T.C.
INONU UNIVERSITESI

FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

YENI iZOLE EDILMIiS BJERKANDERA ADUSTA’NIN Mn PEROKSIDAZ
URETIM VE BOYAR MADDE RENK GiDERIM YETENEGININ
ARASTIRILMASI

ARIFE ATIK

YUKSEK LiSANS TEZi

BiYOLOJi ANABILIM DALI

MALATYA

EKIM 2018



Tezin Bagh@: Yeni izole Edilmis Bjerkandera adusta’nin Mn Peroksidaz Uretim ve
Boyar Madde Renk Giderim Yeteneginin Arastirilmasi

Tezi Hazirlayan: Arife ATIK

Sinav Tarihi:

Yukarida ad1 gegen tez jiirimizce degerlendirilerek Biyoloji Anabilim Dalinda
Yiiksek Lisans Tezi olarak kabul edilmistir.

Sinav Jiiri Uyeleri

Tez Danismani : Prof. Dr. Ozfer YESILADA ~ cereeeeeeeieeeeeneennns

Prof. Dr. Birgiill OZCAN  iiiiireveeeeneenneeenenns

Dogc. Dr. Emre BIRHANLI  iiiiiiiiieeieeenennennns

Inénii Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Onay1

Prof. Dr. Halil ibrahim ADIGUZEL
Enstiti Muduri



ONUR SOZU

Yiiksek Lisans tezi olarak sundugum “Yeni izole Edilmis Bjerkandera
adusta’min Mn Peroksidaz Uretim ve Boyar Madde Renk Giderim Yeteneginin
Arastirllmasi1” baglikli bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykir diisecek
bir yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigmi ve yararlandigim biitiin
kaynaklarin, hem metin i¢inde hem de kaynakg¢ada yoOntemine uygun bigimde
gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Arife ATIK



OZET
Yiiksek Lisans Tezi

Yeni izole Edilmis Bjerkandera adusta’nin Mn Peroksidaz Uretim ve Boyar Madde
Renk Giderim Yeteneginin Arastirilmasi

Arife ATIK
Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dali
58 + xi sayfa
2018
Danisman: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Bu calismada yeni izole edilmis beyaz ciiriik¢iil fungus olan Bjerkandera
adusta’nin peroksidaz {iretim ve renk giderim aktivitesi ¢esitli kosullarda
aragtirilmugtir. Ik olarak, mangan kaynag: olarak MnSOy iceren SDA ortamlarinda
peroksidaz aktivitesi test edilmistir. Fungus tiremesi kahverengi renk olusumuna
neden olmustur. Kahverengi renk olusumunun funguslarin mangan peroksidaz
aktivitesine bagli oldugu belirtilmistir. Ayrica, sivi ve kati faz fermentasyonu
kosullarinda turp peroksidazina benzer aktivite saptanmigtir. Bu fungusun ham kiiltiir
filtratinin, Reaktif Mavi 171 renk giderim aktivitesi gosteren peroksidaz enzimine
sahip oldugu gosterilmistir. Ham enzim kaynagi 4-50 °C ve pH 2.6-4.5 araliginda
yiiksek peroksidaz aktivitesi gostermistir. Bu fungusun Reaktif Mavi 171 (RB 171),
Indigo Karmin, Remazol Brilliant Mavi R, Astrazon Mavi ve Astrazon Siyah gibi
cesitli boyalara kars1 renk giderim aktivitesi de arastirilmistir. Bjerkandera adusta
kesikli kosullarda biitiin boyalarin rengini giderebilmistir.

Fungus pelletleriyle steril olmayan kosullarda ¢esitli boyalarin renginin giderimi
de calisilmis ve fungal pelletlerin kullanilan tiim boyalarin rengini giderebildigi
gosterilmigtir. Pelletlerin  renk giderim aktivitesinin uzunlugu tekrarli kesikli
kosullarda da arastirilmistir. Pelletler tekrarli kesikli deneylerde RB 171 igin 30
dakika ve diger boyalar i¢in 24 saat bekletme siiresinde en az 3 kez kararli kalmistir.
Ayrica, bu pelletler tekrarli kesikli kosullarda yiiksek boya renk giderim aktivitesi
gostermistir. Pelletler steril olmayan kosullarda da boya renk giderim aktivitesi
gbstermis ve bu aktiviteyi korumustur. Sterilizasyon ve steril ortamin kullanimi
pratik olmadigindan steril olmayan kosullarda renk gideriminin biiyiik 6nemi vardir.

ANAHTAR KELIMELER: Boya renk giderimi, Fungal pelletler, Peroksidaz, Beyaz
curiikciil fungus



ABSTRACT
Master Thesis

Investigation of Mn Peroxidase Production and Dye Decolorization Ability of Newly
Isolated Bjerkandera adusta
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58 + xi pages
2018
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In this study, peroxidase production and dye decolorization activity of the newly
isolated white rot fungus Bjerkandera adusta were investigated under various
conditions. Firstly, its peroxidase activity was tested on SDA media containing
MnSQ, as manganese source. Fungal growth caused brown color. It was stated that
the formation of brown color was due to the manganese peroxidase activity of the
fungi. Moreover, horseradish peroxidase like activity was determined during liquid
and solid phase fermentation conditions. It was shown that crude culture filtrate of
this fungus possess peroxidase enzyme with Reactive Blue 171 dye decolorization
activity. This crude enzyme source showed high peroxidase activity at 4-50 °C and
pH 2.6-4.5. The dye decolorization activity of this fungus against various dyes such
as Reactive Blue 171 (RB 171), Indigo Carmine, Remazol Brilliant Blue R, Astrazon
Blue and Astrazon Black was also investigated. Bjerkandera adusta could decolorize
all of the dyes under batch conditions.

Decolorization of various dyes by fungal pellets was also studied under non-
sterile conditions and it was shown that fungal pellets could decolorize all the dyes
used. The longevity of decolorization activity of the pellets was also investigated
under repeated-batch conditions. The pellets were stable at least for three times with
residence time of 30 min for RB 171 and 24 h for the other dyes, during repeated-
batch experiments. Moreover, these pellets had high dye decolorization activity
under repeated-batch conditions. The pellets showed and maintained the dye
decolorization activity under non-sterile conditions. Because it is unpractical to use
the sterilization and sterile medium, decolorization under non-sterile conditions has
great value.

KEYWORDS: Dye decolorization, Fungal pellets, Peroxidase, White rot fungus
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1. GIRIS
1.1. Beyaz Ciiriikciil Funguslar

Funguslar besinsel degerleri ve sentezledikleri saglik agisindan Onemli
metabolitlerden dolayr uzun yillardir ilgi cekmektedir. Bunun yani sira, endiistriyel
uygulamalardaki potansiyel yonleriyle de 6ne ¢ikan 6nemli biyolojik sistemlerdir
[1]. Funguslarin biyolojik iyilestirme (biyoremediasyon) ajani olarak da onemli

potansiyeli bulunmaktadir [2].

Funguslar arasinda ¢iiriik¢iil funguslardan olan beyaz ¢iirlik¢iil funguslar
biyoteknolojik acidan biiyiik bir neme sahiptirler [3]. Basidiomycetes sinifina dahil
olan beyaz ciiriikk¢iil funguslar, odunsu dokular1 (seliilloz, hemiseliiloz ve lignin)
besin kaynagi olarak kullanarak agaclarda ¢iiriimeye neden olur ve ligninolitik

aktiviteleri sonucu iiredigi kisimda beyaz renk olusumuna yol agar [4].

Beyaz ciiriik¢iil funguslarin giiclii bir karbon ve enerji kaynagi olan seliiloza
ulagabilmeleri i¢in oncelikle kompleks ve heterojen aromatik biyopolimer olan sert
yapidaki lignin tabakasini agmasi gerekir [5]. Bu funguslar lignini yikmak ig¢in
ozgiilliikkleri diisiik olan ve gii¢lii oksidatif aktivite gosteren c¢esitli hiicre dis
enzimleri kullanirlar [6]. Beyaz g¢iiriik¢iil funguslarin ligninin yikimmdan sorumlu
olan, kendilerine 06zgli karakteristik enzim sistemleri vardir ve sekonder
metabolizmalar1 esnasinda iiretilen hiicre disi oksidatif enzimlerine lakkaz ve
peroksidaz enzimleri O6rnek verilebilir. Bunlar arasinda lignin peroksidaz (LiP),
mangan bagimli peroksidaz (MnBP), mangan bagimsiz peroksidaz (MnBsP) ve
lakkaz (Lac) enzimlerini sayabiliriz [7]. Bu enzimlerin substrat 6zgiilliikleri disiik
oldugundan, bu funguslar ligninin yan1 sira farkli ksenobiyotikleri ve kirleticileri de

yikabilmektedir.
1.2. Beyaz Ciiriikciil Funguslarin Uygulama Alanlari

Beyaz ciiriik¢iil funguslarla o6zellikle ¢evre biyoteknolojisi agisindan yogun
aragtirmalar yiritilmektedir. Funguslar odundan lignin giderimi, boyar madde renk
giderimi ve atiksularin biyolojik iyilestirilmesi ¢alismalarinda biyolojik sistem olarak

kullanilmaktadir. Bunun yani sira ozellikle son yillarda funguslarin aromatik



maddeler veya ksenobiyotik maddelerin aritiminda ve yikiminda kullanimi {izerine

yogun arastirmalar vardir [8-16].

Beyaz ciiriik¢iil funguslarin biyoteknolojide uygulamalarimin bir kismini

asagidaki gibi 6rneklendirebiliriz:

a)
b)
c)
d)
€)
f)
9)
h)
i)
)
k)

1)

Medikal etkiler [1]

Biyolojik kagit hamuru tiretimi [17]

Biyolojik beyazlatma [18]

Ksenobiyotiklerin biyolojik iyilestirilmesi [8, 9]
Poliaromatik hidrokarbonlarin yikimi [10]
Boyar madde yikimi [14, 15]

Enzim tiretimi [3, 19-21]

Agir metal giderimi [22]

Atik sularin biyolojik iyilestirilmesi [11, 23-25]
Biyoyakit tiretimi [26]

Sentezledikleri enzimlerin nanobiyoteknolojide biyosensor olarak kullanimi
[27, 28]

Bitkisel kiitleden lignin giderimi [29]

1.3. Bjerkandera adusta

Calismada kullanilan Bjerkandera adusta (B. adusta), Meruliaceae ailesine dahil

bir beyaz ciiriik¢iil fungustur. Fungusun 1800°lii yillarda Petter Adolf Karsten

tarafindan Bjerkandera adusta olarak adlandirilmasi giiniimiizde de kabul goéren
bilimsel adidir [30].

B. adusta’nin giiniimiizde kabul goren sistematigi asagidaki gibidir:

Alem: Fungi

Filum: Basidiomycota
Smif: Basidiomycetes
Ordo: Polyporales
Familya: Meruliaceae
Cins: Bjerkandera

Tiir: Bjerkandera adusta



B. adusta, dogada, genellikle kurumus aga¢ ve kiitiikler iizerinde gozlenir (Sekil
1.1).

Sekil 1.1. B. adusta’nin goriintiisii

B. adusta, diger birgok beyaz c¢iriik¢lil fungus gibi salgiladigi ligninolitik
enzimleri (lakkaz, lignin peroksidaz, mangan peroksidaz gibi) sayesinde lignin yikim
ve mineralizasyonunda rol oynar [3]. Ligninolitik enzimler, boya ve tekstil atik
sularinda renk gideriminin saglanmasiyla da c¢evre kirliliginin 6nlenmesine katkida

bulunmaktadirlar [31, 32].

B. adusta ile biyolojik iyilestirme, tarim ve endiistrinin sebep oldugu pestisit,
toksik ksenobiyotikler, poliaromatik hidrokarbonlar (PAHs) ve klorofenoller gibi

cevre kirleticilerinin biyoaritimina yonelik ¢alismalar da yapilmaktadir.

Funguslarin ligninolitik enzimleri liretme kabiliyetleri, fungus tiirleri hatta suslari
arasinda bile degiskenlik gostermektedir. Bu nedenle B. adusta ile yapilan
caligmalarda da farkli enzimatik aktiviteler goriilebilmektedir [33]. Ayrica kiiltiir
kosullarinin  B. adusta tizerinde lakkaz {iretim yetenegini degistirdigi de
bilinmektedir. B. adusta ile yapilan galismalarda, Tripathi vd. statik kosullarda

yiiksek besinli ortamda olduk¢a az lakkaz aktivitesi gozlemlemisken, Kaal vd.
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ortama farklt miktarlarda eklenen besin kaynagina ragmen lakkaz aktivitesi
saptanmadigin1 rapor etmislerdir [3, 33]. Bununla birlikte, Mtui vd. biyolojik
kontaktor kullanarak B. adusta ile yaptiklar1 ¢alismada 50 U/mL lakkaz aktivitesi
saptadiklarini rapor etmislerdir [34].

1.4. Ligninolitik Enzimler

Bu enzimler, lignini ve gesitli kimyasal yapilar1 yikabilen 6zgiil olmayan
sistemlerdir. Bu enzimlerin disiik substrat o6zgilliikleri ¢esitli  bilesikleri

oksitleyebilmelerini saglar.
1.4.1. Lakkaz

Lakkazlar (Lac, E.C.1.10.3.2; p-difenol:oksijen oksidorediiktaz) ¢oklu bakir
bolgeleri bulunan hiicre dis1 glikoprotein yapida oksidorediiktaz enzimlerdir. ilk kez
1883’ de Yoshida tarafindan Rhus vernicifera 6zsuyundan elde edilmistir [35].
Lakkaz molekiilii, tic redoks bolgesine dagilmis monomer basinda genellikle dort
bakir atomu igerir [27]. Katalitik aktivite gosterebilen bakir baglanma bolgelerindeki
bakir iyonlart 1s1k emilimi bakimindan birbirlerinden farklidir. Lakkaz enzimleri
farkli spektrofotometrik yapida bakir iyonuna (Tip 1, Tip 2 ve Tip 3) sahip

olduklarindan ¢oklu bakir iceren mavi proteinler olarak siniflandirilirlar [36].

Lakkazlar, diisiik substrat oOzgiilliikklerine bagli olarak ¢ok c¢esitli difenolik
bilesiklerin oksidasyonlarin1 katalizlemektedirler. Coklu-bakir igeren lakkaz
enzimleri, molekiiler oksijeni kullanarak aromatik olan ve olmayan c¢esitli
bilesiklerin oksidasyonunu saglarlar [37]. Lakkaz enzimlerinin oksidasyon
potansiyelini arttiran sentetik araci (mediator) substratlar1 vardir ve bunlar arasinda
ABTS, siringaldazin, dimetoksifenol (DMP) ve hidroksibenzotriazol (HBT) basta
gelmektedir [27]. Bu enzimler substrattan dort elektronu bir oksijen molekiiliine

transfer ederek oksijenin suya indirgenmesini saglarlar.

Yapilan ¢alismalarda; funguslar, bitkiler ve bakterilerden lakkaz enziminin izole
edildigi  gosterilirken, biyoteknolojik uygulama alanlarinda fungal lakkaz
kullanimiin yayginligi gbze carpmaktadir. Funguslar igerisinde ise en ¢ok beyaz
cliriikeiil funguslarda lakkaz bulunmaktadir [38]. Beyaz ciiriik¢iil funguslardan elde
edilen lakkazlarin pek ¢ogu 55-85 kDa molekiil agirhiginda ve yaklasik 500



aminoasitten olusmaktadir. Lakkaz enziminin optimum pH aralig1 3.0-7.5; optimum
sicaklik aralig1 ise 48-80°C arasinda degisiklik gostermektedir. Lakkaz enziminin

optimum pH degeri kullanilan substrata gore de degismektedir [39].
Lakkaz enziminin endiistriyel ve biyoteknolojik kullanim alanlar1 arasinda;

a) Atik su aritimi [40, 41]

b) Gida endiistrisi [27, 42]

c) Kagit ve kagit hamuru endiistrisi [43, 44]

d) Nanoteknolojide biyosensor [41, 45]

e) Biyolojik iyilestirme-biyoremediasyon [11, 46-48]
f) Kozmetik [49]

g) Ksenobiyotiklerin biyoremediasyonu [50]

h) Kot kumasinin beyazlatilmasi [51] sayilabilir.

1.4.2. Lignin Peroksidaz

Lignin peroksidaz (LiP, EC 1.11.1.14) ligninaz olarak da bilinmektedir. Ik kez
P. chrysosporium un sinirlt azot kaynagi igeren besiyerinde iiretimi ile kesfedilmis

olan hiicre dis1 bir enzimdir [52].

Lignin peroksidaz, glikoprotein yapisindadir ve yaklasik olarak molekiiler
agirhgr 40 kDA’dir. Bu enzim, oksidatif lignin yikimini tek elektron aktarimiyla
gerceklestiren  hidrojen  peroksit  (H,O;) bagimli  bir enzimdir. Klasik
peroksidazlardan farki ise, elektron yoniinden zengin aromatik lignin bilesiklerinin

oksidasyonunu ger¢eklestirmesidir [53].

Lignin peroksidaz veratril alkolii veratraldehite oksitlemesiyle de bilinmektedir.
Veratril alkoliin kiiltiir ortamina eklenmesinin, LiP iiretimini arttirdigr ve fazla
miktarda H,O’ nin ortamda bulunmasinin bile LiP aktivasyonunu engelleyemedigi
rapor edilmistir [54]. Dolayisiyla veratril alkoliin bir¢ok substratin oksidasyonunda
yararli ya da zorunlu bir kofaktor oldugu s6ylenebilir [55]. Ayrica ligninaz kararlilig

veratril alkol varliginda artmaktadir [56].

Beyaz ciiriik¢iil funguslarin bir kisminda lignin peroksidaz varligi rapor
edilmistir. Bu funguslara P.chrysosporium, T. cervina, T. versicolor ve Bjerkandera
sp. ornek verilebilir [16, 57]. Cesitli calismalarda LiP’nin dayanikli aromatik
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bilesikleri mineralize edebildigi ve polisiklik aromatik hidrokarbonlari okside

edebildigi gosterilmistir [58, 59].
1.4.3. Mangan Peroksidaz

Mangan peroksidaz (MnP, EC 1.11.1.13) ilk kez P. chrysosporium’da
bulunmustur [60]. Ekstraselliiler glikoprotein olan bu enzimler demir protoporfirin
IX (hem) grubu igerirler. MnP izoenzimlerinin molekiiler agirliklar1 40-50 kDa

arasinda degismektedir [61, 62]. Yani ¢esitli izozimleri vardir.

Bu enzim adini, ortamda H,O, varliginda mangan1 kofaktér olarak
kullanmasindan almaktadir. MnP’ler, mangan iyonlari ile indiiklenip Mn*"’yi Mn**’e
oksitleyerek ligninin ve fenolik lignin polimerlerinin  oksidasyonunu ve
depolimerizasyonunu saglamaktadirlar [63]. Birgok beyaz ¢iiriik¢iil fungusun da bu

enzimi Urettigi rapor edilmistir [13, 61, 64, 65].

MnP’in Katalizledigi reaksiyon H,O, ve Mn2+’ya bagimhdir. H,O, ve organik
peroksitin dogal ferrik enzime baglanmasi sonucunda Demir-peroksit kompleksinin
olusumu ve hem grubundan 2 elektron transfer ile peroksit oksijen-oksijen baginin
kirilmasi sonucunda MnP I (Fe** -oksoporfirin radikal kompleksi olusumudur. Bu
siirecte bir su molekiilii meydana ¢ikar. Sonraki siiregler MnP 11 (Fe**- oksoporfirin
kompleksi) ile yiiriir. Siire¢lerde Mn®" elektron verici olarak rol oynar ve Mn**
olusur. Dongiiniin biitiiniinde dogal enzim tekrar olusur [61]. Yani siirecin biitiiniinde
okside olan MnP I ve MnP II yer alir. MnP I esas olarak Mn®*yi Mn***e oksitlerken
MnP II’de fenolik bilesiklerin oksidasyonunu saglar.

MnP enzimi aromatik hidrokarbonlar ve boyar maddeler gibi gesitli maddeleri,

diisiik substrat 6zgiilliigline bagl olarak yikabilmektedir [66-68].
1.4.4. Turp Peroksidazina Benzer Peroksidaz

Turp peroksidazi (HRP, Horseradish peroksidaz) substrat olarak o-dianisidine
gibi substratlar1 oksitleyebilen tipik bir bitki peroksidazidir. Turp peroksidazina (TP)
benzer katalitik aktivite gosteren hiicre disi peroksidaz aktivitesi birgok fungusla
yapilan ¢alismada da rapor edilmistir. Bjerkandera adusta CCBAS 930 (R59) susu
ile yapilan ¢aligmalarda peroksidaz aktivitesine bagli olarak antrakinonik boyalar,

daunomisin, hiimik asit ve lignin gibi kompleks bilesiklerin renk giderimi ve yikimi
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bildirilmistir. Bunun TP benzeri bir aktive oldugu vurgulanmaktadir. 2005 yilinda
daunomisinin renginin giderimi ile ilgili bir calismada TP benzeri aktivitenin diisiik
de olsa farkli kiiltiir kosullarinda varligi rapor edilmistir [69]. Daunomisin renk
gideriminin peroksidaz degisimine ya da artisina bagh oldugu, 2006 yilinda yapilan
bir ¢alismada belitilmistir [70]. Yine, 2008 yilinda yapilan bir ¢aligmada da lignin ve
hiimik asitin renk gideriminde ekstraseliiler aktivitenin 6nemi vurgulanmistir [71].
Benzer olarak, RBBR ve Poly-R gibi antrakinonik boyalarin renk gideriminde TP
benzeri peroksidazin etkin rol oynadigi da bildirilmistir [72]. Yabanil ve mutant
Bjerkandera adusta CCBAS 930 (R59) suslarinin enzim aktivitelerinin
karsilastirildigr 2014 yilinda yapilan bir ¢calismada, boyar madde i¢cermeyen kiiltiir
ortamlarinda hem yabanil hem de mutant susta TP benzeri ve mangan bagiml
peroksidaz aktivitesi saptanamamistir. Boyar madde iceren kosullarda ise dikkat
¢eker diizeyde enzim aktiviteleri elde edilmistir [73]. Mikroskobik funguslarla
yapilan diger bir ¢alismada da endiistriyel ligninin (%0.2) yikiminda TP benzeri bir

aktivitenin varlig1 rapor edilmistir [74].
1.5. Boyar Madde

Bir materyale kendiliginden veya uygun reaksiyon maddeleri araciligiyla renk
veren maddelere "boya" denir. Renkli organik bilesikler kromofor gruplar tasirlar.
Isigin absorblandigr dalga boyu kromoforik ve oksokrom bilesenlerine gore
degismektedir. Boyar maddeler ¢esitli 6zelliklerine gore (koken, kimyasal ve fiziksel
ozellikler, ¢oziintirliikk ve boyama 6zellikleri gibi) gore siniflandirilabilirler (Cizelge

1.1).



Cizelge 1.1. Boyar Maddelerin Cesitli Ozelliklerine Gére Siniflandirilmasi [75]

Boyar Maddelerin Simiflandirilmasi

Coziiniirliiklerine Gore

Kimyasal Yapilarma Gore

Boyama Ozelliklerine Gore

*Suda ¢Oziinen boyar

maddeler

- Anyonik

- Katyonik
- Noniyonik

*Suda ¢6ziinmeyen boyar

maddeler
- Substratta ¢6ziinen

-Organik ¢oziiciilerde

¢Oziinen

-Gegici ¢oziiniirliigii olan
-Polikondenzasyon
-Elyaf iginde olusturulan

- Pigmentler

*Azo boyar maddeler

*Nitro ve nitrozo boyar

maddeler
*Polimetin boyar maddeler
*Arilmetin boyar maddeler

*Aza (18) annulen boyar

maddeler
*Karbonil boyar maddeler

*Kiikiirt boyar maddeler

* Kiipe boyar maddeleri
*Direkt boyar maddeler
*Reaktif boyar maddeler
*Dispers boyar maddeler
*Asit boyar maddeler

*Bazik boyar maddeler

1.6. Boyar Maddelerin Renk Giderim Metotlar:

Boyalarin ¢ogu sentetik olup, bu boyalar tekstil sanayinin bir¢ok alani, deri

tabaklama, kagit tiretimi, gida teknolojisi, tarimsal arastirmalar, fotoelektrokimyasal

hiicreler, sag boyast gibi birgok endiistriyel alanda kullanilmaktadir [76, 77].

Boya Sanayicileri Dernegi, BOSAD’1n bildirdigine gore, kiiresel boya pazarinin

biiyiikliigii, gliniimiizde 130 milyar dolara ulagsmistir ve diinya boya iiretimi bugiin 51

milyon ton civarinda gerceklesmektedir [78]. Diinya ¢apinda yillik olarak 7x10° ton

ve yaklasik 10000 farkli boya ve pigment iiretilmektedir [79]. Uretilen boyalarin {icte

ikisi tekstil sektoriinde kullanilmaktadir. Tiirkiye diinya pazarinin yaklasik %2’sine
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sahiptir ve 2014’de Tiirk boya ve hammaddeleri sektoriinde yaklasik 903 bin ton

tiretim olusmustur [78].

Diinyada her yil 80000 tondan daha fazla reaktif boya liretilmekte ve tekstil
boyamasinda kullanilmaktadir [80]. Tekstil endiistrisinde boyalarin karistigi atik
suyun her yi1l en az 280 ton oldugu rapor edilmistir [77].

Tekstil endiistrisinde kullanilan azo boyalar, boyalarin %60-70’lik kismini
olusturan en genis gruptur. Azo boyalarin, anaerobik yikimi sonucunda toksik ve

karsinojenik etkilerinin ortaya ¢iktig1 bilinmektedir [81, 82].

Boyar madde ve tekstil endiistrisinden olusan atik sular, 6nemli derecede cevre
kirliligi problemlerini beraberinde getirmis ve dolayisiyla ¢evre sagligini tehdit eder
hale gelmistir. Bu nedenle atik sularin aritimi ve renk giderimi arastiricilarin ilgisini

¢ekmektedir.

Boyar maddelerin gideriminde fiziksel, kimyasal ve biyolojik metotlar
kullanilabilmektedir (Cizelge 1.2).

Cizelge 1.2. Boyar Maddelerin Renk Giderim Metotlar1 [82, 83]

Boyar Maddelerin Renk Giderim Metotlar

Fiziksel Yontemler Kimyasal Yontemler Biyolojik Yontemler
- Adsorpsiyon - Oksidasyon - Aerobik yontem
(Beyaz ciiriikgiil

- Membran filtrasyonu | - H202-Fe(ll) tuzlari (Fenton funguslar dahil

ayiract) mikroorganizmalar)
- Iyon degisimi )

Ozon - Anaerobik yontem

- Radyasyon - Fotokimyasal yontem

- Biyosorpsiyon

- Sodyum hipoklorit (NaOCI) (Beyaz ¢iiriikgiil
funguslar dahil

- Elektrokimyasal yontem cesitli organizmalar)

- Kimyasal floklastirma ve
¢oktlirme yontemi




Kimyasal ve fiziksel yontemlerin biyolojik yontemlere gore cesitli dezavantajlari
bulunmaktadir. Biyolojik yontemlerin 6zellikle 6zgiil biyolojik yontemlerin ¢evre
dostu uygulamalar oldugu bilinmektedir. Biyolojik yoOntemler igerisinde de
uygulamaya gére dezavantajli olanlar bulunmaktadir. Ornegin boyar maddelerin
yikima karst direngli dizayn edilmeleri aktif ¢amur sisteminin boyar maddelerin
iyilestirilmesinde yetersiz kalmasina yol agmaktadir. Yine, azo boyar maddelerin
anaerobik siire¢le biyolojik yikimi sonucunda aromatik aminlerin olugmasi ciddi bir
problemdir. Ciinkii aminler sitotoksik, mutajenik ve/veya karsinojenik ozellikler
gosterebilmektedir. Bu sorunun anaerobik uygulamadan sonra aerobik bir

uygulamanin yapilmastyla asilabilecegi belirtilmektedir.

Biyosorpsiyon ise kullanilan biyokiitleye herhangi bir maddenin adsorbsiyonu ve
bunun sonucunda uzaklastirilmas1 olarak ifade edilebilir. Canli veya oli
organizmalar bu amagla kullanilabilmektedir. Tekstil atiksularinin farkli icerikleri ve
boyalarin gesitliligi mikrobiyal renk giderimini etkilemektedir. Boyar madde renk
giderimi/yikimi1 mikroorganizmaya ve boyar maddeye bagli olarak degismektedir.
Boyar madde igeren atiksuyun toksikligi de ayrica bir problemdir. Bu agilardan

biyosorpsiyon uygulamalari da boyar madde giderimi igin test edilmektedir [83-86].
1.7. Funguslarla Boyar Maddelerin Renginin Giderimi

Fiziksel ve kimyasal yontemlerin dezavantajlari ve geleneksel biyolojik
yontemlerin yetersiz kalmasindan dolayr boyar madde yikiminda kullanilabilecek
alternatif mikroorganizmalar ve enzimler test edilmektedir. Biyolojik aritimda
hedeflenen sonuca yani etkin renk giderimine ulagmak i¢in Oncelikle uygun
mikroorganizmay1 saptamak gerekmektedir. Beyaz ¢iiriikk¢iil funguslarin boyar
madde renk gideriminde kullanilabilecek etkili organizmalar oldugu bildirilmektedir.
Bu funguslarin lakkaz ve peroksidaz enzimleriyle pek ¢ok ksenobiyotigi yikabildigi
bilinmektedir.  Funguslar ve enzimlerinin genis substrat  ozgillikleri
biyoremediasyonda etkili olmalarin1 saglamaktadir. Bu 6zelliklerine bagl olarak da
literatiirde pek c¢ok boyar maddenin rengini giderebildiklerini gosteren ¢aligmalar
mevcuttur. Arastirmalar 6zellikle etkili boyar madde renk giderimi yapan beyaz
curiik¢iil fungus suslarinin saptanmasi1 ve bu amagla kullanilmasi iizerine
yogunlagmustir. B. adusta da etkili boyar madde renk giderimi yapabilecek beyaz
ciiriik¢iil fungus tiirlerinden biridir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Kaal vd. yaptiklart bir ¢alismada Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus
ostreatus, Lentinula edodes ve ayrica Bjerkandera sp.’ye ait iki farkli sus ile azot
sinirl1 ortamda ligninolitik enzim aktivitelerini arastirmislardir. Mangan bagimli
peroksidaz 5 fungusta da tiim kiiltiir kosullarinda saptanirken, mangan bagimsiz
peroksidaz yalnizca Bjerkandera suslarinda yiiksek azotlu besiyerinde gozlenmistir.
Lakkaz ise P. ostreatus ile L. edodes’de yalnizca yiiksek azotlu besiyerinde
saptanmistir. Sonuglar, besiyeri azot miktarinin ligninolitik enzim aktivitelerini

etkiledigini ortaya koymustur [33].

Wang vd. Bjerkandera adusta UAMH 8258’in {irettigi mangan bagimli
peroksidazin saflastirma, karakterizasyon ve kimyasal modifikasyonu {izerine
yaptiklar1 bir ¢alismada 10 farkli B. adusta susunu g¢alkalamali kosullarda 16 giin
inkiibe etmislerdir. Ureme ortaminda lakkaz veya lignin peroksidaz aktivitesi
gozlenmemistir. Diger yandan, B. adusta UAMH 8258 susunda en yiiksek mangan
bagimli peroksidaz aktivitesi (2.5 U/mL) 8. giinde belirlenmistir. Bu susun 5 farkli
substrat ile pH’ya bagl katalitik aktivitesi incelenmis ve tiim substratlarla en yiiksek
mangan bagimli peroksidaz aktivitesi pH 5’de iken, DMP, ABTS ve VA i¢in mangan
bagimsiz peroksidazin optimum pH’s1 3 olarak saptanmistir. Modifiye edilen enzim,
dogal enzime kiyasla hidrojen peroksit ve organik solventlere ragmen aktivite
kaybina daha direncgli olmustur. Modifiye edilen enzimin yiliksek kararlilik
ozelliginden dolayi, PAH yikimi gibi pek ¢ok alanda kullanilabilecegi oOne

stiriilmiistiir [87].

Dinis vd. ¢esitli beyaz g¢iirtik¢iil funguslar1 (Trametes versicolor, Bjerkandera
adusta, Ganoderma applanatum ve Phlebia rufa) kat1 faz fermentasyonu siirecinde
bugday samanini modifiye etmek i¢in kullanmig ve 28 giinliik kat1 faz fermentasyonu
sonucunda en yiiksek mangan bagimli peroksidaz aktivitesi P. rufa (2.95 U/mL) ve
B. adusta’dan (1.95 U/mL) elde edilmistir. En diisiik lakkaz aktivitesi B. adusta’da
olup, kiiltlirtin 7. giiniine kadar aktivite gozlenmis ve sonrasinda herhangi bir
degisiklik kaydedilmemistir. Hidroksisinnamik asit bilesenlerinin ve ligninin en fazla
yikimi  fermentasyonun 14-21. giinlerinde gergeklesmistir. Calismada fungal
enzimlerin, ticari enzimlere nazaran biyolojik yikimda daha etkin oldugu
vurgulanmigtir [88].
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Tripathi vd. Bjerkandera adusta ve Lentinus squarrosulus’un lakkaz ve mangan
bagimli peroksidaz aktivitesini incelemislerdir. ABTS igeren agar ortaminda L.
squarrosulus lakkaz aktivitesine bagli olarak yiiksek oksidasyon yapmis ve koyu
yesil renk zonu olusturmustur. B. adusta ise diisiik oksidasyon yetenegi gostermistir.
Bu funguslar MnCl, iceren agar ortaminda iiretildiklerinde mangan bagimli
peroksidaz aktivitesine bagli olarak gergeklesen oksidasyon sonucu kahverengi renk
olusturmustur. Lakkaz aktivitesi, s1v1 kiiltiir calismalarinda yalnizca statik kosulda B.
adusta i¢in zengin igerikli ve L. squarrosulus i¢in de zayif igerikli besin kaynagi
bulunan ortamda bulunmustur. B. adusta’da en yiiksek mangan bagimli peroksidaz
aktivitesi (215.9 U/L) zengin igerikli ortamda statik kosulda 15. giinde kaydedilirken,
L. squarrosulus’da yiiksek besinli ortamda hem statik hem de ¢alkalamali kosullarda
saptanmigtir. Sonug olarak, hiicre dis1 enzim aktivitesinin besiyeri igerigi ve kiiltiir

kosullarina bagli olarak degisebilecegi vurgulanmustir [3].

Jarvinen vd. cesitli beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin c¢alkalamali kosullarda, farkli
sicaklik ve besiyerinde mangan bagimli peroksidaz aktivitelerini arastirdigi diger bir
calismada besiyeri glikoz miktarina bagl olarak en hizli gelisim ve en yiiksek
mangan bagimli peroksidaz aktivitesi, 800 U/L olarak B. adusta’da kaydedilmistir
[65].

Heinfling vd. Pleurotus eryngii ve Bjerkandera adusta’nin mangan oksitleyici
peroksidazlarinin farkli substratlarla etkilesimlerini incelemis ve B. adusta MnP1’e
Mn?®* eklendiginde 180 U/mg, veratril alkol eklendiginde 19 U/mg, Reaktif Siyah 5
eklendiginde 6 U/mg ve ABTS eklendiginde de 25 U/mg aktivite Sl¢lilmiistiir.
Ayrica B. adusta MnP’nin diisiik konsantrasyonda ABTS’ye bile yiiksek ilgisi
oldugu saptanmistir. Dolayisiyla, MnP izoenzimlerinin substrata gore farkli affinite
gosterdigi vurgulanmistir [89]. Yiriitillen diger bir calismada B. adusta ligninolitik
peroksidazlarinin, farkli konsantrasyonlarda Mn?" ve veratril alkol varliginda RBS,
RV5 ve RB38 renk giderim aktivitesi arastirilmistir. RBS i¢in Mn?* konsantrasyonu
arttika renk giderim aktivitesi de artarken, RV5 i¢in Mn®" ilavesi (3mM) ile %42’lik
renk giderimi saglanmasina ragmen Mn®" yoklugunda %87’lik renk giderimi elde
edilmistir. RB38 igin ise Mn?* konsantrasyonu arttikca renk giderimi daha kisa

zamanda ger¢eklesmistir. Bu durum, ortama eklenen manganin boyar madde renk
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giderimi aktivitesi lzerine indiikleyici ya da inhibe edici etki yapabilecegini

gostermistir [31].

Rodriguez vd. beyaz ciirtik¢iil funguslarin metabolik ve enzimatik renk giderim
aktivitesini 23 endiistriyel boya icin incelemis ve secilen 16 sus ile kati faz
fermentasyonunda enzim iiretimi ve ham kiiltiir oziitiiyle 5 farkli boyanin renk
giderim aktivitesini arastirmiglardir. Kat1 faz fermentasyonunda dogal lignin kaynagi
olan yulaf tahili kullanilmistir. B. adusta suslari yiiksek mangan bagimli peroksidaz
aktivitesi, distiik lakkaz ve renk giderim aktivitesi gostermistir. Sonug olarak, kat1 faz
fermentasyonu kaynakli ham kiltiir Oziitlindeki hiicre dis1 enzimler ile renk

gideriminin, siv1 kiiltiir kosullarina gére daha avantajli oldugu vurgulanmustir [47].

Swamy ve Ramsay, beyaz ¢iiriik¢iil fungus pelletlerinin boya karigimlarina karsi
renk giderim yeteneklerini farkli kiiltiir kosullarinda arastirmis ve en yiiksek renk
gideriminin ¢alkalamali kosullarda oldugu belirtilmistir. Bjerkandera sp. BOS55
agar ortaminda, kullanilan 5 boyanin rengini etkili bir sekilde giderirken, sivi kiiltiir
ortaminda statik kosullarda oldukca etkisiz kalmistir. Bu fungus, calkalamali
kosullarda ise 3 boya i¢in yliksek renk giderim aktivitesi gostermistir. Buna bagh
olarak, boyar maddenin yani sira kiiltiir kosullarinin da fungusun renk giderimini
etkiledigi rapor edilmistir. Ayrica P. chrysosporium, Bjerkandera sp. BOS55 ve T.
versicolor ile ¢alkalamali kosullarda ve tekrarli siiregle yiiriitiilen ¢alismalarda, boyar
maddeler ve boyar madde karigimlariin tekrarli eklendigi uygulamalarda en etkili

fungus T. versicolor olmustur [90].

Moreira vd. yaptiklart bir ¢alismada Bjerkandera sp.’nin (B33/3) Remazol
Brilliant Mavi R (RBBR) renk giderim aktivitesi ve enzim iiretimini c¢alkalamali
kosullarda arastirmiglardir. RBBR iceren ortamda ilk 5 giine kadar 6énemli oranda bir
renk giderimi gozlenmezken, 11. giinde %96 renk giderimine ulagilmistir. RBBR
iceren ve igermeyen her iki kiiltiir ortaminda da lignin peroksidaz, mangan bagimli
peroksidaz ve mangan bagimsiz peroksidaz aktivitesi saptanmistir. Ham kiiltiir
Oziitiiyle yapilan c¢alismada RBBR konsantrasyonu 25 uM’a kadar arttikga renk
giderim oram1 da artmistir. Bunun {izerindeki konsantrasyonlarda ise diismeye
baslamistir. RBBR renk giderimi mangan eksikliginde gerceklesmistir. RBBR renk

giderimini yapan enzim mangani, veratril alkolii ve 2,6 dimetoksifenolii mangan
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bagimsiz reaksiyonla oksitleyebilmekte ve RBBR’ye yiiksek affinite gostermektedir.
[91].

Moreira vd. yaptiklar1 diger bir ¢calismada Bjerkandera sp. B33/3 susu tarafindan
iiretilen ve RBBR renk giderimi sagladigi bilinen versatil peroksidazin saflastirma,
karakterizasyon ve tanimlanmasini arastirmistir.  RBP (RBBR Bjerkandera
peroksidaz) olarak da adlandirilan bu enzimin Mn(Il) varliginda DMP ile
oksidasyonunda optimum pH 4.5-5.0 saptanirken, Mn(II) yoklugu ve EDTA
varhiginda optimum pH 3.0-3.5 olarak saptanmistir. Bu enzim veratril alkol ve

DMP’yi de mangan bagimsiz reaksiyonlarla oksitlemektedir [92].

Axelsson vd. Bjerkandera sp. BOL13 susunun Reaktif Kirmiz1 2 ve Reaktif Mavi
4 ve bu boyar maddelerin karsiminin renk giderim aktivitesini incelemistir. Kesikli
olarak yiiriitiilen ¢alismalar, fungusun her iki boyar maddenin rengini de giderdigini
gostermistir. Bu fungusun siirekli sistemde, doner biyolojik bioreaktorde, Reaktif
Kirmizi 2 ve Reaktif Mavi 4 boyar madde karistmi renk giderim yetenegi
incelendiginde ise 50 mg/L konsantrasyonda %96, 100 mg/L konsantrasyonda %94’e
yakin renk giderim orani saptanirken, 200 mg/L konsantrasyonda %80 renk giderimi
saptanmistir. Buna gore boyar madde konsantrasyonu arttik¢a renk gideriminin
azaldig1 rapor edilmistir. Ayrica degisen glikoz konsantrasyonun renk giderimine
etkisi arastirilmis, diisiik boyar madde konsantrasyonunda glikoz konsantrasyonunun
etkisi  yokken, yiiksek boyar madde konsantrasyonunda yiiksek glikoz
konsantrasyonu renk giderimini azaltmustir [93].

Mohorcic vd. yaptiklar bir calismada ¢esitli funguslarin sentetik boyar madde
renk giderim aktivitesini agar ortaminda ve ayrica sivi calkalamali kosullarda
incelemis ve en etkili renk gideriminin B. adusta ve T. versicolor suslarinda
oldugunu rapor etmislerdir. Alt1 fungal susun sentetik boya banyolarinda renk
giderimi aktivitesi incelendiginde ise fungus gelisiminin olduk¢a yavas oldugu
gozlenmis ve yine en iyi renk giderim aktivitesini B. adusta’nin gosterdigi rapor
edilmistir. B. adusta’dan elde edilen MnP enzimi iceren enzim Ornegi bazi boya
banyolarinin rengini farkli oranda giderebilmistir. Sonug olarak, B. adusta ve izole
edilmis MnP’nin ¢esitli azo ve antrakinon boyar maddeleri iceren boya banyolarinin

renginin gideriminde kullanilabilecegi yorumlanmistir [94].
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Eichlerova vd. cesitli suslarin sentetik boya renk giderimi yeteneklerini agar
ortaminda arastirmistir. B.adusta, P. chrysosporium ve P. ostreatus’un en iyi renk
giderimini sagladig1 ve misel gelisiminde bir baskilama olmadigi rapor edilmistir. Bu
funguslarla agar ortaminda boya konsantrasyonlari arttirilarak yapilan calismada,
yine etkili renk giderimi ve tireme (RBBR igeren ortam harig) izlenmistir. B.adusta’
nin statik kosullarda farkli konsantrasyonlarda sentetik boya igceren ortamlarda renk
giderim aktivitesi 28 giin siliresince incelenmistir. Artan boyar madde
konsantrasyonunun biyokiitle olusumu iizerine oldukga az baskilama yaptigi rapor
edilmistir. Fungus, farkli kimyasal yapilarda olan boyar maddelerin yiiksek
konsantrasyonlarinda (4 g/L) bile renk giderimi yapabilmistir. Sonuglar bu fungusun
etkili renk giderimi yaptigin1 géstermistir. B. adusta’da lakkaz ve mangan bagiml
peroksidaz aktivitesi saptanirken, lignin peroksidaz aktivitesi tespit edilmemistir
[95].

Tinoco vd. B. adusta UAMH 8258’den elde edilen versatil peroksidazin
endistriyel boyar maddelere karsi renk giderim aktivitesini incelemistir. Mangan
yoklugunda 27 boyanin, mangan varhiginda ise 15 boyanin renk giderimi
gerceklesmistir. Buna bagli olarak, versatil peroksidaz redoks aract molekiil
yoklugunda dahi direkt boya ile oksidasyona girdiginden "boya peroksidazi” olarak
adlandirmistir. Yiiksek renk giderimi saglanan boyalarda ortama ilave olarak araci
molekiil eklenmesi sonu¢ degistirmemisken, diisiik renk giderim elde edilen
boyalarda ise aract molekiiliin eklenmesi renk giderimini hizlandirmistir. Ayrica renk
giderim oranindaki bu artigin segilen aract molekiiliin yan1 sira aract molekiiliin

konsantrasyonuna da bagli oldugu saptanmuistir [96].

Robinson ve Nigam, arpa kabuguna tutturulan boyar madde karigiminin renk
giderimini Bjerkandera adusta ve Coriolopsis gallica ile kati faz fermentasyonu
stirecinde incelemistir. Bu siiregte, B. adusta en iyi gelisim ve renk giderimini
saglamistir. B. adusta’nin enzim aktiviteleri boya adsorbe edilen kati faz
fermentasyonu kosullarinda (%85 nem) 21 giin boyunca izlenmistir. Calismada
lakkaz aktivitesi oldukg¢a az gozlenirken, 6. giinden sonra hi¢ aktivite
kaydedilmemistir. Mangan bagimli peroksidaz ise 9-15. giinlerde en yiiksek renk
giderim aktivitesine (%80) ulasmistir. B. adusta 21. giinde %53°1liik renk giderimi

saglamistir. Boylece, B. adusta ve irettigi ligninolitik enzimlerin boya adsorbe
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edilmis  ¢esitli  lignoselillozik  atiklarin ~ biyoaritiminda  kullanilabilecegi

vurgulanmistir [21].

Nordstrom vd. Bjerkandera adusta BOL 13’{in tek tek ya da karisim seklindeki
boyar madde renk giderim yetenegini farkli miktarlarda azot kaynagi iceren kat1 ve
stvi ortamlarda incelemistir. Farkli oranlarda da olsa tiim boyalarda renk giderimi
saglanmistir. Renk giderimini belirleyici etken ortamdaki azot miktar1 olmustur. Bu
fungus kullanilarak "Doner biyolojik kontaktor" ile yapilan ¢alismada, iiglii boyar
madde karistminin (Reaktif Mavi 21, Reaktif Siyah 5 ve Reaktif Turuncu 13) renk
giderimi glikoz miktarina bagli olarak arastirillmis ve ortamdaki glikozun renk
gideriminde etkisiz oldugu saptanmistir. Bu kosullarda, %60-66 oraninda renk
giderimi rapor edilmistir. En yiiksek mangan bagimli peroksidaz aktivitesinin glikoz
yoklugunda pH 4.5°de oldugu saptanmistir. Bu enzimin farkli pH’larda H,0;
varhginda aktivite sonuglari kaydedilmis ve reaksiyona eklenen H,O,’ nin
oksidasyonu arttirdigr ve pH 5-6’da da yiiksek oldugu ifade edilmistir. Sonugta,
alkali pH’ya sahip tekstil atik sularinin biyoremediasyonunda bu susun kullaniminin

avantaj teskil edecegi vurgulanmistir [97].

Anastasi vd. farkli ekolojik gruplara ait fungus suslarmin renk giderim
aktivitesini ve enzim iliretimini agar ortaminda ve statik kosullarda arastirmislar ve
her iki kiiltiir ortaminda da B. adusta’nin 3 susu (MUT 2295, MUT 2843, MUT
3060) tim boyalarin renk giderimini saglamistir. B. adusta suslarinda statik
kosullarda Lac, LiP ve AAO yok ya da yok denecek kadar az iken, MnBP ve MnBsP
aktivitesi saptanmistir. Bununla birlikte suslar arasinda farkli enzim aktivitesi ve renk
giderimi rapor edilmistir. Ayrica secilen 9 susun calkalamali kosullarda 30 giinliik
stirecte boya karisimi renk giderimi arastirilmis ve yine B. adusta MUT 3060 ile en
yiiksek renk giderimi rapor edilmistir. B. adusta MUT 3060 ile karisim boyanin renk
giderim optimizasyonu yapilarak, en yliksek renk giderim aktivitesi 2. giinde
saptanmis ve kiiltiiriin 14. glinlinde ise %94’liikk boyar madde yikimi tespit edilmistir.
Bu fungusun calkalamali kosullarda enzim aktivitesi ise MnBP 363 U/L, MnBsP 57
U/L, Lac 6 U/L iken, LiP ve AAO aktiviteleri saptanmamustir. Bu durum, kiiltiir
kosullarinin funguslar ve iirettikleri enzimler iizerine farkli etkiler olusturdugunu
ortaya koymaktadir. L. minor ile yapilan detoksifikasyon testinde ise toksisite

azalarak biiylime inhibisyon oranmi diismiistiir. Dolayisiyla bu ¢alismada, karsinojenik
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ve toksik madde igeren atik sularin biyoaritiminda funguslarin kullaniminin etkili bir

alternatif olacagi vurgulanmistir [98].

Anastasi vd. yaptiklart diger bir ¢aligmada ise B. adusta MUT 3600’iin tekstil
attk suyu biyoremediasyon yetenegini incelemistir. Bu fungusun c¢ok zorlu
ortamlarda iireyebilecegi vurgulanmis ve fungus farkli atik sularin renginin
gideriminde yiiksek diizeyde etkili olmustur. En iyi renk gideriminin (%96) diisiik
besin kosullarinda kaydedilmesinin yani sira tiim ortamlarda lakkaz ve lignin
peroksidaz aktivitesi yok ya da yok denecek kadar az bulunmustur. Mangan bagimli
peroksidaz ile renk giderimi arasinda iyi bir iliski oldugu gbzlenmis ve boylece bu
enzimin tekstil boyalarinin yikiminda anahtar rol oynadig1 vurgulanmistir. Mangan
bagimsiz peroksidaz ise ortamdaki besin miktar1 ve atik su kaynagina gore aktivite
ve pH degiskenligi géstermistir. Dolayisiyla, ortam pH’sinin fungus tizerinde 6nemli
rol oynadig1 da rapor edilmistir. Olii fungus ile renk giderimine bakildiginda ise ilk
saatlerde hizli renk giderimi olusurken (%30), ardindan renk giderimi hizla
azalmistir. Fakat bu durum canli fungusta farklilik gostermis ve ¢alisma

sonlandirilana kadar renk giderimi devam etmistir [99].

Qi-he vd. gesitli beyaz ciirlik¢iil funguslarin agar ortaminda tireme yeteneklerini
arastirmig ve B. adusta’nin P. ostreatus ile birlikte iiretimi sirasinda kahverengi hif
olusturdugunu saptamislardir. Ayrica RBBR igeren agar ortaminda, tek petride farkli
kombinasyonlarla 4 fungusun tliretimi yapilmis ve renk giderimi gozlemlenmistir. P.
eryngii ve P. ostreatus net bir renk giderim zonu olusturmus ancak H. fragiforme
renk giderimini uyarict etki gostermemistir. B. adusta’da calkalamali kosullarda,
lakkaz ve lignin peroksidaz aktivitesi saptanmamis bunun yani sira mangan bagimli
peroksidaz aktivitesi kaydedilmistir. Enzim iiretim farkliliklarinin arastirilmasi igin
calkalamali kosullarda, ikili kombinasyonlarla funguslar iretilip, gesitli enzim (Lac,
LiP ve MnBP) aktiviteleri rapor edilmistir. Funguslarimn ikili (birlikte) iiretimine bagh
olarak farkli enzim aktiviteleri saptanmistir. Sonug olarak, funguslarin birbirleriyle

etkilesimlerinin enzim tiretimine uyarici etki olusturabilecegi vurgulanmistir [100].

Gomi vd. yaptiklar bir ¢alismada Bjerkandera adusta Dec 1’in mangan bagiml
peroksidazi ile azo boyalara Onciilik eden amaranth boyanin yikimini
incelemislerdir. Kiiltiiriin ilk iki giiniinde mangan bagimli peroksidaz aktivitesi
kaydedilmemis ancak renk giderimi gdzlenmistir. Bununla birlikte kiiltiiriin 10.
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giintinde %94 renk giderimi rapor edilmistir. Ayrica peroksidatif renk giderim (DyP)
aktivitesinin oldukga diisiik oldugu saptanmistir. Sonug olarak, kiiltiiriin 10. giintinde
boyar maddedeki naftalin yapisi tamamen yikilarak aromatik aminlerin olusumu
engellendigi belirtilmistir Yani enzimin renk giderimine etkisinin olmadigi, boyar
madde azo baglarmin fungus tarafindan indirgenme ya da hidroliz yoluyla yikildig1

vurgulanmugtir. [101].

Jonstrup vd. cesitli beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin ¢alkalamali kosullarda azo
boyalarin renk giderim aktivitelerini arastirdiklar1 bir c¢alismada ilk bes giin
icerisinde tiim boyalarda ve hatta boya karisiminda dahi %60°dan fazla renk giderimi
kaydedilmistir. P. chrysosporium ve Bjerkandera sp. BOL13’de en hizli renk
giderimi gozlenmistir. Sonra Bjerkandera sp. BOL13” iin Remazol Kirmiz1 RR renk
gideriminde pH optimizasyonu yapilip, yiiksek pH’da bile renk giderim aktivitesi
saptanmisgtir. Bu fungusun ortamda Remazol Kirmizi RR varliginda lignin
peroksidaz, lakkaz ve mangan bagimli peroksidaz aktiviteleri de Slgiilerek kiiltiiriin
5. glinlinde yiiksek pH’da (pH 6.0) en yiiksek mangan bagimli peroksidaz aktivitesi
ve renk giderimi rapor edilmistir. Bdylece alkali pH’ya sahip tekstil boyalari iceren
attk sularin renk gideriminde bu fungusun kullaniminin avantaj olacag:
vurgulanmistir. Karbon kaynaginin yardimci substrat olarak etkin rol oynamasindan
dolay1 ladin, sogiit ve bugday samani ile ortama Remazol Kirmizi RR eklenerek
alternatif kiltiir kosullart olusturulup, bu kaynaklarin renk giderimi ve enzim
aktivitesine etkisi de incelenmistir. Bugday samaninda en yiiksek renk giderim
aktivitesinin (%384, 13. giin) oldugu kaydedilirken, MnP ve Lac aktivitesi saptanmig
ancak LiP aktivitesi bulunamamistir. Ayrica bu ¢alismada Bjerkandera sp.
BOL13’iin dogal kosullardaki ¢alismalarda uygulanabilirliginin teyit edilmesi
amaciyla steril olmayan kosullarda, kapali biyoreaktorde plastik ve lignoseliilozik
arttk materyaller kullanilarak Remazol Kirmizi RR renk giderim aktivitesi de
arastirilmigtir.  Plastik biyoreaktdrde renk giderimi yiiksek iken, lignoseliilozik

biyoreaktorde de enzim aktiviteleri yiiksek olarak bulunmustur [102].

Kornillowicz-Kowalska ve Rybczynska, Bjerkandera adusta CCBAS 930’iin
agar ortaminda glikoz miktarma bagli, RBBR ve Poly R-478 boyalarmin renk
giderim yetenegini inceledikleri bir ¢aligmada bu fungusun misel gelisimi ve renk

gideriminde benzer sonuglar gosterdigini rapor etmislerdir. RBBR icin 7. giinde ve
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Poly R-478 i¢in 10. giinde %100 renk giderimi saglanmistir. Bununla birlikte yapilan
stvi kiiltiirdeki renk gideriminin kati1 kiiltiire gore daha yavas oldugu izlenmistir.
Glikoz igeren sivi besiyerinde RBBR’nin 18. giinde, Poly R-478’in 30. giinde
%095’lik renk giderimi saglanmistir. Renk gideriminde peroksidaz aktivitesine
bakildiginda inkiibasyonun 18. giinlinde RBBR iceren ortamda en yiiksek peroksidaz
aktivitesi 12.94 mU/mL iken, Poly R-478 igeren ortamda en yiiksek peroksidaz
aktivitesi 26.55 mU/mL olarak saptanmistir. Bu fungusun turp peroksidazina benzer
peroksidazinin RBBR ve Poly R-478 gibi antrakinonik boyalarin renk gideriminde

kullanilabilecegi vurgulanmistir [72].

Kornillowicz-Kowalska ve Rybczynska, Bjerkandera adusta CCBAS 930 ile
yaptiklari diger bir calismada, yabanil sus ile mutant susun antrakinonik boyalar (AC
ve Poly R-478) renk giderimini ve enzim aktivitelerindeki farkliliklari statik kiiltiir
kosullarinda arastirmiglardir. Bu fungusun boyar madde renk gideriminde (4. giinde
AC %72, Poly R-478 %47 renk giderimi) etkinligi saptanirken, mutant suslar renk
gideriminde aktif olmamistir. Ortamda boya olmadiginda, yabanil susun turp
peroksidazina benzer peroksidaz ve mangan bagimli peroksidaz aktivitesi
saptanmamistir. Ancak ortama boya eklendiginde her iki enzim de kaydedilmis ve
turp peroksidazina benzer peroksidaz aktivitesinin mangan bagimli peroksidaz
aktivitesine gore daha yiiksek oldugu belirtilmistir. Ozellikle, ortama boya (Poly R-
478) eklendiginde mangan bagimli peroksidaz aktivitesinin dikkat ¢ekici diizeyde
arttig1 rapor edilmistir. Mutant susta ise ortamda boya olsa dahi turp peroksidazina
benzer peroksidaz aktivitesi saptanmamig, ancak Poly R-478 varliginda mangan
bagimli peroksidaz aktivitesi az da olsa kaydedilmistir. Bu durumdan farkli olarak
ortamda boya varliginda hem yabanil hem de mutant susda lakkaz ve lignin
peroksidaz aktivitelerinin varoldugu rapor edilmistir. Sonug¢ olarak, bu susun
ortammna belirli indiikleyiciler eklendiginde enzim aktivitesinin degisebilecegi

vurgulanmistir [73].

Tiberius ve Catalin, Bjerkandera adusta ve Trametes hirsuta’nin gesitli karbon
ve azot kaynaklariyla hazirlanan kat1 besiyerinde iireme yetenekleri ve boyar madde
renk giderim aktivitelerini arastirmiglardir. B. adusta, on giinliik kiiltiir siirecinde tiim
boyalarda renk giderimi gostermis ve Ozellikle karbon kaynagi olarak sorbitol,

mannitol ve siikroz kullanildiginda en yiiksek iireme yetenegi ve renk giderim
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aktivitesi kaydedilmistir. Diger yandan karbon kaynag olarak laktoz kullanildiginda
misel gelisimi ve renk gideriminin minimal oldugu goriilmistiir. B. adusta, en iyi
iireme yetene8ini azot kaynagi olarak malt Oziitli, bira mayasi1 0ziiti ve pepton
kullanildiginda gostermis ancak peptonlu ortamdaki renk giderim aktivitesinin
digerlerine gore daha az oldugu kaydedilmistir. Malt Oziitiniin 10 g/L oldugu
ortamda en iyi renk gideriminin oldugu rapor edilmistir. Ancak, ortamdaki besin
kaynaklarmin konsantrasyonu arttitkca boyar madde renk giderim aktivitesinin

diistiigti de vurgulanmustir [32].

Choi vd. gesitli beyaz ciiriik¢iil funguslarin kati ve sivi kiiltiir kosullarinda
sentetik ve endiistriyel boyalarin renk giderim aktivitesini incelemis ve 222 beyaz
cgiirlik¢iil fungus susundan pek cogunun kati ortamda %70’den daha fazla renk
giderim yetenegine sahip oldugunu rapor etmistir. Bilhassa B. adusta KUC 9065, C.
lacerata KUC 8090, P. calotricha KUC 8003 ve P. spadiceum KUC 8602 suslari,
hem katt hem de sivi ortamda kullanilan tiim boyalarin yiiksek renk giderimini
saglamig ve bu 4 fungus susu ile gercek atik suyun renk giderimi aragtirilmistir. Atik
suda en etkili renk giderimi B. adusta KUC 9065°de kaydedilmistir. Bu fungus atik
su ile hazirlanan besiyerinde 3 hafta siiresince kiiltiire edilip enzim aktiviteleri
Ol¢iilmiistiir. En yliksek lakkaz aktivitesi 6. giinde (4.2 U/mL) ve mangan bagiml
peroksidaz aktivitesi 12. giinde (48.3 U/mL) kaydedilmistir (LiP aktivitesi
bulunamamistir). Atik su igermeyen sivi besiyerinde ise oldukga diisiik enzim
aktiviteleri saptanmistir. Ayrica Daphnia magna ile yapilan toksisite testi sonucu, 24.
saatte belirgin bir fark goriilmezken, 48. saatte toksik birim (TB) 3.5’den 2.6’ya
diissmistiir [103].
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Cahismada Kullamilan Fungus

Calismada, Prof. Dr. Ozfer Yesilada (Inonii Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi,
Biyoloji Boliimii) tarafindan dogadan toplandiktan sonra saf kiiltlir olarak tretilmis
olan Bjerkandera adusta susu kullanilmistir. Bu sus bir beyaz ¢iiriik¢iil fungustur.
Fungus, Indnii Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji laboratuvarinda

muhafaza edilmektedir.
3.2. Cahismada Kullanilan Fungusun Devamhiliginin Saglanmasi

Bjerkandera adusta’nin kararlilik ve devamliliginin saglanmasi igin fungus ayda
bir kez Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) besiyerlerine pasajlanmis ve 30 C’de 6-7

giin inkiibatdrde iiretildikten sonra +4 "C’de buzdolabinda depolanmustir.
3.3. Fungus Stok Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Petri kabinda SDA besiyerlerinde tiretilmis Bjerkandera adusta oncelikle yatik
agar ortamma transfer edilmis ve 30 'C’de 6-7 giin inkiibe edilmistir. Yatik agarda
uretilen kiiltiire steril kosullarda distile su eklenmis ve Oze ile steril kosullarda
besiyeri  ylizeyinden kazinarak misel silispansiyonu hazirlanmistir.  Bu
stispansiyondan 100 mL Sabouraud Dekstroz Broth (SDB) iceren 250 mL’lik erlen
ortamina 5 mL ekilmis ve 30 C ve 150 rpm’de 6-7 giin inkiibe edilmistir. Calismaya

bagli olarak stok kiiltiir diisiik devirde homojenize edilip kullanilmistir.
3.4. Fungus Pelletlerinin Hazirlanmasi

Calismada kullanilacak fungal pelletlerin hazirlanmast i¢in Kistm 3.3’de
belirtildigi sekilde hazirlanmis olan stok kiiltiir diisiik devirde homojenize edilmis ve
7’ser mL olacak sekilde 600 SDB/1000 mL erlen ortamina ekilerek 30 'C ve 150
rpm’de 7 giin inkiibasyona birakilmistir. Uretim sonrasi pelletler steril kosullarda

stiziilmiis ve pellet calismalarinda kullanilmistir.
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3.5. Fungusun Enzim Uretim Yeteneginin Arastirilmasi
3.5.1. Fungusun SDA Besiyerinde Enzim Uretim Yeteneginin Saptanmasi

Fungusun Mn-peroksidaz (MnP) {iretip iiretmediginin saptanmasi i¢in oncelikle
agar ortaminda 0n ¢aligmalar yapilmistir. Bu amagla, 0, 2, 4, 6, 8§, 10 mM MnSO,4
icerecek sekilde hazirlanmis SDA besiyerlerine B. adusta ekimi yapilmistir. Ekim
sonrasi kiiltiirler 30 ‘C’de inkiibe edilmis ve olasi mangan oksidasyonuna bagl
olarak olusan renk degisimi (kahverengi) izlenmistir [104]. Calismada manganin
fungus iiremesine etkisinin izlenmesi amaciyla misel gelisimi izlenmis ve misel

gelisimi kontrole gore giinliik olarak degerlendirilmistir.

3.5.2. Fungusun Kesikli Siirecte Sivi Besiyerinde Enzim Uretim Yeteneginin

Saptanmasi

Fungusun s1vi besiyerinde enzim liretim yetenegini arastirmak i¢in Birhanli ve
Yesilada, 2010 tarafindan Onerilen stok temel ortam (STO) modifiye edilerek
kullanilmigtir. STO igerigi Cizelge 3.1°de verilmistir [105].

Cizelge 3.1. Stok temel ortamin (STO) igerigi

Icerik Miktar
KH,PO, 0.2 (9)
CaCl,.2H,0 0.1 (9)
MgS0;4.7H,0 0.05 (0)
NH4H,PO, 0.5 (9)
FeS04.7H,0 0.035 (9)
Glukoz 2 )
Maya Oziitii 1 @)
Distile su 1000 (mL)
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Statik ve calkalamali kosullarda yiiriitilecek deneyler i¢in sirasiyla 20 mL
besiyeri/250 mL erlen ve 100 mL besiyeri/250 mL erlen olacak sekilde farkli
konsantrasyonlarda MnSQO,; (0, 2, 4, 10, 40 mM) igeren STO besiyerleri
hazirlanmistir. Kisim 3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanmis stok kiiltiirler diisiik
devirde homojenize edildikten sonra besiyerlerine steril kosullarda 3’er mL olacak
sekilde ekim yapilmistir. Kiiltiirler statik kosullarda ve ¢alkalamali kosullarda da 150
rpm’de 30 'C’de 10 giin iiretilmistir.

3.5.3. Fungusun Kati1 Faz Fermentasyonu Siirecinde Enzim Uretim Yeteneginin

Saptanmasi

Calismada kati faz olarak bugday kepegi ve soya unu kullanilmistir [106].
Oncelikle bugday kepegi ve soya unu 24 saat boyunca 50 C’de kurutulmustur. Daha
sonra, 3.5 g bugday kepegi + 1.5 g soya unu / 250 mL erlen olacak sekilde
hazirlanmis ortamlara farkli konsantrasyonlarda MnSO, (0, 2, 4, 10, 40 mM) iceren
15 mL distile su eklenmis ve 121 °C, 1 atm’ de 20 dakika otoklavda steril edilmistir.
Otoklav sonrast her bir ortama Kisim 3.3’de belirtildigi sekilde hazirlanmis ve
homojenize edilmis stok kiiltiirden 3’er mL ekim yapilmistir. Hazirlanan 6rnekler 30
“C’de statik olarak 5 ve 10 giinliik siiregte inkiibe edilmistir. Inkiibasyonun 5. ve 10.
ginlinde kiiltiirlerin lizerine 30 mL distile su eklenmis ve 06ze yardimi ile
karstirilmustir. Erlenler 30 'C ve 150 rpm’de 90 dakika siireyle calkalamali etiivde
calkalandiktan sonra siiziilerek sivi filtrat ayrilmistir. Filtrat 4000 rpm’de 10 dakika
santrifiij edilmis ve elde edilen siipernatan enzim aktivitesi dl¢limlerinde

kullanilmistir.
3.6. Enzim Aktivitelerinin Saptanmasi

Caligmada fungusun liretim siirecinde lakkaz, mangan bagimli peroksidaz (MnP)
ve turp peroksidazina benzer peroksidaz (TP) aktivitesi arastirilmistir. Lakkaz
Ol¢timiinde reaksiyon karigimi substrat olarak 2,2’-azino-bis (3-etilbenz-tiazolin-6-
siilfonik asit) (ABTS) igeren asetat tamponu (100 mM, pH 5.0) ve uygun miktarda
enzim kaynagi igerecek sekilde hazirlanmistir. TP aktivitesi 6lglimii i¢in reaksiyon
karisimina H,O; eklenmis ve MnP aktivitesini saptamak i¢in reaksiyon karigimina

ayrica mangan eklenmistir. Enzim aktiviteleri, 1 dakika siiresince ger¢eklesen ABTS
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oksidasyonuna bagli olarak 420 nm’deki absorbans degisimi ile izlenmis ve enzim

aktiviteleri U/L olarak ifade edilmistir [105].
3.7. Ham Enzim Kaynaklarinin Optimum pH Arahigmnin Saptanmasi

Ham enzim kaynagi olarak kati faz fermentasyonu siirecinde elde edilen
stipernatan kullanilmistir. pH optimizasyonunu saptayabilmek i¢in farkli pH’larda
(2.6-7.0) sitrat fosfat tamponlar1 hazirlanmistir. Lakkaz aktivitesinin Olglimiinde
reaksiyon karigimi 800 uL sitrat fosfat tamponu, 100 uL. ABTS ve uygun miktarda
siipernatan icerecek sekilde hazirlanmistir. TP aktivitesi Olglimii i¢in reaksiyon
karigimina ayrica H,O; eklenirken, MnP aktivitesinin dl¢limiinde reaksiyon karigimi
H,0, ve mangan igerecek sekilde hazirlanmistir. Enzim aktiviteleri 420 nm’de 30

‘C’de 1 dakikada olusan absorbans degisimine bagli olarak saptanmustr.
3.8. Ham Enzim Kaynagimin Optimum Sicaklik Araliginin Saptanmasi

Enzim kaynaklarmin optimum sicaklik araliginin saptanmasi amaciyla enzim
aktivite Slgtimleri pH calismasinda saptanan optimum pH’da ve 4-70 'C arasinda

yapilmistir. Enzim aktivite 6lgtimleri Kisim 3.7°de belirtildigi sekilde yapilmistir.
3.9. Fungusun Renk Giderim Yeteneginin Saptanmasi

3.9.1. Fungusun Renk Giderim Yeteneginin Boyar Madde Iceren SDA

Ortamlarinda Saptanmasi

Calismada kullanilan fungusun renk giderim aktivitesi 100 mg/L Reaktif Mavi
171 (RB171), indigo Karmin ve RBBR eklenmis SDA besiyerlerinde arastirilmistir.
Bu amagla hazirlanan ortamlara B. adusta ekilmis ve 30 'C’de 7 giin boyunca inkiibe

edilmistir. Renk giderimi makroskobik olarak incelenmistir.
3.9.2. Fungusun Renk Giderim Yeteneginin Sivi Ortamda Saptanmasi

Otoklavda steril edilen STO’ya, toz haldeki RB171°den 100 mg/L olacak sekilde
eklenmistir. Statik ve kesikli ¢alkalamali kosullar i¢in sirastyla 20 mL/250mL ve 100
mL/250mL olacak sekilde erlenlere aktarilmistir. Hazirlanan ortamlara B. adusta
ekildikten sonra statik kosullarda 30 "C, calkalamali kosullarda da 30 C ve 150
rpm’de inkiibe edilmistir. B. adusta’nin metabolik aktivitesine bagli olarak olusan

renk giderimi 619 nm’de absorbans degisimi izlenerek saptanmis ve % renk giderimi
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olarak ifade edilmistir. Yapilan diger bir calismada B. adusta’nin indigo Karmin ve
RBBR renk giderim yetenegi de arastirilmistir. Bu amagla RB171 uygulamasindaki
gibi boyar madde igerecek sekilde STO’lar hazirlanmistir. Bu boyalar igin son
konsantrasyon 150 mg/L olacak sekilde uygulama yapilmistir. Daha sonra bu
ortamlara fungus ekilmis ve st kisimda belirtildigi sekilde inkiibe edilmistir.
Fungusun kesikli statik ve ¢alkalamali kosullarda renk giderim yetenegi 24. ve 48.
saatlerde, Indigo Karmin igin 613 nm’deki ve RBBR i¢in 597 nm’deki absorbans

degisiminin saptanmasiyla yapilmistir.
3.9.3. Fungal Pelletlerin Renk Giderim Yeteneginin Saptanmasi

Kisim 3.4°de belirtildigi sekilde hazirlanan pelletler 30g/250 mL erlen olacak
sekilde erlenlere aktarilmis ve farkli konsantrasyonlarda (100, 150, 200 mg/L)
RB171 igerecek sekilde hazirlanmig steril olmayan distile su eklenmistir. Bu
kiiltiirler kesikli calkalamali kosullarda inkiibe edilmistir. Fungal pelletlerin, 100
mg/L RB171 igeren steril olmayan distile su ortamlarinda tekrarli kesikli ¢alkalamali

kosullarda da renk giderimi arastirilmustir.

B. adusta pelletlerinin renk giderim aktivitesi farkli konsantrasyonlarda (100 ve
200 mg/L) indigo Karmin ve RBBR igeren steril olmayan distile su ortamlarinda da
kesikli calkalamali kosullarda arastirilmistir. Calisma, tekrarli kesikli calkalamali
kosullarda da yiiriitiilmiis ve 100 mg/L Indigo Karmin ve RBBR igeren steril

olmayan distile su ortamlarinda renk giderim aktivitesi saptanmustir.

Calismada ayrica pelletlerin Astrazon boya (Astrazon Mavi ve Astrazon Siyah)
renk giderim aktivitesi de arastirilmistir. Bu ¢aligmalar da kesikli calkalamali ve
tekrarlt kesikli calkalamali kosullarda yiiriitiilmustir. Kisim 3.4’de belirtildigi
sekilde hazirlanan pelletler 30 g/250 mL erlen olacak sekilde hazirlanmis ve
tizerlerine farkli Astrazon Mavi i¢in 100 ve 200 mg/L ve Astrazon Siyah i¢in 50,
100, 150, 200 mg/L sekilde steril olmayan distile su eklenmistir. Bu kiiltiirler kesikli
calkalamali kosullarda inkiibe edilmistir. Tekrarli kesikli calkalamali kosullarda
yapilan calismalarda ise 100 mg/L Astrazon Mavi ve 50 mg/L Astrazon Siyah
kullanilmistir. Astrazon Mavi ve Astrazon Siyah i¢in sirasiyla 601 nm ve 600 nm
dalga boylart kullanilmistir. Tekrarli kesikli ¢aligmalarda RB171 ig¢in kiiltiir sivisi
degisimi 30 dakikada bir yapilirken, diger boyalar igin 24 saatte bir yapilmistir.
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3.10. Ham Enzim Kaynaginin Renk Giderimi Aktivitesinin Saptanmasi

Calismamizda ham enzim kaynagi olarak kati1 faz fermentasyonundan elde edilen
stipernatan kullanilmistir. Ham enzimin RB171 renk giderim aktivitesi (distile su
igerisinde 200 mg/L olacak sekilde hazirlanmig) 1 dakika siirecinde izlenmistir.
Calismada 3 deney seti kurulmustur: 1- Enzim (100uL)+boyar madde, 2- H,O,
(100puL)+boyar madde ve 3- Enzim+boyar madde+H,0,. Renk giderimi RB171’in
maksimum absorpsiyonun yaptigr dalga boyunda 1 dakika siiresince saptanmis ve

yiizde renk giderimi olarak ifade edilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1. Bjerkandera adusta’min Mangan iceren ve Icermeyen Kati Besiyerlerinde

Uretimi Siirecinde Enzim Varhiginin izlenmesi

Materyal ve Yontem kisminda belirtildigi gibi farkli konsantrasyonlarda MnSO4
igerecek sekilde hazirlanan Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) besiyerlerine B. adusta
ekilerek ve zamana baglh {ireme ve enzim degisimi izlenmistir. Sekil 4.1°de
goriilebilecegi gibi mangan miktar1 arttikca renk olusumu (kahverengi renk)
artmistir. Caligmada, mangan konsantrasyonunun artmasina bagli olarak renk olusum
hizinin arttig1 izlenmistir. Ornegin, 10 mM mangan (MnSQ;, olarak) iceren ortamda
5. gilinden itibaren renk olusumu izlenirken, daha diisiik konsantrasyonlarda renk
olusum hizinin yavasladigi gozlenmistir. Renk olusumunun peroksidaz aktivitesine
bagli olarak ortamdaki manganin oksitlenmesi Sonucu gerceklestigi ¢esitli

caligmalarda rapor edilmistir [104].

A B C D E

Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda mangan iceren ve igcermeyen SDA ortamlarinda
tiretilen B. adusta’da peroksidaz varliginin renk olusumuna bagh olarak
izlenmesi. A) Kontrol, B) 1 mM, C) 2 mM, D) 4 mM, E) 10 mM

Fungusun mangan igeren ve icermeyen kati besiyerlerinde zamana bagl iireme
degisimi misel c¢apindaki degisim olarak Sekil 4.2°’de verilmistir. Sekilden de
goriilecegi gibi 1 mM ve 2 mM mangan (MnSOy olarak) igeren ortamlarda tireme
cok az indiiklenirken, bunun iizerindeki konsantrasyonlarda konsantrasyon artisina
bagli olarak lireme azalmistir. Fakat inkiibasyonun 8. giliniinde tiim ortamlarda

fungus tireyerek tam olarak petriyi kaplamigtir.
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Sekil 4.2. Mangan iceren ve icermeyen SDA ortamlarinda tretilen B. adusta’nin
misel cap1 degisimi

Yapilan bu 6n incelemeye bagli olarak fungusun mangan varliginda peroksidaz

liretim yetenegi cesitli ortam ve farkl kiiltiir kosullarinda da arastirilmastir.
4.2. B. adusta’min Sivi Besiyerinde Uremesi ve Enzim Uretimi

Fungus 6ncelikle Sabouraud Dextrose Broth (SDB) besiyerinde iiretilmis ve daha
sonra farkli konsantrasyonlarda mangan igeren stok temel ortamlara (STO) aktarilip

enzim iretimi izlenmistir.
4.2.1. B. adusta’nin Statik Kosullarda Uretim Siirecinde Enzim Uretimi

Fungus, farkli konsantrasyonlarda mangan (0-40 mM) iceren STO’lara ekilmis

ve 30 'C’ de statik olarak iiretilmistir.

Kat1 besiyerlerinde gozlenen sonuglara benzer olarak besiyerindeki mangan
miktarinin artmasi liremeyi yavasglatmigtir. Ayrica mangan oksidasyonuna baglh
olarak gerceklestigi belirtilen kahverengi renk olusumu da mangan varhigr ve
konsantrasyonuna bagli olarak degismektedir. Sekil 4.3’de bu renk degisimi

verilmistir.
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Sekil 4.3. B. adusta’nin farkli konsantrasyonlarda mangan igeren STO’larda statik
kosullarda 10 giin {iretimi sonrasi kiiltlirlerdeki renk ve {ireme degisimi.
A) Kontrol, B) 2 mM, C) 4 mM, D) 10 mM, E) 40 mM

Fungusun bu ortamlarda 10 giin iremesi sonucunda saptanan peroksidaz
aktiviteleri Sekil 4.4’de verilmistir. Calisma sonuglart mangan varliginin peroksidaz
aktivitesini indiikledigini goOstermistir. Bununla birlikte, 2 mM’m iizerindeki
konsantrasyonlarin peroksidaz {iretimini kademeli olarak azalttig1 goézlenmistir.
Mangan i¢ermeyen ortamda 71 U/L peroksidaz aktivitesi saptanirken, 2mM mangan
iceren ortamda 302,66 U/L enzim aktivitesi elde edilmis ve mangan miktar1 arttikca
enzim aktivitesi azalmistir. Bunun bir nedeni de mangan artisina bagli olarak

uremenin azalmasi olabilir.
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Sekil 4.4. B. adusta’nin farkli konsantrasyonlarda mangan igeren STO’larda statik
kosullarda 10 giin iiretimi sonras1 saptanan peroksidaz aktiviteleri (U/L)
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4.2.2. B. adusta’nin Calkalamah Kosullarda Uretimi Siirecinde Enzim Uretimi

Fungus farkli konsantrasyonlarda mangan (0-40 mM) i¢eren STO’lara ekilmis ve
kesikli siirecte 30 'C’de, 150 rpm’de 10 giin boyunca ¢alkalamali olarak tiretilmistir.
Bu c¢aligmada da mangan konsantrasyonundaki artis fungusun iiremesi {izerine
olumsuz etki yapmis ve mangan oksidasyonuna bagli olarak da renk olusumu
artmustir. Ozellikle, 40 mM mangan igeren STO’da fungusun {iremesi belirgin oranda

baskilanmistir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. B. adusta’nin farkli konsantrasyonlarda mangan igeren STO’larda
calkalamali kosullarda 10 giin {iretimi sonras1 kiiltlirlerdeki renk
degisimi. A) Kontrol, B) 2 mM, C) 4 mM, D) 10 mM, E) 40 mM

Bu ortamlarda en yliksek peroksidaz aktivitesi 171 U/L olarak 2 mM mangan
iceren STO’da gbzlenmis ve mangan konsantrasyonu arttikga peroksidaz
aktivitesinde diisiis saptanmistir. Ozellikle 40 mM’lik ortamda ¢ok diisiik peroksidaz
aktivitesi elde edilmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. B. adusta’nin farkli konsantrasyonlarda mangan igeren STO’larda
calkalamali kosullarda 10 giin iiretimi sonrasi saptanan peroksidaz
aktiviteleri (U/L)

4.3. B. adusta’min Kat1 Faz Fermentasyonu Siirecinde Enzim Uretimi

Calismada kat1 substrat olarak bugday kepegi+soya unu kullanilmis ve hazirlanan
kat1 substrat farkli konsantrasyonlarda (0-40 mM) mangan iceren distile su ile
nemlendirilmistir. Sterilizasyon sonrasi farkli konsantrasyonlarda mangan igeren bu
ortamlara B. adusta ekilerek 30°C’de statik olarak iiretim yapilmis ve 5. ile 10.
giinlerde peroksidaz aktiviteleri saptanmustir (Sekil 4.7 ve 4.8). Ozellikle 40 mM
mangan iceren distile su ile nemlendirilen ortamda 5. giinde mangan oksidasyonuna

bagli olarak renk olusumu izlenmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.7. B. adusta’nin kat1 faz fermentasyonu siirecinde 5 giin iiretimi sonrasi
saptanan peroksidaz aktiviteleri (U/L)
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Sekil 4.8. B. adusta’nin kat1 faz fermentasyonu siirecinde 10 giin iiretimi sonrasi
saptanan peroksidaz aktiviteleri (U/L)
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Sekil 4.9. B. adusta’nin 40 mM mangan iceren kati ortamda 5 giin liretimi sonrasinda
renk olusumu.

4.4. Ham Peroksidaz Enziminin Optimum Calistig1 pH ve Sicaklik Arahg:

pH ve sicaklik enzim aktivitesini etkileyen 6nemli parametrelerdir [107]. Bu
nedenle elde edilen ham enzim kaynaginin optimum calistigt pH ve sicaklik aralig

saptanmistir.
4.4.1. pH’min Optimizasyonu

Ham peroksidaz enziminin optimum pH aralig1 farkli pH’larda hazirlanmig sitrat
fosfat tamponunda 30 °C’de ABTS ve H,0, varliginda spektrofotometrede

caligtlmistir. Enzimin optimum c¢alisma pH’s1 pH 3.5-4.0 olarak saptanmistir (Sekil
4.10).
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Peroksidaz Aktivitesi (U/L)

Sekil 4.10. Reaksiyon pH’sinin enzim aktivitesi tizerine etkisi

4.4.2. Sicakhigim Optimizasyonu

Ham enzim i¢in optimum sicaklik araligini belirleme calismalar1 en 1yi pH degeri
olarak saptanan pH 4.0’de ve 4-70 °C araliginda yiriitilmiistir. Enzim genis bir
sicaklik araliginda galisabilmistir. Ozellikle 4-50 °C araliginda yiiksek enzim
aktiveleri gozlenirken, 50 °C’nin iizerinde enzim aktivitesi diismistiir. En yiiksek
peroksidaz aktivitesi 35 °C’de saptanmistir. Sonuglar, bu enzim kaynaginin 4-50 °C

araliginda verimli olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Reaksiyon sicakliginin enzim aktivitesi tizerine etkisi
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4.5. B. adusta’nin Renk Giderim Yetenegi

Renkli atik sular alict su ortamlarina verildiklerinde su ortamlarinda renklenmeye
neden olup fotosentez solunum dengesini bozmakta ve buna bagli olarak ekolojik
dengeyi etkilemektedir [108]. Bu nedenle rengin giderimi 6nemli bir yaklasimdir.
Bununla birlikte, geleneksel biyolojik aritim yontemleri boyar madde iceren atik
sularin renginin gideriminde yetersiz kalmaktadir. Bunun temel nedeni boyar
maddelerin biyolojik yikima direncgli olmalaridir. Boyar madde gideriminde
kullanilan fiziksel ve geleneksel biyolojik yontemlerin de 6nemli dezavantajlari
bulunmaktadir. Bundan dolay1, boyar madde renk gideriminde kullanilabilecek 6zgiil

biyolojik sistemlere ihtiyag¢ vardir.

Boyar madde renk giderim yetenekleri 6ne ¢ikmis olan beyaz ¢iiriik¢iil funguslar
cesitli boyalarin yikiminda test edilmektedir [109, 110]. Calismanin bu kisminda bu
susun renk giderim potansiyeli ¢esitli tekstil boyalar1 kullanilarak farkli kosullarda

arastirilmistir.

45.1. B. adusta’mn Boyar Madde Iceren Kati Besiyerinde Renk Giderim

Yetenegi

Caligmanin bu asamasinda fungusun renk giderim yetenegi Oncelikle boyar
madde iceren SDA besiyerlerinde incelenmistir. Bu amacla ayr1 ayri olmak tizere
Reaktif Mavi 171 (RB171), indigo Karmin (Asit Mavi 74) ve Remazol Brilliant
Mavi R (RBBR) igeren SDA besiyerlerine B. adusta ekildikten sonra 30 °C’de
iretilmis ve kiiltiir ortamindaki renk degisimi izlenmistir. Sekil 4.12°den de

gortilebilecegi gibi fungus renk giderimine neden olmustur.
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Sekil 4.12. (A) RB171, (B) Indigo Karmin ve (C) RBBR iceren SDA ortamlarinda B.
adusta’nin tiremesine bagli renk giderimi

45.2. B. adusta’min Boyar Madde iceren Sivi Ortamlarda Kesikli Uretim

Siirecinde Renk Giderim Yetenegi

Calismada farkli boyar madde igeren sivi ortamlarda da statik ve calkalamali
kosullarda fungusun renk giderim aktivitesi arastirilmistir. Bu amacla Sabouraud
Dextrose Broth (SDB) besiyerinde iiretilen fungal kiiltiir homojenize edilmis ve
boyar madde igeren stok temel ortamlarina (STO) ekim yapilarak fungusun renk

giderim potansiyeli ortaya konmustur.

45.2.1. B. adusta’mmn RB171 iceren STO’da Kesikli Uretim Siirecinde Renk

Giderim Yetenegi

B. adusta 100 mg/L RB171 igeren STO ortamlarinda 30 °C’de statik ve

calkalamal1 kosullarda iiretilmis ve zamana bagli olarak renk giderimi izlenmistir.
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Calkalamali kosullarda statik kosullara gore daha hizli ve yiiksek miktarda renk
giderimi saptanmigtir. Renk degisimi makroskobik olarak da gozlenmektedir (Sekil

4.13 ve Sekil 4.14).

A B

Sekil 4.13. B. adusta’nin statik kosullarda {iretimi siirecinde RB171 renk degisimi.
A) Kontrol, B) 24. saat, C) 48. saat

Sekil 4.14. B. adusta’nin ¢alkalamali kosullarda iiretimi stirecinde RB171 renk
degisimi. A) Kontrol, B) 4. saat, C) 8. saat, D) 24. saat

[lk saatlerden itibaren renk degisimi baslamis ve ozellikle ¢alkalamali kosullarda
ilerleyen saatlerde hizli bir renk giderimi gozlenmistir. ilk saatlerde gdzlenen renk
degisiminin temel nedeni baglangigta biyosorpsiyonun ger¢ceklesmesi ve biyokiitlenin
boyanmasidir. Ilerleyen zaman dilimlerinde mikrobiyal metabolizmaya bagli olarak
hiicre ylizeyinde tutunmus olan boyanin metabolize oldugu ve biyokiitlenin renginin

de acildig1 gozlenmistir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. B. adusta’nin RB171 igeren STO’larda statik ve c¢alkalamali kosullarda
tiretimi siirecinde zamana bagli renk giderimi

Benzer olarak fungus 150 mg/L indigo Karmin ve RBBR igeren STO’larda statik
ve calkalamali kosullarda iiretilmis ve zamana bagl olarak renk giderimi izlenmistir

(Sekil 4.16-Sekil 4.17).

A B

Sekil 4.16. B. adusta’nin statik kosullarda 48 saat iiretim sonras1 indigo Karmin renk
degisimi. A) Kontrol, B) 48. saat
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A B

Sekil 4.17. B. adusta’nin ¢alkalamali kosullarda 48 saat iiretimi sonrasi Indigo
Karmin renk degisimi. A) Kontrol, B) 48. saat

Her iki kosulda da, 24. ve 48. saatler indigo Karmin icin %100’e yakin renk
giderimine ulagilmistir (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. B. adusta’nin indigo Karmin igeren STO’larda statik ve calkalamali
kosullarda iiretimi slirecinde zamana bagli renk giderimi

RBBR iceren STO’larda yapilan calismada ilk 24 saatte dnemli bir renk giderimi
gbzlenmemistir. Bununla birlikte, 48. saatte renk acilmis (Sekil 4.19) ve 48. saatte
statik kosullarda %67 ve calkalamali kosullarda da %82 renk giderim degerlerine
ulasiimistir (Sekil 4.20). Cesitli ¢calismalarda da bu fungusun RBBR ve Poly R-478
renk giderim yetenegi rapor edilmistir [72, 91].
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A

Sekil 4.19. B. adusta’nin ¢alkalamali kosullarda 48 saat tiretimi sonrasi RBBR renk
degisimi. A) Kontrol, B) 48. saat

Statik © Calkalamali

100

th O -1 G0 ‘D
o oo O o
—

L
o O

Renk Giderimi (%)

—_
o O

48
Zaman (saat)

Sekil 4.20. B. adusta’nin 150 mg/L RBBR igeren STO’larda statik ve galkalamali
kosullarda tiretimi siirecinde zamana bagli renk giderimi

4.5.3. B. adusta Pelletlerinin Boyar Madde iceren Distile Su Ortamlarinda Renk

Giderim Yetenegi

Caligmanin bu kismi steril olmayan kosullarda yiiriitiilmiistiir. Bu kisimda boyar
madde igeren distile su ortamlar1 hazirlanmis ve bu ortamlara daha once tiretilmis
olan B. adusta pelletleri eklenmistir. Pelletler eklendikten sonra renk giderim

aktiviteleri izlenmistir.
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45.3.1. B. adusta Pelletlerinin RB171 iceren Distile Su Ortamlarinda Renk

Giderim Yetenegi

Calismanin bu kisminda farkli konsantrasyonlarda (100-200 mg/L) RB171 igeren
distile su ortamlar1 hazirlanmis ve bu ortamlara uygun miktarda B. adusta pelletleri
eklenerek Oncelikle hazir pelletlerin renk giderim aktivitesi kesikli siirecte izlenmistir
(Sekil 4.21). Sekil 4.21’de de goriildigii gibi kullanilan pelletler 1 saatte %90

civarinda renk giderim aktivitesine ulagsmistir.
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Sekil 4.21. Fungal pelletlerin farkli konsantrasyonlarda RB171 igeren distile su
ortamlarinda inkiibasyonu siirecinde renk giderimi

Hazir pelletler yiiksek renk giderim yetenegi gosterdigi igin tekrarli kesikli
stiregte pelletlerin renk giderim yetenegini saptamak amaciyla 2. bir calisma
kurulmustur. Bu kisimda 100 mg/L RB171 igeren distile su ortamlari1 yarim saatte bir
boyar madde igeren distile su ortamiyla degistirilerek ¢alismalar yiirtitilmistiir (Sekil
4.22). Pelletlerin ilk iki kullaniminda %88 renk giderimi elde edilirken, 3. kullanim

ve sonrasinda renk giderim aktivitesi azalmistir.
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Sekil 4.22. Fungal pelletlerle tekrarli kesikli siiregte RB171’in renginin giderimi

45.3.2. B. adusta Pelletlerinin indigo Karmin Iceren Distile Su Ortamlarinda

Renk Giderim Yetenegi

Farkli konsantrasyonlarda Indigo Karmin (100 ve 200 mg/L) iceren distile su
ortamlarinda yapilan kesikli ¢alismada B. adusta pelletleri 24 saatte %95’in iizerinde
renk giderimi yapmistir (Sekil 4.23). Hem 100 mg/L hem de 200 mg/L boyar madde

igeren ortamlarda %92-99 arasinda renk giderim degerlerine ulasilmistir.
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Sekil 4.23. Fungal pelletlerle kesikli siirecte Indigo Karmin’in renginin giderimi

Tekrarli kesikli yiiriitiilen ¢alisma ise 24 saatlik araliklarla boyar madde (100
mg/L) igeren taze besiyeri (distile su) degisimi yapilarak yiriitiilmiis ve pelletlerin 3
kez tekrarli kullanimina bagli olarak renk giderim verimi incelenmistir. Calisma
sonuglar1 pelletlerin 3 kez kullanimi siirecinde renk giderim aktivitesini korudugunu

ve 3 kullanimda bile %94 renk giderimi yaptigini ortaya koymustur (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. Fungal pelletlerle tekrarli kesikli siirecte indigo Karmin’in renginin

giderimi
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4.5.3.3. B. adusta Pelletlerinin RBBR Iceren Distile Su Ortamlarinda Renk

Giderim Yetenegi

Farkli konsantrasyonlarda RBBR igeren distile su ortamlarinda yapilan kesikli
caligmada B. adusta pelletleri 48. saatte %90 civarinda renk giderimi yapmis, 72.
saatte ise giderimi %50 civarina dismistiir. Distisiin sebebi pelletlere kismen

adsorbe olmus boyanin ¢oziinmesi olabilir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Fungal pelletlerle kesikli siire¢te RBBR’nin renginin giderimi

Tekrarli kesikli yiiriitiilen ¢aligma 24 saatte bir boyar madde igeren taze besiyeri
(distile su) degisimi yapilarak yiiriitiilmiis ve pelletlerin 3 kez tekrarli kullaniminda
renk giderim verimi incelenmistir. Bu siirecte, 1. kullanimda %70’in iizerinde renk
giderimi gozlenirken, 3. kullanimda %60°1n iizerinde renk giderimi Saptanmistir

(Sekil 4.26).
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Sekil 4.26. Fungal pelletlerle tekrarli kesikli siiregte RBBR "nin renginin giderimi

4.5.3.4. B. adusta Pelletlerinin Astrazon Mavi Iceren Distile Su Ortamlarinda

Renk Giderim Yetenegi

Calismada oncelikle hazir pelletlerin kesikli siirecte zamana bagli renk giderim
aktivitesi izlenmistir (Sekil 4.27). 100 mg/L Astrazon Mavi igeren distile su
ortaminda 24 saatte %83 renk giderimi saptanmistir. 200 mg/L Astrazon Mavi igeren

ortamda 24 saatte %78 renk giderimi saptanmustir.
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Sekil 4.27. Fungal pelletlerle kesikli siiregte Astrazon Mavi’nin renginin giderimi
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Tekrarli kesikli yiiriitiillen calismada 24 saatte bir boyar madde iceren taze
besiyeri (distile su) degisimi yapilarak yiiriitilmiis ve pelletlerin 3 kez tekrarh
kullaniminda renk giderim verimi incelenmistir. Bu siirecte, 1. kullanimda %83 renk

giderimi gozlenirken, 3. kullanimda %84 renk giderimi saptanmustir (Sekil 4.28).

Bu ¢alisma pelletlerin bu boyar maddenin renginin gideriminde etkili oldugunu
gostermistir. Literatiirde de fungal pelletlerle Astrazon grubu boyalarin renginin
etkili bir sekilde giderilebildigi rapor edilmistir [110].
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Sekil 4.28. Fungal pelletlerle tekrarli kesikli siiregte Astrazon Mavi’nin renginin

giderimi

45.3.5. B. adusta Pelletlerinin Astrazon Siyah Iceren Distile Su Ortamlarinda

Renk Giderim Yetenegi

Calismamizda distile su ile farkli konsantrasyonda (50, 100, 150 ve 200 mg/L)
Astrazon Siyah hazirlanmig ve B. adusta pelletleri kullanilarak steril olmayan
kosullarda kesikli siirecte renk giderimi incelenmistir. Ik 24 saatlik siirecte B. adusta
pelletleri 50, 100, 150 mg/L boyar madde igeren ortamlarda renk giderimi yaparken,
200 mg/L Astrazon Siyah i¢eren ortamda renk giderimi gozlenmemistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. Pellet uygulamasi sonucu Astrazon Siyah igeren distile su ortamlarinda
renk giderimi. A) 50 mg/L Astrazon Siyah, B) 100 mg/L Astrazon Siyah,
C) 150 mg/L Astrazon Siyah

Bu siiregte 50-150 mg/L Astrazon Siyah igeren ortamlarda 24 saatte %76-83 renk
giderimi elde edilmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. Fungal pelletlerin farkli konsantrasyondaki Astrazon Siyah boyasinin
renginin giderimi
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Pelletlerin Astrazon Siyah renk giderim yetenegi saptandiktan sonra 50 mg/L
Astrazon Siyah iceren distile su ortaminda tekrarli kesikli siiregte renk giderim
verimi arastirilmistir. Pelletler ilk 3 kullanimda %86 renk giderim aktivitesini

korurken, 4. kullanimda renk giderimi %50’ye diismiistiir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31. Fungal pelletlerin tekrarli kesikli siiregte Astrazon Siyah’in renginin

giderimi

4.6. Ham Enzim Kaynaginin Renk Giderim Yetenegi

Calismanin bu kisminda kati faz fermentasyonu siirecinden elde edilmis ham
enzim kaynagiin boyar madde renk giderim yetenegi arastirilmistir. Ham enzim
kaynag1 200 mg/L RB171 igeren distile su ortamina eklenmis ve 1 dakika siiresinde
renk giderimi saptanmistir. Bu amagla, yalnizca H,O; eklenmis boyar madde,
yalnizca enzim eklenmis boyar madde ve enzim+H,O, eklenmis boyar madde
ortamlarinda renk giderimi aragtirilmistir (Sekil 4.32). Sekil 4.32°den de
goriilebilecegi gibi enzim kaynagina H,O, eklenmesi renk giderim aktivitesini

arttirmis ve %31 renk giderimi elde edilmistir.
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Sekil 4.32. Ham enzim kaynaginin boyar madde renk giderimi
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5.SONUC VE ONERI

Beyaz ciiriik¢iil funguslar enzim iiretim yetenekleri ve boyar madde renk giderim
potansiyelleri acisindan ilgi cekmektedir. Bu nedenle ¢alismada Prof. Dr. Ozfer
YESILADA tarafindan dogadan izole edilip tammlanan bir beyaz ¢iiriikciil fungus
olan Bjerkandera adusta’nin enzim iiretim ve renk giderim yetenegi arastirilmistir.

Bu sus bu ac¢idan ilk kez kullaniimustir.

Peroksidaz enzimleri endiistriyel ve saglik uygulamalar1 da dahil olmak {izere
pek ¢ok uygulamada kullanilabilen énemli enzimlerdir. Bu nedenle ¢alismamizda
yeni izole edilmis bu susun peroksidaz aktivitesine sahip enziminin iretim
potansiyeli farkli kosullarda arastirilmistir. Mangan igeren ortamlardaki kahverengi
renk olusumu manganin peroksidazin oksidasyonunu gostermektedir. Bununla
birlikte, siv1 ve kat1 faz fermentasyonlarindan elde edilen enzim kaynaklarinda turp
peroksidazina benzer peroksidaz aktivitesi belirlenmistir. Lakkaz aktivitesi yok veya
yok denecek diizeydedir. Sonuglarimiz bu susun peroksidaz aktivitesine sahip bir
enzim {iretebildigini gostermistir. Bu durum, test edilen fungusun enzim iiretiminde
Oonemli olabilecegini gostermektedir. Ham enzim kaynaginin aktivitesi asidik
kosullarda ve 4-50 °C sicaklik araliginda yiiksektir. Enzimin diisik ve yiliksek
sicaklikta aktivite gostermesi genis bir uygulama araliginda ¢aligsabilmesi acisindan

onemlidir.

Calismada kullanilan sus, hem steril hem de steril olmayan kosullarda boyar
madde renk giderimi yapabilmistir. Fungal biyokiitlenin boyar madde renk giderim
aktivitesini tekrarli kesikli uygulamada da gostermesi ve tekrarli kullanimda bu
aktivitesini korumas: iiretilecek pelletlerin tekstil ve boyar madde igeren atik sularin
renginin gideriminde kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Ham enzim kaynaginin
da boyar madde renk giderim yeteneginin olmasi enzim kaynaginin renk giderim

potansiyeli a¢isindan da dnemli oldugunu gostermektedir.

Sonug olarak, ¢aligmamizda kullanilan susun, enzim f{iretimi ve boyar madde
renk giderimi yetenekleri agisindan hem enzim biyoteknolojisi hem de c¢evre

biyoteknolojisi uygulamalarinda kullanilabilme potansiyeli bulunmaktadir.
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