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OZET

Ticari olarak kullanilan sentetik boyalarin biiyiik bir kismini toksik, kanserojenik ve mutajenik
ozelliklere sahip olan azo boyalar olusturmaktadir. Boyalar 6zellikle tekstil endiistrilerinde boyama ve
baski islemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu boyalarin fabrika desarj sularindan aritilmasi i¢in
kullanilan kimyasal ve fiziksel aritim teknolojileri yetersiz kaldigindan ve 6zellikle kimyasal aritim
yontemlerinde kullanilan bazi oksidan molekiiller ¢evre igin tehlikeli oldugundan biyolojik aritim dnem
kazanmaktadir. Pleurotus ostreatus, diinyanin hemen hemen biitiin iliman iklim bélgelerinde; kavak,
kayin, mese, karaagag, ak¢aagac, ithlamur, sogiit, ceviz ve kestane gibi birgok aga¢ tiiriiniin ¢iliriimiis
gdvdelerinde ciiriikgiil olarak yasar. Uzerinde bulundugu bitkinin hemiseliiloz, seliiloz ve lignin gibi
polisakkaritlerini ekstraseliiler olarak degrede eder ve karbon kaynagi olarak kullanir. Genel olarak
beyaz ¢iirtik¢iil funguslarin biiylik bir cogunlugu tarafindan {iretilebilen ligninoseliilotik enzimler, boya
maddelerinin atik sulardan aritilmasinda kullanilir. Calismada kullanilan ve Erzincan’dan izole edilen
P. ostreatus mantarmin, tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan Direct Black 22 azo boyasinin
biyosorbsiyonu-biyodegredasyonu ve bu amagla fonksiyon gosteren enzimlerin aktiviteleri
arastirilmustir. Ayrica Ozellikle tekstil boya endiistrisinde kullanilan ve bu isletmelerden gevreye
birakilan atik su igerisindeki onemli kirlilik faktorii olan sentetik boyar maddelerin diigiikk maliyetle ve
kisa stirede biyolojik olarak aritilmasi amaglanmistir. Sonug olarak, polifenol oksidaz, lakkaz, mangan
peroksidaz ve lignin peroksidaz gibi enzimlerin azo boyalarin giderimi iizerinde etkili sonuglar verdigi
gdzlenmistir. Ozellikle lakkaz enziminin aktivitesi yiiksek cikmustir. Ayrica aritim iizerine farkli
kerestecilik atiklarmin da besin kaynagi olarak kullanimi denenmis ve P. ostreatusun {izerinde
ciiriik¢iil olarak yasadigi agag¢ tiirlerinin kabuk kisimlarmi mikro partikiil haline getirdigi ve
boyarmadde giderim ortaminda kullandigi belirlenmistir.

Biological treatment and optimization of Direct Black 22 Azo Dyes with Pleurotus
Ostreatus

ABSTRACT

Most commercial synthetic dyes consist of azo dyes which have toxic, carcinogenic and mutagenic
properties. Dyes are widely used in painting and printing processes especially in textile industries.
Because of the inadequate chemical and physical treatment techniques used to treat these dyes from
factory discharge waters, and some oxidant molecules used in chemical treatment methods danger for
the environment, biological treatment is gaining importance. P. ostreatus is saprophyte that lives in
almost all temperate climates; Many trees such as poplar, beech, oak, elm, maple, linden, willow,
walnut and chestnut in rotten trunks. It degrades the plant's polysaccharides such as hemicellulose,
cellulose and lignin extracellular and uses it as a carbon source. Lignocellulosic enzymes, which can be
produced by a large majority of white rot fungi in general, used to treat dye substances from waste
water. In this study, the biosorption-biodegradation of Direct Black 22 azo dyes widely used in the
textile industry by P. ostreatus fungi, which are used in this study and isolated from Erzincan, and for
this purpose the activities of enzymes of function have been investigated. Also it is aimed to biological
treatment of synthetic dye materials which are used in the textile dying industry and which are the
important pollution factors in the wastewater which are left to the environment. Consequently, it was
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observed that enzymes such as polyphenol oxidase, laccase, manganese peroxidase and lignin
peroxidase gave effective results on the treatment of azo dyes. In particular, the activity of the enzyme
laccase has been high. In addition the tried to use different logging waste as a source of nutrient
treatment on and It has been determined that tree species that have been saprophyte on P. ostreatus have

turned their shell parts into microparticles and used them in the environment of dyeing.

© OMU ANAJAS 2017

1. Giris

Giinliimiizde uluslararast ¢evre sorunlarindan biri de
sucul ekosistemlerin kirlenmesidir. Sucul
ekosistemlerde kirliligin biiylik kismi endiistriyel atiklar
nedeni ile meydana gelmektedir. Genellikle tekstil boya
endiistrisi fabrikalarindan desarj edilen atiklar goller ve
akarsular gibi sucul sistemlere verilmektedir. Bu
atiklarin bazi aritim proseslerinden gegcirilip en zararsiz
hale doniistiiriilerek dogaya verilmesi gerekmektedir.
Ancak geligmekte olan iilkelerin ¢ogunda {irlin
maliyetini diigiik tutmak amaciyla gerek tiretim gerek
aritim prosesinde eski teknolojiler kullanilmaktadir.
Eskiden fiziksel ve kimyasal aritim yapilirken simdi
biyolojik aritim yapilmaktadir (Sisli, 1996).

Tehlikeli maddeleri, zararsiz (su ve karbondioksit)
veya daha az zararli maddelere pargalamak igin
mikroorganizmalarin kullanildigi uzun siiregli aritim
prosesleri  biyoremediasyon olarak bilinmektedir.
Biyoremediasyon; mikroorganizmalarin  kirleticileri
cevreden alma kapasitesine sahip olmalar1 ve bunlar
bliyiime ve metabolik faaliyetleri i¢in kullanmalar
esasina dayanmaktadir. Biyoremediasyon,
biyosorbsiyon ve biyodegredasyon sekilde yapilabilir.
Kimyasal maddelerin mikrobiyal kiitle tarafindan
adsorpsiyonu veya kiitlede birikimi biyosorpsiyon
olarak ifade edilmektedir. Biyodegredasyon ise yasayan
mikrobiyal organizmalar tarafindan organik bilesiklerin

enzimler kullanilarak kiigiilk parcalara ayrilmasi
islemidir. Biyosorbsiyon hiicre dis yiizeyinde veya i¢
yiizeyine tutunma olarak gerceklesirken

biyodegradasyon hiicre disinda pargalanmasi veya hiicre
igine metabolize edilmesi seklinde olmaktadir. Mantar
ile yapilan renk giderim ¢aligmalarinda kullanilan glikoz
derisimi genellikle 1-5 g L-1 *dir (Zhang ve ark., 1999,
Kapdan ve Kargi, 2001). Basidiomycetes sinifina ait
olan beyaz ciiriik¢iil mantarlarin sentezledikleri lakkaz,
Mn-peroksidaz, lignin peroksidaz ve NADH peroksidaz
(NADH oksidaz) ekstraselliiler enzimleri biyoteknolojik
caligmalarda yogun olarak kullanilmaktadir (Wesenberg
ve ark., 2002).

Ticari olarak kullanilan sentetik boyalarin biiyiik bir
kismini toksik, kanserojenik ve mutajenik ozelliklere
sahip olan azo boyalar olusturmaktadir (Seesuriyachana
ve ark., 2007). Genel bir simflandirma 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.

Anaerobik kosullarda azo boyalarinin pargalanmasi
ile aromatik aminlere kolaylikla pargalanabilmektedir.
Ancak olusan bu aromatik aminler genellikle anaerobik

kosullarda daha ileri pargalanmaya direnglidir (Kuai, De
Vreese ve Vandevivere, 1998). Olusan bu aromatik
aminlerin aerobik kademede giderimi ile boyar
maddelerin anaerobik/aerobik proseslerle
mineralizasyonu gergeklestirilmisgtir (Zaoyan ve ark,
1992; An ve ark., 1996).

Azo boyalari, yapilarindaki kromofor grup olan azo
(-N=N-) grubu ile karakterize edilir (Baser ve Inanici,
1990). Dogal boyar maddelerin hi¢ birinde azo grubuyla
kargilagilmaz. Bu simif boyar maddelerin hepsi sentetik
olarak elde edilirler. Sentezlerinin sulu ¢dzelti i¢cinde ve
basit  olarak  gerceklestirilmesi ve  baslangic
maddelerinin  simirsiz  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. Endiistriyel olarak
iiretilen azo boyalarin tiimii ksenobiyotik bilesiklerdir
(Pagga ve Brown, 1986). Azo boyalari giiniimiizde
tekstil  endiistrisinde  kullanmilmakta olup  cevre
kirleticileri ~ icinde  olduk¢a  6nemli bir  yeri
tutmaktadirlar. Bu hedeften yola ¢ikarak Direct Black
22 azo boyasini, Erzincan’dan izole edilen P. ostreatus
mantarimin lizerinde biyosorbsiyonu—biyodegredasyonu
arastirdik.

2. Materyal ve Yontem
2.1. Materyal
2.1.1. Kimyasallar

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

2.1.2. Mikroorganizma

Calismada lakkaz enziminin {retiminde kaynak
olarak  beyaz ciirikk¢iill fungus P. ostreatus
kullanilmigtir. Mantar 6rnegi laboratuvara getirildikten
sonra spor tozlarinin renklerini saptamak ve sporlar
mikroskop altindan incelemek i¢in sapkanin sapi
sapkaya yakin bir yerden kesilerek himenium tabakasi
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asag1 gelecek sekilde beyaz bir kagit iizerine bir siire
birakilmistir. Boylelikle sporlarin dokiilmesi saglanmig
ve spor baskisi tespit edilmistir.

2.2. Metot
2.2.1. Uygun stok ortamunn belirlenmesi

P. ostreatus’un stoklayabilmek icin kullanilacak
besiyeri seg¢iminde iki farkli besiyeri kompozisyonu
belirlenmistir.  Bu  stok  ortamlarinda  yapilan
denemelerde besiyerlerine ekilen hiicreler 14 giin
boyunca 28°C inkiibasyona birakilarak gelisimleri ve
kontaminasyon olup olmadig takip edilmistir.

2.2.2. Rose bengal agar

Rose Bengal Agar (RBA) hazir besiyeridir. RBA
ortaminin hazirlanisinda 1 litre ¢ozeltide 32,2 gram
RBA olacak sekilde 100 ml’lik ortam hazirlanip 121°C
de 1 atm’de 20 dakika otoklavda sterilize edildi ve 9 cm
capli petrilere 12,5 ml olacak sekilde aseptik kosullarda
aktarimi yapild.

2.2.3. Potato dekstroz agar (PDA)

Potato Glukoz Agar (PGA) [PDA = potato dekstroz
agar da denilebilir.] PGA ortami hazirlaniginda 1 litre
¢ozeltide 39 gram PGA olacak sekilde 100 ml’lik ortam
hazirlandi. Hazirlanan ¢ozelti 121 °C de 1 atm’de 20
dakika sterilize edildi ve 9 cm ¢apl petrilere 12.5 ml
olacak sekilde aseptik kosullarda aktarimi yapildi.

2.2.4. Yatik agar

Kati  besiyerinden  sivi  besiyerine  hiicre
inokiilasyonu i¢in yatik agar kullanildi. Roux sigesinde
121 °C’ de 15 dakika otoklavda sterilizasyon yapilan
besiyerleri ardindan 55 °C‘ye kadar sogutularak steril
vidal1 deney tiiplerine steril ortamda 5’er ml aktarildi.

2.2.5. Biiyiime ortami

Biiytime ortami olarak Malt Ekstrakt Broth (MEB)
kullanildt (1,7 g/100ml). Hazirlanan Malt Ekstrakt
Broth (MEB) 250 ml erlenlere 95 ml olacak sekilde
koyuldu ve otoklavda sterilize edildi. Yatik agara ekimi
yapilan mikroorganizmalar 5 ml serum fizyolojik su
yardimi ile aseptik kosullarda alindi ve biiylime
ortamina yine aseptik kosullarda ilave edildi. 6 giin
28 °C de 125 rpm’de calkalayicili inkiibatorde inkiibe
edildi.

2.2.6. Uygun Enzim Uretim Ortaminin Belirlenmesi

P. ostreatus tarafindan iretilen polifenol oksidaz,
lakkaz, mangan peroksidaz, lignin  peroksidaz
enzimlerinin {iretim ortaminin belirlenmesi igin, dort
farkli ortamda bu enzimlerin aktivitesi 14 giin boyunca
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izlendi. Bu ¢alismada kullanilmak iizere 4 farkli ortam
denenmek iizere secildi. Birinci ortamin igeriginde; 2.5
g L-1 Glukoz, 1 g L* Yeast ekstrakt, 2.3 g L*
Potasyum sodyum tartarat, 1 g L™ Pepton, 0,00639 g L™
CuSO, bulunmaktadir. pH 6.6’ya ayarlanarak 95 ml’lik
besi ortamlart hazirlanarak denemeler yapilmustir.
Ortama glukoz ekim sirasinda aseptik kosullarda
eklenmektedir. ikinci ortamun igeriginde; 2.5 g L™
Mannitol, 1 g L™ Yeast ekstrakt, 2.3 g L™ Potasyum
sodyum tartarat, 1 g L-1 Pepton, 0.00639 g L CuSO4
bulunmaktadir. pH 6,6’ya ayarlanarak 95 ml’lik besi
ortamlar1 hazirlanarak denemeler yapilmistir. Ortama
mannitol  ekim  swrasinda  aseptik  kosullarda
eklenmektedir. Ugiincii ortamm igeriginde; 10 g L™
Glukoz, 0.724 g L™ NH,NO,, 1 gL* KH,PO, 1 g L™
MgS0,.7H,0, 0.5 g L™ KCI, 0.5gL-1 Yeast ekstrakt,
0.001 g L™ FeS0,.7H,0, 0.0028 g L* ZnS0,.7H,0,
0.033 CaCl,.2H,0, 10 g L™ Pepton bulunmaktadir. pH
6’ya ayarlanarak 95 ml’lik besi ortamlar1 hazirlanarak
denemeler yapilmistir. Ortama glukoz ekim sirasinda
aseptik kosullarda eklenmektedir. Dordiincii ortamin
iceriginde; 5 g L™ Glukoz, 2 g L™ KH,PO,, 0.05¢g L™
NH,NO; 0.05 g L' MgSO,7H,0, 01 g L™
CaCl,.2H,0, 0.1 g L'  Tiamin ortam hazirlanip
icerisine 0.5 g L* MnSO,, 0.1 g L* FeSO,.7H,0, 0.1 g
L? ZnS0,4.7H,0, eser element soliisyonu hazirlanarak
100 ml’lik karigim igerisine 10 ml ilave edildi. pH 4.5’¢
ayarlanarak 95 ml’lik besi ortamlar1 hazirlanarak
denemeler yapilmistir. Ortama glukoz ekim sirasinda
aseptik kosullarda eklenmektedir.

2.2.7. Enzim aktivite tayini

Polifenol oksidaz aktivitesi katekol’ii
oksitlediginden  dolay1  olusturdugu  kompleksin
420nm’de verdigi karakteristik absorbans Olgiiliir.

Lakkaz’in aktivitesi, lakkaz ABTS’yi oksitlemesiyle
kinon bilesikleri olusturur olusan bu kinonlar 420 nm’de
karakteristik absorbans verir. Mangan peroksidaz’in
aktivitesi, manganla malonatin olusturdugu kompleksin
270 nm’de verdigi karakteristik absorbans o&l¢iiliir.
Veratril alkoliin H,O, aracilig1 ile oksitlenmesi sonucu
olusan yapmin 310 nm de verdigi karakteristik
absorbans olg¢iiliir.

3. Bulgular ve Tartisma
3.1. Uygun stok ortaminin belirlenmesi
3.1.1. Petri stok kiiltiirii

PDA’da kontaminasyon riski yiliksek oldugundan
dolayt petri stok kiiltiiriinde Rose Bengal Agar
secilmigtir. Her PDA ve RBA’da P. ostreatus aymi

gelisimi  gostermis herhangi bir morfolojik ve
biyokimyasal degisime ugramamustir (Sekil 1).
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Day7 Day9 Day11

Sekil 1. RBA Petri Stok Kiiltiirti

Day 14

3.1.2. Yatik agar

Yatik agar besiyeri olarak kullanilan RBA da
organizmamiz 14 giinlin sonun da yiizeyde misel
olugturmustur (Sekil 2).

Day 1 Day 3 Day 6

Day 9

Day 11

Sekil 2. RBA Yatik Stok Kiiltiirii

Day 14

3.2. Uygun enzim iiretim ortaminin belirlenmesi

Uygun enzim ortamint belirlemek i¢in denemeler
yapilmig, Sekil 3.’de sunulmustur. Sonuglara gore
birinci ortam besi yerinde boya giderimi ve enzim
aktiviteleri yiiksek oldugundan dolay1 calismalara bu
kompozisyon ile devam edilmistir.

025

z

/J

Konsantrasyon (giml)

-005

Zaman (Giin) ——10rtam ——2.0rtam

——3.0rtam ——4.0rtam

Sekil 3. Uygun Enzim Uretim Ortam Grafigi

3.3. Boyalarin spektrum taramasi

Biyogiderimi yapilan boyalarin saf hallerinin
maksimum absorbans degerlerini bulmak amaci ile
spektrum  taramasi  yapildi.  Bdylelikle  boya
molekiillerinin maksimum absorbans verdigi dalga
boylar1 bulundu. Spektrum taramasi yapilirken kor
olarak saf su kullamlip boyalarmn saf halde 0.02 g L™
konsantrasyonlar da ¢ozeltilerinin 700 nm — 200 nm
araliginda spektrum taramalari yapildi. Yapilan bu
taramalar sonucu her boya i¢in maksimum absorbans
veren dalga boyu tespit edildi. Boyalarin spektrum
taramalar1 Sekil 4’ de sunulmustur.

a5

ag]

496

Sekil 4. Direk Black 22 Spektrum Taramasi
3.4. Boyalarin standart grafiklerinin olusturulmasi

Enzim iretim ortaminda biyogiderimin takip
edilebilmesi icin, giinliikk olarak sivi kiiltiirden alinan
numunelerde ne kadar boya kaldigini; standart grafigi
olusturularak tespiti yapildi. Standart grafigi olusturmak
icin saf boya maddesini belirli oranlarda c¢ozeltiler
hazirlandi. Hazirlanan ¢d6zeltilerin, her boya igin
maksimum absorbans verdikleri dalga boylarinda
Ol¢timleri yapildi. Bu boya ¢ozeltilerinin
konsantrasyonlariyla, absorbans— konsantrasyon grafigi
cizildi (Sekil 5).

Bu grafikler sonucu olusturulan y = a x + b grafik
denklemleri de standart grafik denklemi olarak
kullanildi.

Direct Black 22 Standart Grafigi
3.5 +
2.5 1 y = 35.745x - 0.0074

15 4

Absorbans (nm)

0.5 -

0 0.05 0.1 0.15
Konsantrasyon (g L-1)

Sekil 5. Direct Black 22 standart grafigi
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3.5. Boyalarin gideriminin takibi

Enzim iiretim ortaminda bulunan boya miktarimin
takibi icin gilinliik olarak sivi kiiltiirlerden 1’er ml
aseptik kosullarda numune alindi. Alinan bu numuneler
16000 xg’de santrifiij yapildi. Santrifiij yapilan
numunelerin siipernetant kismi alinarak her biri i¢in
0zgii dalga boylarinda absorbanslari alindi. Kor olarak
sterilize edilmis sivi kiiltiir kullanmildi. Sonuglar Sekil
6’de sunulmustur ve denemesi yapilan boyalarin
biyogiderimi giin giin fotograflar ile takip edilmistir
(Sekil 7).

Direct Black 2 Biyodegradasyon Grafigi
(E.U.O. Belirleme)

0.8 0025 35

— 07 [
E 06 0.02 :'c/,
% 05 0015 §
S 04 2
£ 03 001 8
] 0.2 c
& 01 0005 3
0 +—+——+—+—+—+—+—+—++—+—+—++ 0 §

1234567 891011121314

Zaman (Giin)

‘ —&— Absorbans (nhm) —a— Konsantrasyon (g/l) ‘

Sekil 6. Direct Black 22 boya giderim grafigi

Before Dye Application Dayo Day1 Day2

Day3 Day4 Day5 Day6

Day7 Day8 Day9

Day14

Day11 Day12 Day13

Sekil 7. Direct Black 22 Boya Giderim Goriintiisii
3.6. Lakkaz enziminin aktivite grafikleri

Yaptigimiz calismalarda giin giin takip edilen
lakkaz, lignin peroksidaz (LiP) ve mangan peroksidaz
(MnP) enzimlerinin aktivite tayinlerinde lakkaz
enziminin aktivitesinde gozle gorilir bir sekilde
degisiklik saptanmustir (Sekil 8).
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Direct Black 22 Lakkaz Aktivite Grafigi

400
350
300 L2

= 250 . *

> 200 ? 3
150 * .

100 * *
50
0-¢* x x r
0 5 10 15
Zaman (Giin)

Sekil 8. Direct Black 22 lakkaz aktivite grafigi
3.7. Sicaklik optimizasyonu

Sicaklik optimizasyonu yaparak toksik boyalarin
hangi sicaklikta daha iyi degrede olduklarin1 ve
hiicrelerin hangi sicaklik araliginda maksimum aktivite
verdigi belirlendi (Sekil 9).

Ug Farkli Sicakhikta Direct Black 22
1 Boyasinin Biyodegradasyonu

O &
v O

0.1 - —o

T T T T T T T

012345¢6 7891011121314

——280C —#—-300C ——320C

Sekil 9. Farkli sicaklikta Direct Black 22 boyasiin
biyodegradasyonu

3.8. Calkalama hizi optimizasyonu

Calkalama hiz1 optimizasyonu yaparak oksijen
transferinin  hangi aralikta oldugunu belirleyip
maksimum enzim aktivite verimini tespit ettik (Sekil
10).
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Direct Black 22 Boyasimin Rpm Opdimizasyonu

1
0.9
0.8 -
0.7
0.6
0.5
0.4 -
0.3
0.2
0.1

O T T T T T T T T T T

01234546 78 91011121314
100 rpm 125 rpm 150 rpm

Sekil 10. Direct Black 22 boyasinin rpm optimizasyonu
3.9. S kiiltiir fermantasyonu

Sekil 11°de boyalarin sivi kiiltiir fermantasyon
sonuglart sunulmusgtur. Sivi kiiltiir fermantasyonun da
agac endiistrisinde atik olan malzemeyi kullanarak atik
bir maddenin giderimi yine bir atik madde ile saglanmis
oldu. Enerji, bir karbon kaynagi yerine, agag artiklarinin
kullanmasiyla saglanmistir. Dolayisi ile glikoz olarak
kullanilan karbon kaynagindan tasarruf edilmis oldu.

Bir baska yaklasim olarak da, kullanilan agag
pargaciklari enzimin dogal substrati oldugundan dolay1
bir gen indiiksiyonuna neden olabilecegi ve ekspresyon
diizeyi hizlanip genin daha fazla ¢alismasi ile giderim
daha hizlanacagr diigiiniilmiistiir. Bunun sonucunda da
giderimin daha etkili olacagi belirlenmistir.

Direct Black 22 Boyasinin

1 Sivi Kiiltiir Fermantasyonu
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Sekil 11. Direct Black 22 boyasmin sivi kiiltiir

fermantasyonu
3.10. Biyokiitle hesabi

Denemelerimizde kullandigimiz  mantar  koloni
hiicrelerini ortalama ayni biyiiklikte ve 10 koloni
hiicresi olacak sekilde belirledik. Belirledigimiz 10
koloni hiicresinin kuru agirliklarini tartip canli hiicre
miktarindaki artigina  baktik. Buradaki biyokiitle
artisginin énemi bir canli ortamdaki boyayr rahat bir

sekilde kullanip da toksik etki gormiiyorsa biyokiitlesini
arttirir. Cilinkii bu ortam canli i¢in elverigli bir yasam
alanidir. Canlinin biyokditlesini arttirmasinin - 6nemi
giderimi yapryorken ne kadar ¢ogalmig ve ne kadar
protein iiretmis ise o kadar fazla biyogiderim anlamina
gelmektedir. Bu da ¢alismalarimizin daha iyi bir verimle
gerceklesmesine katki saglamaktadir.

Toplam 10 koloni hiicresinin agirli 0,0137 g olarak
tartilmistir. Ug farkli azo grubu boyalarin iizerinde
denemeler sonucunda Direct Black 22’de 0,128 g olarak
tartilmistir. Bunlar1 Yiizde(%) olarak verecek olursak
Direct Black 22 % 734 oraninda hiicre artis1 nicel olarak
belirlenmistir.

Uygun stok ortami icin Rose Bengal Agar1 sectik
bunun nedeni Pleurotus ostreatus’un hiflerinin Rose
Bengal Agarda gelisiminin daha iyi oldugudur. Potato
Dekstroz Agarda kontaminasyon oldugundan dolayi bu
besi yerini stok ortami olarak tercih etmedik. Enzim
ortamint belirlerken dort farkli icerik kompozisyonuna
sahip ortamlar kullandik.

4. Sonuc ve Oneriler

Beyaz ciiriik¢iil mantarlar lignolitik enzimlerini
cogunlukla sadece karbon ve/veya azot kaynagi
siirlayict hale geldiginde salgilarlar (Stolz, 2001,
Murray, 1990). P. ostreatus, beyaz c¢iiriikk¢iil mantarlar
icerisinde kati lignoseliilozik artiklart en etkili sekilde
ayristiran tlirlerdir. Bu yiizden, bircok tarimsal ve
endiistriyel artik, P. ostreatus tiirlerinin tretimi igin
substrat olarak kullanilabilir (Zadrazil ve Brunnert,
1981, Platt ve ark., 1984). Beyaz ciiriik¢iil funguslar
lignin, aromatik bilesikler ve tekstil boyalart gibi
mikrobiyal ataklara karst dayanikli  bilesikleri
salgiladiklar1 spesifik olmayan ekstraseliiler enzimlerle
oksitleyebilirler (Cripss ve ark., 1990). P. ostreatus
tirleri en etkili ligninolitik aktiviteye sahip beyaz
ciiriik¢iil mantarlar grubu icerisindedir. Icerisinde
tarimsal artiklarin da yer aldigi genis bir substrat
grubunu kullanabilirler. P. ostreatus tiirleri tarimsal
artiklarin lignoseliiloz kisimlarini ve organik cevre
kirletici maddeleri  ksilanaz, endoglukonaz, 8-
glukosidaz, laminarinaz, lakkaz ve polifenol oksidaz
gibi  enzimlerini  kullanarak  parcalayabildikleri
bilinmektedir (Ardon ve ark., 1998).

Pleurotus ostreatus’un hiflerinin yetistirmek i¢in
sectigimiz birinci ortamda boya miktar1 ilk giin 0.0997
g L™ konsantrasyona sahipken 7. giiniin sonunda
0.0054 g L™ ’ye diistiigii belirlenmistir. Bu nedenle
calismalarimizi bu ortam icerigini gore ilerlettik. ikinci
ortamda; boya miktar1 ilk gin 0.104 g L
konsantrasyona sahipken 7. giiniin sonunda 0.0051 g L™
ye diistiigii  belirlenmistir. Birinci ortamda karbon
kaynag olarak glukoz kullamlmaktadir. ikinci ortamda
ise karbon kaynagi i¢in mannitol kullanilmaktadir.
Dolayisiyla bu ortamu  segmememizdeki  neden
mannitol’lin ¢dziinmesinin glukoza goére daha yavas
oldugudur. Ugiincii ortamda ise boya miktart
baslangigta 0.0949 g L™ konsantrasyona sahipken 7.
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giniin sonunda 0.1873 g L% ‘ye yikseldigi
belirlenmistir. Bu ortamda boya giderimi gozlenmeyip
ayni zamanda kontaminasyon gerceklestir. Ddordiincii
ortamda ise boya miktar1 baglangigta 0.0896 ¢ Lt
konsantrasyona sahipken 7. giiniin sonunda 0.0759 g L™
’ye diistiigii belirlenmistir. Bu ortamda boya gideriminin
¢ok yavas ve ortama konulan malzeme ¢ok fazla
oldugundan tercih etmedik. Hiicrelerin E.U.O. sicaklik
optimizasyonu yaptik ve sonug¢ olarak ayni boyanin
farkli sicakliklarda biyodegradasyon sonuglarina gore
28°C de daha iyi bir sonug aldik ve bu sicaklig segtik.

Denemesi yapilan boyalarin  giin giin  boya
giderimine bakilarak; lakkaz, mangan peroksidaz ve
lignin peroksidaz enzimlerinin aktiviteleri takip edildi.
Boyalarin maksimum aktivite verdigi giinler belirlendi.
Direct Black 22 maksimum lakkaz aktivitesi verdigi 7.
giin 365 U/L’de boyanin % 97,1 kadar1 ¢oziinmdstiir.
Enzim iiretim ortamlarindaki boya giderimini yiiksekten
diistige dogru Kkarsilastirdigimizda boya giderimi
baglangigta Direct Black 22°de 100 ml de 0.01 g boya
varken 14.giiniin sonucunda 0.00286 g ml™ kadar boya
kalmustir.

Hiicrelerin enzim iiretim ortamlarin da sicaklik
optimizasyonu, calkalama hizi optimizasyonu, dogal
besinini olan aga¢ parcalarimi kullanarak sivi kiiltiir
fermantasyonu ve polifenol oksidaz (PPO), lakkaz,
lignin peroksidaz (LiP) ve mangan peroksidaz (MnP)
enzimlerin  biyodegradasyon da rol oynadiklari
belirledik.
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