
belirledik. Belirlenen dalga boylarinda ol¢iimler yaparak enzim iiretim ortaminda

Pleurotus ostreatus’un pargaladigi boya miktarlarin1 hesapladik.

Bu hesap boyalar1 tekstil fabrikalarmin desarj sularinin boya konsantrasyonuna gore
enzim tUretim ortamima ne kadar boya ilave edilmesi gerektigini baz almnarak

yapilmistir.

Literatiir taramalar1 sonucu ¢esitli enzim iiretim ortamlar1 deneyerek hangilerinde
daha fazla biyosorpsiyon ve biyodegradasyon olduklarini tesbit etmeye calistik.
Ancak bu se¢imi yaparken de boya giderim isleminin farkli besi ortamlarinda
birbirine yakin ¢ikma ihtimalini diisiinerek ¢aligmay1 yaparken de hangi ortamin

daha az maliyetli malzeme kullandigimizi da g6z 6niinde bulundurduk.

Enzim tiretim ortamimi belirlerken dort farkl icerik kompozisyonuna sahip ortamlar

kullandik. Bunlardan;

Birinci ortamda (Bkz. Grafik 3.1 de goriildiigii gibi) boya miktar1 1. giin 0,0997 g/L

konsantrasyona sahipken 7. giiniin sonunda 0,0054 g/L’ye diistiigli belirlenmistir.

Ikinci ortamda ise (Bkz. Grafik 3.1 de goriildiigii gibi) boya miktar1 1. giin 0,104 g/L
konsantrasyona sahipken 7. giiniin sonunda 0,0051 g/L’ye diistiigii belirlenmistir. Bu
ortamda karbon kaynagi olarak mannitol kullanilmaktadir. Bu nedenle bu ortami
kullanmamamizdaki neden mannitol’iin ¢6zlinmesinin glukoza gore daha yavas

oldugudur.
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Ugiincii ortamda ise (Bkz. Grafik 3.1 de goriildiigii gibi) boya miktar1 1. giin 0,0949
g/l konsantrasyona sahipken 7. gilinlin sonunda 0,1873 g/L’ye yikseldigi
belirlenmistir. Bu ortamda boya giderimi gozlenmedi ve ayni zamanda

kontaminasyon gerceklesti.

Dordiincii ortamda ise (Bkz. Grafik 3.1 de goriildiigii gibi) boya miktar1 baslangicta
0,0896 g/L konsantrasyona sahipken 7. giiniin sonunda 0,0759 g/L’ye diistiigii
belirlenmistir. Bu ortamda boya gideriminin ¢ok yavas ve ortama konulan malzeme

(Bkz. Tablo 2.7.) ¢cok fazla oldugundan tercih etmedik.

Bu deney sonucunda birinci ortam bizim ¢aligmalarimiz i¢in daha az maliyet ile

optimum verimi saglamistir.

Pleurotus ostreatus’un laboratuar ortaminda gelisimi ve stok olarak saklanabilmesi
icin Rose Bengal Agar1 (RBA) sectik. Rose Bengal Agarin 06zelligi icerisinde
antibiyotik bulundugundan bakteriler tarafindan kontaminasyon ihtimalini
disiirdiiglinden ve ayni zamanda Pleurotus ostreatusun hiflerinin RBA’da
gelisiminin daha iyi oldugundan bu stok besiyerini se¢tik. Potato Dekstroz Agarda
(PDA) kontaminasyon riski yliksek oldugundan dolayr bu besiyerini stok ortami

olarak tercih etmedik.

Denemesi yapilan boyalarin giin giin boya giderimine bakilarak; lakkaz, mangan

peroksidaz ve lignin peroksidaz enzimlerinin aktiviteleri takip edildi.

Enzim iiretim ortamlarindaki boyalarin boya giderimini yiliksekten diisiige dogru
karsilagtirdigimizda boya giderimi basglangigta Direct Black 22°de 100 ml de 0,01 g
boya varken 14.giiniin sonucunda 0,00286 g/ml kadar boya kalmistir. Direct Brown
2’de baslangigta 100 ml de 0,01 g boya varken 14.giiniin sonucunda 0,00203 g/ml
kadar boya kalmistir. Direct Orange 26’da baslangigta 100 ml de 0,01 g boya varken
14.glinlin sonucunda 0,00873 g/ml kadar boya kalmistir.
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Yaptigimiz caligmalarda giin giin takip edilen polifenol oksidaz (PPO), lakkaz, lignin
peroksidaz (LiP) ve mangan peroksidaz (MnP) enzimlerinin aktivite tayinlerinde

lakkaz enziminin aktivitesinde gozle goriliir bir sekilde degisiklik saptandi.

Boyalarin maksimum aktivite verdigi gilinler belirlendi. Direct Black 22 maksimum
lakkaz aktivitesi verdigi 7. giin 365 U/L’de boyanmn %97,1 kadar1 ¢oziinmiistiir.
Direct Brown 2 maksimum lakkaz aktivitesi verdigi 9. giin 415 U/L’de boyanin
%79,6 kadar1 ¢ozlinmiistiir. Direct Orange 26 maksimum lakkaz aktivitesi verdigi 13.

gilin 516 U/L’de boyanin %91,2 kadar1 ¢oziinmiistiir.

Denemelerimizde kullanacagimiz mantar koloni hiicrelerinin gelisimleri 250 ml’lik
erlenlerde gerceklestirilecegi i¢cin sabit 10 koloni hiicresi alarak c¢alismalari
gergeklestirdik. Bu hiicreleri 60 °C’de kurutarak bunlarin kuru agirliklarini tartip

canlt hiicre miktarindaki artis1 inceledik.

Kiitle artisindaki degisimler izlenmis olup Sekil 4.1.” de mevcuttur. Bu artisin 6nemi
ise eger bir canli ortamdaki maddeyi rahat bir sekilde kullanip da toksik etki

gormiiyorsa canli ortamda biyokiitlesini arttirarak yasamima devam eder.

Ciinkii bu ortam canli i¢in yasama uygun bir ortamdir. Bu da canlinin biyokiitlesini
cogaltmast ve protein miktarinin artmasi anlamma geldiginden ortamda bulunan

toksik maddenin parcalanmasi da o kadar ¢abuk gergeklesir.

Ancak canli biyokiitlesini arttrmayip sabit tutuyorsa ortamin toksiksitesi fazla
oldugundan biiyiime ve gelisme islemi i¢cin gerekli enerji saglayamadi i¢in canli
toksik etkiyi metabolize edebilecek seviyede biyokiitlesini sabitleyerek giderimi az

bir verimle gerceklestirir.
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: N
Direct Black 22 Direct Brown 2 Direct Orange 26

Sekil 4.1. Hiicrelerin farkli azo boyalardaki biyokiitle artisi

Hiicrelerin enzim iiretim ortamlarin da sicaklik optimizasyonu, c¢alkalama hizi
optimizasyonu, dogal besinini olan aga¢ pargalarmi kullanarak sivi  kiiltiir

fermantasyonu ve hangi enzimlerin biyodegradasyon da rol oynadiklar1 belirlendi.

Sicaklik optimizasyonunu, toksik boyalarin hangi sicaklikta daha iyi degrede
olduklarin1 ve hiicrelerin hangi sicaklik araliginda maksimum aktivite verdigini

belirlemek amaci ile yapildi.

Calkalama hiz1 optimizasyonu, erlenlerde bulunan enzim iiretim ortamlarinin
calkalama hizlarmi sabitleyerek oksijen transferinin hangi aralikta oldugunu

belirleyip maksimum enzim aktivite verimini arttirma amaciyla yapildi.



C.

74

Siv1 kiiltiir fermantasyon optimizasyonu, bu yontemin avantaji agac¢ endiistrisinde
atik olan malzemeyi kullanarak pargalamak istedigimiz azo boyalarini parcalayarak
atik bir maddenin giderimini yine bir atik madde ile saglamis olduk. Ayrica, enerji
olarak kullanabilecegimiz karbon kaynagmni aga¢ artiklarindan saglamis
oldugumuzdan glikoz olarak kullandigimiz karbon kaynagindan biraz daha tasarruf

etmis olduk.

Bir bagka yaklasim olarak da kullandigimiz aga¢ parcaciklari canlinin yani enzimin
dogal subsutrat1 oldugundan dolay1 bir gen indiiksiyonuna neden olarak ekspresyon
diizeyinin hizlanmasi ile genin daha fazla ¢alisacagi diisliniilmiis verimin artmasi

saglanmigtir.

Enzimler sicaklik arttikca veya azaldikca katlanmalari de§ismeye yani agilmaya
baslar. Primer yapidaki amino asit zincirleri birbirinden uzaklagsmaya baslar. Ciinkii
hidrojen baglarinin, van der waals baglarinin, dipol-dipol etkilesimlerin, iyon-dipol
etkilesimlerin, iyonik etkilesimlerin hepsinin bag yapabilmesi ve birbirlerinin
arasinda etkilesim olabilmesi i¢in enerji thtiyacinin olmasi gerekir. Ancak bu enerji
ithtiyaci 1s1 tarafindan verildiginden dolay1 protein artik bag yapma istegini ortadan
kaldirmaya baslar. Ortamin 1sinmasiyla da enerjiye gerek kalmadi i¢in amino asitler

birbirinden uzaklagsmaya baslar.

Acildikca aktif merkezde gorev alan amino asit rezidiileri yani amino asitlerin R
gruplart birbirlerinden uzaklasir ve substrati doniisiime ugratma mekanizmasi

zayiflamaya ve gecikmeye baslar bu durumda aktivite diiser.

Ancak burada proteinin tamami ile denature oldugu anlamima gelmiyor katlanmalarin
acilmasi anlamina geliyor. Ciinkli denatlirasyon en son asamadir ve bu asamaya
gelen protein artik geri kullanilamaz. Bu islemde sicaklik artmasiyla proteinin
konformasyonunun bozulmas1 sonucu aktivitesini tam yerine getiremeyecek diizeyde

etkilenir. Konformasyonel bozulmadan 6tiirii de aktivite azalir.
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Boya giderimi olur ama %100 aktivite ile gerceklesmediginden boya giderimi biraz

daha az gézlemlenir.

Boya giderimin de sorumlu olan bazi mekanizmalar vardir. Bu mekanizmalarin
etkilenmesi sonucu biyodegradasyon durur veya azalir. Bu mekanizmalarin basinda
RNA polimeraz enzimi gelir. Bu enzim boya gideriminden sorumlu olan
mekanizmaya ait olan enzimin gen bdlgesini transkripsiyonunu sagladigindan
sicaklik degisimlerinde sistem zarar goriir yani enzimlerin ve proteinlerin sicakliklar1
28 °C ise bunun tlizerindeki bir sicaklikta biitiin sistem durur. Biyodegradasyon i¢in

gerekli enzim iireten genler ¢calismadigindan aktivite durur veya yavaglamaya baslar.

Biyosorpsiyon i¢in ise hiicre kanal proteinleri olan tasiyr proteinlerin optimum
calisma sicakliklar1 vardir. Farkli bir sicaklik bu proteinlerin yapisinda degisiklige
neden olabilir. Ayrica farkli bir sicaklik beklide kanalin yapisin1 bozacagindan por
capi kiigiilterek boya gecemesini engelleyecek veya por da boyayr tanimasi i¢in
gerekli ve hiicre yiizeyinde olan glikozaminoglikanlarin yapist bozulacak bu
durumda sicaklik yiikselince biyosorpsiyon elemanlar1 da etkilenmis olacak ve bu

durumda biyosorbsiyonda yavaslamaya baslayacak.

Sicaklik diger bir etkisi de artinca gazlarm sudaki ¢oziiniirliigiinii azaltmasidir. Bu
durumda gaz sudan havaya gecer. Dolayisiyla ortamda oksijen olmadiginda enzim

aktivitesini gdsteremez. Boylelikle biyodegradasyon azalir.

Baska bir acidan baktigimizda ise sicakligin artmasi ile ortamda bulunan oksijenin
uzaklasmas1 sonucunda ortamda H' yogunlugu fazlalasir ve pH diiser. Bu durumda

asidik deger arttigindan hiicre oliir.

Yaptigimiz ¢aligmalarda sistematik hata ile karsilastik 32 °C deki ortamu her tiirlii
olasiliklar1 gbzden gecirerek tekrar tekrar yaptik ancak yinede kontaminasyon
gozlendi bu durum bize boyanin kimyasal 6zelliginden kaynaklana bilecegini

gosterdi.
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Bazi boyalarin kimyasal 06zelligi bazi bakterilerin gelisimini engeller. Zaten
boyalarin azo gurubu boyalar toksik boyalardir. Mantarlar bu boyalara kars1 direng
gosterebiliyor ancak bazi bakteriler direng gosteremiyor. Kullandigimiz Direct
Brown 2 ve Direct Orange 26 boyalarinda 32 °C kontaminasyon gozlendi (Bkz. Sekil
4.2.). Bu boyalarin bakteriye kars1 toksisitesi daha az oldugundan sicaklik arttik¢a
bakterinin sicaklik ile boliinme sayis1 fazlalagacagindan daha ¢cabuk ¢ogalmistir. Bu

nedenle ortami kontamine etmistir. Bu durum tamamen boyanin kimyasal 6zelligi ile

alakalidur.

Sekil 4.2. Bazi1 azo gurubu boyalarin 32 °C sicakliktaki kontaminasyonu

Bu nedenle Boya degredasyonu ve biyosorpsiyonu agisindan biz 28 °C de olmasina

karar verdik.
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