Trametes versicolor Lakkazi ile 4-Klorofenol'den Klor Uzaklastiriimasi
Sule Cece
YUKSEK LISANS TEZi
Biyoloji Anabilim Dali

Kasim 2010



Dechlorination of 4-Chlorophenol by Trametes versicolor Laccase
Sule Cece
MASTER OF SCIENCE THESIS
Department of Biology

November 2010



Trametes versicolor Lakkazi ile 4-Klorofenol'den Klor Uzaklastirilmasi

Sule Cece

Eskisehir Osmangazi Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Lisansiistii Yonetmeligi Uyarinca
Biyoloji Anabilim Dali
Genel Biyoloji Bilim Dalinda
YUKSEK LISANS TEZI

Olarak Hazirlanmistir.

Danisman: Dog¢. Dr. Ahmet Cabuk

Kasim 2010



ONAY

Biyoloji Anabilim Dali Yiiksek Lisans 6grencisi Sule Cece’nin YUKSEK LISANS
tezi olarak hazirladign  “Trametes versicolor Lakkazi ile 4-Klorofenol'den Klor
Uzaklastirilmasi” baghkl bu g¢aligma, jiirimizce lisansiisti ydnetmeligin ilgili maddeleri

uyarinca degerlendirilerck kabul edilmigtir.

- Danisman : Dog. Dr. Ahmet Cabuk

ikinci Danisman : -

Yiiksek Lisans Tez Savunma Jitrisi:

-V
Uye : Prof. Dr. Miinevver Arisoy / { /K{j J
’ 4

Uye : Dog. Dr. Semra IThan %
Uye : Dog. Dr. Tamer Akar %—f—j

Uye : Dog. Dr. Cansu Filik Iscen 8,p.|/U-—
) “ '1 / /
Uye : Dog. Dr. Ahmet Cabuk Wé{é/é/g

Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu’'nun ............ ereerrana s tarih ve covveeeeereeeeeneees

sayil1 karariyla onaylanmistir.

Prof. Dr. Nimetullah BURNAK

Enstitii Miidiirii




OZET

Klorofenoller sogutucu, yangin geciktirici, boya ¢oziicii, pestisit, herbisit ve
kereste koruyucusu olarak cesitli alanlarda kullanilan kimyasal maddelerdir. Yiiksek
toksisiteleri, kanser olusturabilmeleri ve dogada kolay bozunamamalari nedeni ile
onemli kirleticiler olarak bilinirler. Klorofenollerin herhangi bir yolla organizmaya
alinmas1 ksenobiyotik (zenobiyotik) etki yaratir. Baz1 mikroorganizmalar klorofenolleri
biyolojik olarak bozundurup kloru ayristirip, organizmadan uzaklastirabilirler.

Bu c¢alismada, Trametes versicolor (ATCC200801) mikroorganizmasi
kullanilarak, bugday kepegi (3 g/100 ml) ilaveli patates dekstrozlu broth ortaminda,
lakkaz enzimi tUretilmistir. Yiiksek aktiviteli lakkaz enzimi kullanilarak, pH, substrat
konsantrasyonu, enzim miktari, inkiibasyon siiresi ve ortam sicakligi parametrelerinin 4-
klorofenolden klor uzaklastirilmasi islemi iizerine olan etkisi incelenmistir. Belirlenen
optimum kosullarda 4- klorofenoliin toksisitesindeki degisim Microtox cihaz ile takip
edilmistir. Ayrica klor uzaklastirildiktan sonra 4-klorofenoliin kimyasal yapisindaki
degisiklikler FTIR analizleri ile belirlenmistir.

4-klorofenolden klor uzaklastirilmast i¢in uygun kosullar pH 4, baslangic
substrat konsantrasyonu 200 uM, siire 30 dk ve sicaklik 40 °C ve enzim miktar1 4 ml
olarak belirlenmistir. Belirlenen optimum kosullarda oksijen tiiketimi ve klor
uzaklastirilmasi1 arasindaki iligki aragtirilmistir. Mikrotoksisite sonuglarina gore 5.
dakikada ECsy (yarim maksimal etkili konsantrasyon) degerlerinde toksisitesinde bir
artis goriilmistiir. 4-klorofenoliin bozundugunu belirten bulgular gézlenmistir.

Calismamizdan elde edilen bulgular Trametes versicolor (ATCC200801)’den
elde edilen lakkaz enziminin, 4-klorofenolden klor uzaklastirilmasi isleminde etkin
olarak kullanilabilecegini ortaya koymustur (Ornegin: Atik sularin aritilmasinda toprak

temizleme islemi gibi).

Anahtar kelimeler: Basidiyomiset, lakkaz, Trametes versicolor, klor

uzaklastirilmasi, 4-klorofenol.
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SUMMARY

Chlorophenols that are often used in the production of refrigeration cooling gas
systems, fire retardants, paints, solvents, pesticides, herbicides and wood preservatives,
are known to be an important class of xenobiotics. Because of their high toxicity, strong
resistance to degradation and ability to build up in the body, chlorophenols are
considered cause for cancer. Some microorganisms are able to degrade chlorophenols
and produce dechlorination of chlorophenolics.

In this study, laccase enzyme was produced through PDB culture including
pellicle and Trametes versicolor (ATCC200801). The effect of process parameters such
as: pH, substrate concentration, enzyme concentration, reaction time and temperature on
the degradation of 4-clorophenol was studied with laccase enzyme which had high
activity for dechlorination of 4-chlorophenol. Correlation between oxygen consumption
and dechlorination process was investigated in optimal media. Changes in toxicity
versus the quantity of 4-chlorophenol were monitored using Microtox. Also, after the
dechlorination of 4-chlorophenol, the changes in the chemical structure of 4-
chlorophenol were determined with FTIR analysis.

Optimal conditions for dechlorination of 4-clorophenol have been found to be:
pH 4.0, substrate concentration 200 pM, reaction time 30 min, temperature 40 °C and
enzyme concentration 4 ml/L. During dechlorination studies, it was observed that the
quantity of oxygen in the culture medium was decreased. Changes in the degree of
toxicity of 4-chlorophenol was monitored using Microtox. Also, after the dechlorination
of 4-chlorophenol, changes in chemical structure of 4-chlorophenol was determined
with FTIR analysis.

Based on the results obtained from the study, we suggest that laccase enzyme
produced from Trametes versicolor (ATCC200801) has the ability to cause
dechlorination of 4-chlorophenol. The microtoxicity results showed an increase in the
half maximal effective concentration (ECsp) in 5" min. The enzyme can be used as an
effective reagent in the dechlorination processes (e.g., wastewater treatment soil
remediation etc systems).

Keywords: Basidiomycetes, laccase, Trametes versicolor, dechlorination, 4-

chlorophenol.
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1. GIRIS

Endiistriyel kaynakli bir¢ok {iiriin dogada yaygm olarak bulunmayan fenol
miktarinin artmasina neden olmaktadir. Fenol ve tiirevleri sentetik regine, plastik, biyosid,
dezenfektan, boya, antioksidan, patlayict ve fotografcilikta kullanilan bazi kimyasallarin
tiretiminde kullanilirlar. Baz1 fenoller kat1 ve sivi yakitlarin islenmesi sirasinda yan iiriin
olarak tretilirler (Lanouette, 1977). Klorlu aromatik bilesikler, onemli miktarlarda
iretilmeleri, par¢alanmaya kars1 dayanikli olmalari, toksik olmalari, sediment ve biyotada
birikmeleri gibi nedenlerden dolay1 ¢evresel kirleticilerin baginda gelmektedir (Chaudhry
vd., 1991). Klorlu fenoller ve tiirevlerinin yillik {iretimi binlerce tonla ifade edilen
miktarlara ulasmaktadir. Ornegin, pentaklorofenoliin yillik {iretimi yaklasik 50.000 tondur.
Bu maddeler zirai amaglar i¢in de kullanim potansiyelleri olmasi nedeni ile dogada
birikmektedirler. Ayrica, kazara olan dokiilmeler, depolama tanklarinin uygun bir sekilde
temizlenmemesi, pestisitlerin gomiildiigli yerlerden sizmalar ve iiretim yerlerindeki
atiklarin desarj edilmesi de kirlenme ve birikme nedenleri arasindadir (Steiert and

Crawford, 1985; Nannipieri and Bollag, 1991).

Halk saglig1 ve su kalitesi agisindan dikkat edilmesi gereken bir atik tiiri de demir-
celik endiistrileri, petrol, petro-kimya, komiir isleme, fenol iiretim endiistrileri, recine
iiretimi, pestisit, boya, ¢oziicii, ilag, ahsap koruyucu kimyasallar, kagit ve kagit hamuru ve
diger kimyasal siire¢ endiistrilerinin en 6nemli hammaddelerinden olan fenol ve tiirevleridir

(Throop, 1977).

Fenoller yiiksek toksisitesi, yiiksek oksijen ihtiyaci (teorik olarak, 2,4 kg Oy/kg
fenol) ve diisiik biyolojik pargcalanma 6zelliginden dolayr Amerika Birlesik Devletleri
Cevre Koruma Orgiitii (EPA) ve Avrupa Birligi tarafindan birincil kirletici olarak
adlandirilmistir. Diinya Saghk Orgiiti (WHO) tarafindan fenoller icin sularda izin
verilebilir konsantrasyon 1 ppm (parts per million) ve izin verilebilecek maksimum

konsantrasyon 2 ppm olarak belirlenmistir. Fenoller 1 ppm gibi diisiilk konsantrasyonda



bile igme suyunda onemli tat ve koku problemleri yaratir ve organizmalara zarar verir.
Fenollii bilesiklerin ¢ogu insan saglifina zarar verici potansiyele sahip olduklar1 igin
tehlikeli kirletici olarak siniflandirilir. Bu sebeple fenolik maddeler alici su ortamlarina
desarj edilmeden once dikkatli aritim gerektiren ¢ok yaygin organik kirleticiler arasindadir.
Stireglerden ya da atik sularindan fenollerin imhasi ya da giderimi 6nemli bir ¢evresel sorun
olmustur. Geleneksel olarak biyolojik aritim, aktif karbon adsorpsiyonu, biyosorpsiyon,
iyon degistirme, ozon ile kimyasal oksidasyon ve ¢6ziicii ile ayirma, atiksulardan fenol ve

tiirevlerini gidermek i¢in ¢ok yaygin olarak kullanilan yontemlerdir (Munnecke, 1977).

Fenoliin aritim1 i¢in 6nerilen gesitli teknikler arasinda biyolojik aritim ¢evreye dost,
pratik ve ekonomik olarak gosterilmektedir. Biyolojik aritim fenoliin tamamen mineralize
olmasina ve {irlinlerin daha zararsiz iirlinlere doniismesini saglar. Biiylime i¢in enerji ve
karbon kaynagi olarak fenolii kullanma yeteneginden dolay1 fenoliin par¢calanmasinda ¢ok

sayida mikroorganizma kullamlmaktadir (Lee, et. al., 1988; Unal, 2001).

Bu c¢alismada, cevresel kirletici olarak endiistriyel aktivitelerin onemli atiklar
arasinda yer alan klorofenolik bilesiklerden 4-klorofenol’den klor uzaklastirilmas: ve
detoksifikasyonu i¢in lakkaz iireticisi olarak belirlenen Trametes versicolor ATCC 200801
lakkazinin kullanimi1 ve en uygun kosullarin arastirilmasi hedeflenmistir. Belirlenen uygun
kosullarda klor uzaklastirilmasi sirasinda oksijen takip edilmis ve klor uzaklagtirma
sonrasindaki toksik etki arastirilmistir. Klor uzaklastirildiktan sonra 4-klorofenoliin

kimyasal yapisindaki degisiklikler FTIR analizleri ile belirlenmistir.



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Beyaz Ciiriikciil Funguslar

Beyaz ciiriik¢iil funguslar lignin, aromatik bilesikler ve tekstil boyalar1 gibi
mikrobiyal ataklara kars1 dayanikl bilesikleri salgiladiklar1 genis bir 6zgiilliige sahip hiicre
dis1 enzimlerle oksitleyebilirler (Cripps, et. al., 1990). Beyaz ciiriik¢iil funguslarin birgogu
organik kirlilikleri genis bir spektrumda okside edebildigi gibi azo, trifenil metan,
polimerik ftalosiyanin ve heterosiklik boyalar gibi rekalsitran maddelerinde ¢esitli
tirevlerini okside edebilmektedirler (Ollikka, et. al., 1993; Heinfling, et. al., 1997,
Paszczynski, et. al., 1992). Bu organizmalar lignini pargalayan enzimleri yani lignin
peroksidaz (LiP), mangan peroksidaz (MnP), mangan bagimsiz peroksidaz (MnlIP) ve
sellobiyoz dehidrogenaz (CDH), azot, karbon veya kiikiirtiin sinirli oldugu ortamlarda
sekonder metabolit olarak tiretirler (Kirk and Farrell, 1987).

Phanerochaete crysosporium’un ligninolitik enzimleri sadece karbon, azot veya
kiiktirt sinirlamasiyla tetiklenen sivi kiiltiirlerde sekonder metabolizma fazinda {irettigi
bulunmustur. Trametes versicolor oldukg¢a fazla calisilmis ve Onemli miktarda lakkaz
salgilayan bir diger beyaz ciiriik¢iil fungustur. Coriolus versicolor ve Polyporus versicolor
olarakta bilinmektedir. Phanerochaete crysosporium’a benzer sekilde Trametes versicolor

da mangan peroksidaz enzimini salgilar (Call and Mucke, 1997).
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biyodegredasyonu ve oksijen aktivasyonu (Gutiérrez and Martinez, 1996).



2.1.1. Beyaz Ciiriikc¢iil Funguslarin Kullanim Alanlar:

2.1.1.1. Boya Giderimi

Beyaz cliriik¢iil funguslar boya gideren mikroorganizmalar iginde en yogun
calisilmis olanlaridir. Endiistride sentetik boyalar boyama ve baski islemlerinde oldukga
yaygin olarak kullamlirlar. Y1llik 10.000 gesidin iizerinde boya ticari olarak 7x10° tondan
fazla {iretilir ve yilda yaklasik 50.000 ton desarj edilir. Renk degisimi, atiksularda
cogunlukla ilk fark edilen kontaminasyondur. Sudaki ¢ok kii¢iik miktardaki (10-50 mg/L)
boya su yiizeyinin gaz ¢oziiniirligii ile gaz gecirgenligini etkiler. En biiyiik boya grubunu
olusturan bircok azo boya cevrede anaerobik kosullarda kanserojen aminlere ayrisabilir.
Sentetik boyalar farkli ve kararli yapilarindan dolay: olusan renklerine gore siniflandirilir.
Azo, antrakinon ve indigo belli bash ticari boyalardir. Sentetik boyalarin bircogu
mikrobiyal yikima kars1 direncglidir. Bu bilesikler basta tekstil, gida, biyomedikal ve plastik
endiistrileri olmak iizere bir¢cok endiistride renklendirici olarak kullanilirlar (Paul and
Philippe, et. al., 2005). Birbirinden farkli kimyasal yapilardaki sentetik boyalarin renginin
giderilmesinde lakkaz, Trametes versicolor tarafindan sentezlenen en Onemli hiicre dist
enzimlerden birisidir. Antrakinon gibi bazi boyalar lakkaz i¢in iyi bir substrattir ve renk

giderimleri enzim aktivitesiyle orantilidir.

2.1.1.2. Biyolojik Tyilestirme (Biyoremediasyon)

Lakkaz, toksik fenolik bilesiklerin enzimatik oksidasyon yoluyla yikilarak
toksisitesi daha diisiik olan bilesiklere doniistiiriilmesinde kullanilir. Komiir, petrol
rafinerisi, organik kimyasallarin iiretimi ve zeytinyagi iiretimi gibi bircok endiistriyel

siirecin atik sularinda fenolik bilesikler bulunmaktadir. Yapilan g¢alismalar sonucunda



immobilize lakkazin, fenol ve klorofenollii kirliliklerin gideriminde oldukg¢a yararli oldugu
bulunmustur (Zille, 2005). Polimerik polifenol bilesikler, lakkaz katalizli oksidatif
baglanmayla genellikle suda c¢oOziinmezler. Bdylece filtrasyon veya sedimantasyonla
kolaylikla ayrilabilirler. Endiistriyel atiksulardan fenoliklerin giderimi Onemli bir
problemdir, ¢iinkii bu bilesiklerin cogu toksiktir ve igme sularindaki varliklar1 saglik
acisindan tehlike olusturur. Fenolik kirleticiler fenoksi herbisitler gibi tarimsal
aktivitelerden, kagit veya kagit hamuru isleyen endiistriyel siireglerden,
petrokimyasallardan, boya endiistrisinden, diger organik kimyasallardan veya tekstil
endiistrilerinden kaynaklanabilir. Atiksularin detoksifikasyonunda serbest enzimlerin
kullanimin1 kisitlayan temel nedenler: proteolitik etki tarafindan denatiire olmalarina kars1
olan hassasiyetleri, pH ve sicakliktir. Lakkaz, fenolik maddelerin gideriminde diger
ligninolitik enzimlere kiyasla avantaja sahiptir. Bu {stiinliik lignin peroksidazlar gibi
hidrojen peroksitin varligina gerek duymamasidir. Ayrica tirozinazlardan daha genis
substrat Ozgiilliigiine sahiptirler. Bununla birlikte serbest lakkaz, enzimin stabilitesini
arttirmak i¢in degisik materyallere immobilize edilmektedir (Bar, 2001). Lakkazin 2,4,6-
triklorofenol’tin 2,6-dikloro-1,4-hidokinol ve 2,6-dikloro-1,4-benzokinona doniismesinden

de sorumlu oldugu bulunmustur (Leontievsky, et. al., 1997).

2.1.1.3. Kagit Hamurundan Lignin Giderimi

Agag; yapisinda seliiloz, hemiseliiloz, hidroksifenil-propan alt birimlerinden olusan
kompleks bir polimer olan ligninden olusan uzun ve ince fiberlerin yigilmasi olarak
tanimlanabilir. Lignin orta tabakada bulunur ve burada dogal bir yapiskan gorevi goriir.
Ayrica lignin, seliiloz ve hemiseliiloz arasinda bag olusturucu niteliktedir. Dolayisiyla kagit
hamuru olusturmak i¢in, ligninin mekanik veya kimyasal yolla uzaklastirilmas1 gereklidir.
Kimyasal kagit hamuru siireglerinde, agartma islemi olarak adlandirilan lignin

fraksiyonlarmin eliminasyonu i¢in gii¢lii kimyasal maddeler kullanilir. Genellikle agartma



isleminde klor (Cl), klordioksit (ClO;) ve ozon (Os) kullanilir. Ancak, giiniimiizde klor
kullanim1 kanserojenik maddelerin olusumuna neden oldugundan dolay:r yasaklanmus,
klordioksit kullanimina da ¢ok siki sinirlamalar getirilmistir. Bu nedenle yeni uygulamalar
gelistirilmeye calisilmaktadir. Beyaz ¢iiriik¢lil funguslarin oksidatif enzimlerinin karigimi
kullanilarak ligninin yikimi gergeklestirilebilir. Ancak ligninin kompleks yapisindan dolay1
enzimle etkilesime girebilmesi i¢in aracit (mediator) bilesikler kullanilmalidir (Sergio,

2006).

2.1.1.4. Biyosensor

Biyosensor elektronik donistiiriicii igeren biyolojik bilesenle biitiinlesmis bir
probtur. Bu sekilde hazirlanan prob biyokimyasal veya fiziksel degisiklikler gbz Oniine
alinarak biyokimyasal sinyalleri elektriksel deger olarak belirler ve kaydeder. Giiniimiizde
lakkaz igeren birgok biyosensor, atiksuda aromatik aminler ve fenolik bilesiklerin

belirlenmesinde kullanimi1 amaciyla gelistirilmektedir (Dumschat, 1991).

2.2. Basidiomycetes

Bu sinif funguslarin en gelismis tiirlerini icerir. Smif i¢inde; sapkali mantarlar, kurt
mantarlari, raf mantarlari, yer yildizlari, kus yuvalari gibi bir¢ok yliksek formlu mantarlarin
yaninda Uredinales ve Ustinaginales gibi yapilar1 oldukga ilkel yapida funguslar da girer.
Bunun sebebi tiim basidiyumlu mantarlarin bu smif altinda toplanmasidir. Bu simifin
iiyelerinin ortak o6zelligi eseyli sporlart olan basidiosporlarini  basidiyum {izerinde
olusturmalaridir. Bu smif {iyelerinin esas tipik sporlari olan basidiosporlar; plazmogami,
karyogami ve mayoz sonucu olusur. Smif liyelerinin iyi gelismis septali beyaz, parlak sari

ve turuncu renklerde miselleri vardir. Protein, yag, karbonhidrat, vitamin ve organik



asitlerce zengin olmasi sebebiyle besin olarak kullanilan tiirleri vardir. Baz tiirleri mikoriza

olusturur (Oner, 2001).

Kadeh seklindeki bir mantarin yasam dongiisiinde, uzun Omiirlii bir dikaryotik
miselyum yer alir. Periyodik olarak, cevresel uyarilara yanit olarak bu miselyum eseyli
olarak tirer ve incelikle islenmis tireme yapilarini olusturur. Bu iireme yapilar1 bazidiyokarp
olarak isimlendirilir. Bir bazidiyokarpta bulunan ¢ok sayida basidiyum, eseysel sporlarin
kaynaklaridir. Tipik bir basidiyomiset hayat c¢emberinde, basidiyosporlar ¢imlenerek
miselleri olustururlar ve misel hiicreleri bir dikaryon iiretmek iizere birlesirler. Dikaryon
misel biiyiir ve basidiyospor iireten basidia iiretir. Eseysiz ilireme, basidiomisetlerde

askomisetlerdekine gore daha az yaygindir (Demirbag, 2006).

Filamentli funguslar renkleri, sertlik dereceleri (yumusaklik) ve ciirlime (¢iiriitme)
cesitlerine gore beyaz, kahverengi ve yumusak olarak {i¢ snifa ayrilirlar. Yumusak
cirtik¢iil funguslar Ascomycetes ve fungi imperfecti (Deuteromycetes) gruplarini igerir ve
seliilozu ayrigtirirken lignini kismi olarak pargalayabilir. Kahverengi ciiriik¢iil funguslar
basidiomisetlerin bir kismini igerir ve hemiseliiloz ile seliilozun ayristirilmasi igin tercih
edilir. Lignini metil giderimi yaparak pargalar ve bunun sonucunda da iiriin olarak amorf,
kahve renkli ve kolayca ufalanan kalintilar olusur. Lignini kinonlara yikar ve dolayisiyla

kahve renk olusur (Dizge, 2007).



2.3. Trametes versicolor

Sekil 2.3.1. Trametes versicolor yasam alanindan bir goriintii

2.3.1. Biyolojik Ozellikleri

Fruktifikasyon organi ¢ogunlukla bantli yapilardan olustugu i¢in “hint kuyrugu

fungusu” olarak bilenen bu tiir bir basidiomycete iiyesidir.

Bantlar genellikle agik-koyu kahverenklidir. Ancak beyazdan sarimsi kahverengiye
hatta mavi, turuncu, kestane rengine kadar degisebilir. Bu degisiklikler genetik

polimorfizmden kaynaklanir. Ancak giines 15181 gibi cevresel faktorlerden de etkilenebilir.

Yelpaze seklinde olan basidiyokarp 10 cm c¢ap, 0.5 cm kalinligina kadar ulasabilir
ve Ust liste binmis raf seklinde biiyiir. Basidiokarpin yiizeyi acik ve koyu konsantrik bantlar
seklindedir, yiizeyi diizden kadifemsiye kadar degisir. Basidiyokarpin yiizeyinde kiiciik,
dairesel yada koseli bigimde olan mm’de 3-5 adet 20 spor tiipii bulunmaktadir. Olgun
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basidiyoporlar zarst ve 2x6 um uzunlugundadir (online: https://fungalgenomics.

concordia.ca/ fungi/Tver.php. erigim tarihi: 01/08/2010).

2.3.2. Ekolojisi

T. versicolor, tropik ve subtropik ormanlarda ¢ok yaygin bir tiirdiir. Sert odunlu
agaclarda lignini parcalayan (delignifikasyon) 6nemli bir fungus tiiriidiir. Bu nedenle beyaz
clriikciil funguslar arasinda smiflandirilir. Bazen canli agaglarda da odunun ¢iiriimesine
neden olabilir (online: https://fungalgenomics.concordia.ca/fungi/, erisim tarihi: 01-08-

2010)

2.3.3. Trametes versicolor Enzimleri ve Etkileri

Trametes versicolor’un sahip oldugu ligninolitik enzimler c¢evre biyoteknolojisi

basta olmak {izere biyoteknolojide ¢ok genis bir sekilde kullanilmaktadir.

Trametes versicolor, odun lignoselillozunun pargalanmasinda rol oynayan birgok
enzimi sentezlemektedir. Bunlar lignin peroksidazin (LiP) 16 izoformu, mangan
peroksidazin  (MnP) 5 izoformu, lakkaz, karboksimetil sellilaz ve sellobiyaz

dehidrogenazdir.

T.versicolor’un lignini pargalayan enzimlerinin ekspresyonunu diizenleyen
mekanizmalar1 yaygin bir sekilde calisilmistir. LiP ve MnP’nin izozimlerini kodlayan
genler tek bir gen grubu olarak toplanmustir. Hiicre ici ve hiicre dis1 proteazlar, lakkaz ve
peroksidaz aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynar. Bakir aligverisi enzimleri tahA ve
CtaA, protein katlanmasi sirasinda bu kofaktoriin hiicre i¢i varligin1 kontrol ederek lakkazin
iiretimini diizenlerler. T.versicolor potansiyel olarak toksik metalleri selatlamak icin oksalik
asit salgilar ve MnP ile Mn(III)’u stabilize eder (online: https://fungalgenomics. concordia.

ca/fungi/Tver.php, erisim tarihi:02/08/2010).
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T. versicolor’un {rettigi lakkaz enzimi ¢ok sayida klor eklenmis bifeniller (PCB),
tekstil boyalar1 ve poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) gibi biyolojik yikima direngli bir¢ok
yeni sentez kimyasali (ksenobiyotikleri) substrat olarak kullanabilir. Ayrica T.
versicolor’un enzimleri kagit endiistrisinde de kullanilmaktadir. Kagit hamurunu
beyazlatmak icin 7. versicolor’dan iiretilen enzimler kullanilmaktadir (Unal ve Kolankaya,

2001).

Ayrica T. versicolor’un c¢ok degerli tibbi bilesikleri vardir. Tasidigr en 6nemli
bilesik crystin (PSC) adiyla bilinmektedir. PSC proteinlere bagli polysakkarit demektir. Bu
bilesik AIDS dahil bir ¢ok viriisiin gelismesini baski altina alir. Kanserlerin ¢ogunda
olumlu etki yaptign da bilinmektedir. Ozellikle gastrointestinal-mide ve bagirsak

kanserlerinde Japonya’da ilag olarak kullanilmaktadir. (Stamets, 2000).

2.4. Lakkaz Enzimi (benzenediol: oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2)

Lakkaz mavi bakir proteinleri veya mavi bakir oksidaz ile birlikte bitki askorbik
oksidaz ve memeli plazma protein seriiloplazmasi gibi diger enzimlerin kii¢lik grubuna
dahildir (Thurston, 1994; Xu, 1996). Bu proteinler 4 katalitik bakir atomu birlesimi
karakterindedir. Bir bakir atomu substrata baglanarak indirgenir T1 alanina yerlesir ve
oksitleyici destek durumundaki Cu ** karakteristik mavi-yesilimsi rengin olusumundan
sorumludur (Thurston, 1994; Alcalde, 2007). Diger ii¢ bakir atomu bir araya gelerek

molekiiler oksijene baglanir ve T2/T3 adin1 alir.

Yoshida, ilk kez lakkazi 1883 yilinda Japon lak agaci olan Rhus vernicifera’nin
salgilarindan ¢ikartmistir (Levine, 1965; Thurston, 1994). 1996’da Bertrand ve Laborde
tarafindan ilk kez bir fungustan elde edildigi kanitlanmistir (Levine, 1965;Thurston, 1994).
Cesitli Ascomycetes, Deuteromycetes ve Basidiomycetes grubu mikroorganizmalar

oldukca yiiksek miktarda lakkaz enzimi {retme yetenegindedir; oOzellikle lignin
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metabolizmasiyla ilgili beyaz ciirlik¢iil funguslarda bolca bulunur (Bourbonnais, et. al.,

1995; Leontievsky, et. al., 1997).

2.4.1. Lakkazin Konumu ve Olusumu

Lakkaz yaygin olarak mavi bakir igeren biiyiik proteinlerde bulunur. Yiiksek bitki
ve funguslarda genis ararlikta bulunmustur (Leontievsky, et. al., 1997; Kiiskinen, et. al.,
2004) Son yillarda Azospirillum lipoferum (Diamantidis, et. al., 2000), Bacillus subtilis
(Martins, et. al., 2002), Streptomyces lavendulae (Suzuki, et. al., 2003), Streptomyces
cyaneus (Arias, et. al., 2003) ve Marinomonas mediterranea (Jimenez and Juarez, et. al.,
2005) bakterilerinden lakkaz tanimlanmistir. Yiksek bitkilerde lakkaz olusumu
funguslardan ¢ok daha kisithidir. Lahana, salgam, pancar, elma, kuskonmaz, patates, armut
ve diger cesitli sebzelerde lakkaz tespit edilmistir (Levine, 1965). Lakkazin varligi ilk kez

Rhus vernicifera ‘da belgelendirilmistir (Huttermann, et. al., 2001).

Lakkaz; Ascomycetes, Deuteromycetes ve Basidiomycetes sinifi funguslardan izole
edilmistir (Assavanig, et. al., 1992). Bu funguslardan lignin degredasyonu ¢alismalarinda
Ascomycetes ve Deuteromycetes simiflarinda beyaz ¢iiriik¢iil  funguslar  olan,
Basidiomycetes kadar kesin sonuglar yoktur. Tanimlanan ilk lakkaz olan Ascomycete

Monocillium indicum lakkazi peroksidatif aktivite gostermektedir (Thakker, et. al., 1992).

Beyaz ciirlik¢iil funguslar olan Basidiomycetes’ler ligninin yikimi {izerine ¢ok
etkilidir ve bunun {izerine bir¢ok ¢alisma bulunur. Lignin yikimindan sorumlu olan
enzimler; lignin peroksidaz fenolik ve fenolik olmayan boliimlerin oksidasyonunu kataliz
eder, mangan bagli peroksidaz, lakkaz fenolik bilesikleri fenoksi redikalleri ve quinona
oksitler, glukoz oksidaz ve glioksal oksidaz H,O, iiretiminde ve selliillobiyoz-quinon

oksidorediiktaz quinon rediiksiyonunu saglar (Thakker, et. al., 1992).
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Veratril alkol oksidaz ve bazi esterazlar dogal odun yikimi isleminde rol
oynayabilirler. Lignin yikimmin farkli dereceleri diger ahsap bilesenler agisindan ¢evre
kosullar1 ve mantar tiirlerine baghdir. Lignin yikimin1 bagaran baska bir mekanizma yoktur
ve bu olaym da c¢esitli mikroorganizmalarin farkli enzimatik mekanizmasi ile olustugu
kanitlanmistir. Ornek olarak lignin yikabilen alt sinifa ait bir mikroorganizma olan
Pleurotus ostreatus lakkaz, mangan peroksidaz ve veratril alkol oksidaz iiretir ancak lignin

peroksidaz liretmez (Palmieri, et. al., 1997).

Beyaz ciiriik¢iil funguslardaki ligninotik enzimler genellikle hiicre dis1 olarak
tanimlanir. Litaretiirde hiicre i¢i lakkazlarin olusumu ile ilgili kanit yoktur (Schlosser, et.
al., 1997). Neurospora crassa igin Froehner ve Eriksson tarafindan tanimlanan hiicre igi
lakkaz enzimi, hiicre dis1 enzimler kadar iyidir (Froehner and Eriksson, 1974). Onerilerine
gore intraselliiler lakkaz, ekstraselliiler lakkaz olusumu i¢in bir 6ncii olup olusumlarinda

higbir farklilik yokur.

2.4.2. Lakkaz Enzimi Molekiiler Yapisi

Lakkazlar, molekiiler oksijeni suya indirgeyerek 6zellikle fenol ve anilinler olmak
tizere bircok aromatik bilesigin oksidasyonunu katalizleyebilenn ¢ok bakirli enzimlerdir.
Ayni reaksiyon birgok tarimsal ve endiistriyel kimyasal maddenin transformasyonunda da

goriilmektedir (Gienfreda, et. al., 1999).

Bir¢ok fungal lakkaz monomerik, dimerik veya tetramerik glikoproteinlerdir.
Fungal lakkaz ve glikozilasyon salgilanmasi rol oynadigi bilinmektedir ve proteolitik
yikimi, bakir tutma ve termal duyarliliga hassastir. 43 Monomer araliklarinin molekiiler
kiitlesi yaklasik 5-10 kDa’dir. Kovalent bagli karbonhidrat kismi (toplam molekiil
agirhiginin %10-45’1 kadar) enzimin yiiksek stabilitesini saglamada 6nemli bir ozellige

katkisi olabilir. 50 Enzim igerigi karbonhidratlar, heksozaminler, glikoz, mannoz, galaktoz,
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fruktoz ve arabinozdur. Degisik kaynaklardan elde edilen lakkaza ait molekiil agirliklari

Cizelge 2.1'de verilmistir (Yarapolov, et. al., 1994).

Cizelge 2.4.2.1. Degisik kaynaklardan elde edilen lakkazin molekiil agirligi genis bir
aralikta degisir (Yarapolov, et. al., 1994).

Lakkaz Kaynag Molekiil  Agirhg,

kDa
Pleurotus osreatus 59
Botrytis cinerea 72
Phellinus noxius 70

Trametes versicolor 66

Rhus vemicifera 140

Sycamore sp. 95

Farkli kaynaklardan elde edilen lakkazlarin izoelektrik noktalar1 ise 2.9 ile 4.5

arasinda degismektedir. Lakkaz molekiilii genellikle dort adet bakir atomu igerir.
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Sekil 2.4.2.1. Trametes versicolor ve Melanocarpus albomyces lakkazinin omurga
siralanigt  i¢  boyutlu sekli (online: http://chemistry.umeche.maine.edu/ CHY431/
Wood2.html, erisimtarihi:02-08-2010).

2.4.3. Lakkaz Aracili Sistemler

Diger ligninotik enzimlere goére lakkaz diisiik potansiyel redoks i¢in ve ligninin
rasgele polimer dogas1 geregi sadece fenolik parcalar1 ve okside olabilir (Kersten, et. al.,
1990; Evans and Hedger, 2001). Lakkazin diisiik molekiiler agirligindaki bilesiklerle
beraber yliksek redoks potansiyeli (>900 mV) mediator olarak isimlendirilir, ligninin

fenolik olmayan oksidasyonunda kullanilabilir (Eggert, et. al., 1996). Son yillarda yeni ve
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etkili sentetik mediatdrlerin bulunusu ile ksantobiyotiklerin lakkaz katalizlenmesi

genisletilmistir (Eggert, et. al., 1996; Bourbonnais, et. al., 1997; Camarero, et. al., 2005).

Mediator “elektron mekigi” gibi bir ¢esit olaydan sorumlu kiiciik bir molekiildiir:
enzim bir kez giiclii bir ara oksitleyici iireterek yiikseltgenir, co-mediatér (okside mediator)
olusur, enzimatik keseden yayilir ve biiyiikliigli nedeniyle dogrudan aktif siteye giremez
herhangi bir substrat oksidasidasyonu olmaz. Ayrica kullanilan mediatorler ara
basamaklarda dogal olarak olusan yapisal problemlerin oksidasyonuna izin verir. Enzim ve

polimer dogrudan etkilesime gecemez (Banci, et. al., 1999).

2.4.4. Lakkaz Enziminin Aktif Bolgesinin Yapisi

Hidrojen peroksit olusturmadan dogrudan suya katilan oksijene dort elektron
aktaran oksidazlar genellikle karmasik enzimlerdir. Lakkaz bu tip enzimlerin en
basitlerinden birisidir. Bakir 1’in ligantlarindan biri sistein veya metionin (lakkaz kanagina

gore) olabilir.

Elektron Paramanyetik Rezonans (EPR) analizleri bakir 2’nin ii¢ azot atomuna
baglandigin1 gostermektedir. Dordiincli bakir 2 ligantinin da bir su molekiilii oldugu

gosterilmistir (Winkler, et. al., 1982).

Lakkaz enzimine anyonlarin baglanmasi {izerine yapilan kimyasal ve spektral
analizler N3™, O,” ve F iyonlar1 igin bakir 2 ve bakir 3 tipi bolgelerin yiiksek afinite

gosterdiklerini ortaya koymustur.

Bakir 2 ve 3 atomlariin azot ile baglanmasi olasidir. Lakkaz icine bir elektron
bakir 1 {izerinden girebilir ve bakir 2’ye gegebilir. Bakir 2 ayrilmasi, bakir 2 ve bakir 3
atomlar1 arasinda elektron gecisini engeller. Bakir 2 ve bakir 3 molekiilleri muhtemelen

birlikte ¢alismaktadir ve oksijenin indirgenmesinden sorumludur (Winkler, et. al., 1982).
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2.4.5. Lakkaz Enziminin Katalitik Aktivitesi

Bakar aktif bolgesi bulunan lakkazlar fenol bilesikleri, polifenoller, lignin poliamin
gibi pek c¢ok bilesigin oksidasyon reaksiyonlarini katalizlerler. Enzimatik reaksiyonun
ikinci  substratt  molekiiler oksijendir. Diger oksidorediiktazlarla katalizlenen
reaksiyonlardan farkli olarak lakkaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda molekiiler halde

bulunan oksijene elektronlarin transferi ile su molekiilii olusturulur (Baybali, 2003).

2.4.6. Lakkaz Enziminin Biyolojik Fonksiyonlari

Lakkazlar i¢in bitki yaralanmasina cevap, fruktifikasyon organlarinin gelistirilmesi,
hiicre duvarinin yeniden yapilanmasi ve topraktaki humik maddenin metabolik doniisiimii
gibi bircok farkli fizyolojik rolii bulunur. Aym1 zamanda lakkazlarin partenogeneziste,
sporulasyon, fungal spor pigmentasyonu ve fungal morfogeneziste rol oynadiklarina
inanilmaktadir. Lakkazlarin en ¢ok tartisilan ve iizerinde en ¢ok ¢alisilan konularindan biri
bitki hiicre duvarmin ligninlesme islemi ve odunun beyaz ¢iiriimesi siiresince lignin

depolimerizasyonu ile ilgilidir (Thurston, 1994).

Bitki hiicre duvarinin yapisal bileseni olan lignin, hidrolizlenemeyen C-C ve C-O
baglar1 ile baglanmis fenil propanoid birimlerinden olusan heterojen ve karmasik ¢ok
parcali fenolik biyolojik polimerdir. Lakkaz iireticileri olarak odun ¢iiriimesinde
Basidiomycete funguslarinin fazla olmasi, fungal lakkazlarin lignin depolimerizasyonunda
onemli rol oynadiklarini gostermektedir. Bu fonksiyon lignin sentezleyen sistemin

bilesenleri olarak bitkisel kaynakli lakkazlar ile ¢elismektedir (Thurston, 1994).

Genelde enzimler ¢ok iyi bir sekilde substrata 6zgiidiir fakat lignin pargalayan
enzimlerin 6nemli bir 6zelligi de substrat araliginin genis olmasidir. En 6énemli ligninolitik
enzimler; lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkazdir. Yine de sellobiyoz; quinon

oksidorediiktaz, sellobiyoz dehidrogenaz, glioksalat oksidaz, glukoz oksidaz (glukoz-1
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oksidaz ve piranoz-2-oksidaz), veratril alkol oksidaz ve bazi esterazlar gibi diger bazi

enzimler de odunun dogal bozunmasinin karmasik siirecinde yer alir (Dizge, 2009).

Ligninin  biyolojik olarak pargalanmasi; enzimatik polimerizasyon ile
depolimerizasyon arasindaki denklige ulagmak icin birbirini etkileyen bir¢ok enzimin ve
enzimatik olmayan bilesenin etkisi altinda meydana gelmektedir. Baz1 deneysel kanitlara
gore ise lignin {lizerinde her iki aktivitenin de rol oynayabilecegini gostermektedir (Erbil

vd., 2006).

2.4.7. Lakkaz Enziminin Farkhh Organizmalarda Dagilis1

Yoshida tarafindan ilk olarak Rhus vernicifera’da lakkaz varliginin tespit
edilmesinden sonra diger bitki hiicrelerinde de lakkaz aktivitesi saptanmistir. Cinar
agacinin hiicre siispansiyon kiiltiirlerinde, kayisida, fasulye hipokotil hiicre duvarlarinda,
mango meyvesinin 6zsuyunda ve tiitiinlin ksileminde lakkaz ve lakkaz benzeri aktiviteler
bulunmustur. Bitkisel lakkazlarla ilgili yapilan ¢alismalarda da daha ¢ok bu enzimlerin
bitkilerin hangi bdlgelerinde birikmis oldugu, bitki iletim sisteminde nasil ¢alistigl, enzim
regiilasyon noktalar1 iizerine yogunlasilmistir. Bu enzimlerin bitkilerde lignin birikmesine
onciilik eden son oksidatif basamakta rol oynadigi yoniinde yorumlar yapilmaktadir

(Tabak, 2008).

Ozellikle Basidiomycete smifindan beyaz ciiriik¢iil funguslar lakkaz enzimi
sayesinde substrati mineralize edebilir. Azospirillum lipoferum gibi mikroorganizmalardan
elde edilen bakteriyel lakkazlar da mevcuttur. Azospirillum bakterileri toprakta, ot ve
tahillarin rizosfer kisminda bulunmaktadir. Bitki biiylimesini arttirmak amaci ile kiiltiirii
yapilan bitkilere bu bakteriler agilanir. Freire ve arkadaslari, ¢esitli substrat ve inhibitorleri
kullanarak Azospirillum lipoferum’dan elde edilen lakkaz ile fungal lakkazlarin benzer

oksidatif ozelliklere sahip olduklarini gostermislerdir. Malliga ve arkadaslari (1996) ile



Uyama (2002) ve arkadaslari da bir siyanobakter olan Anabaena azollae’da

aktivitesini kanitlamiglardir (Malliga, et. al., 1996; Uyama, et. al. , 2002).

Cizelge 2.4.7.1. Lakkazlarin fungal {ireticileri (Gienfreda, et. al., 1999)

FUNGUS SINIF REFERANS
Abortiporus biennis Bacidiomycete Nerud and Misurcova, 1996
Agaricus bisporus Bacidiomycete Giovannozzi and Sermanni, et.
al.,1982; Matcham ve Wood, 1992;
Perry, et. al.,1993; Ratcliffe, et.
al.,1994; Wood, 1980

Agaricus brunnescens | Bacidiomycete Fagan and Fergus, 1984

Armillara mellea Bacidiomycete Bilal and Thurston, 1996; Rehman
and Thurston, 1992; Worral, et. al.,
1986

Aspergillus nidulans Ascomycete Aramayo and Timberlake, 1990;
Kurtz and Champe, 1982; Law and
Timberlake, 1980

Botryosphaeria sp. Ascomycete Barbosa vd., 1996

Botrytis cinerea Deuteromycete Bollag and Leoowicz, 1984;

Fortina,et.al.,1996; Marbach, et. al.,
1983; Nun, et. al, 1988;
Slomczynski, et. al., 1995; Viterbo,
et. al., 1993
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Cizelge 2.4.7.1. Lakkazlarin fungal {ireticileri (Gienfreda, et. al., 1999) (devam)

FUNGUS SINIF REFERANS
Ceriporiopsis Bacidiomycete Fukushima and Kirk, 1995;
subvermispora Ruttiman and Johnson, et. al., 1992,
1993

Cerrena maxima Bacidiomycete Gindilis, et. al., 1990

Cerrena unicolor Bacidiomycete Bekker, et. al.,1990; Gianfreda, ct.
al., 1998; Pelaez, et. al., 1995;
Zakariashvili and Elisashvili, 1993

Chaetomium Ascomycete Ishigami, et. al., 1988

thermophile

Coriolopsis Bacidiomycete Nerud and Misurcoba, 1996

occidentalis

Coriolus consicolor Bacidiomycete Zhou, et. al., 1993

Coriolus hirsutus Bacidiomycete Gindilis, et. al., 1988; Kojima, et.
al., 1990

Coriolus verllereus Bacidiomycete Zhou, et. al., 1993

Cyathus bulleri Deuteromycete Banerjee and Vohra, 1991

Curvularia sp. Bacidiomycete Vasdev and Kulad, 1994

Daedalea flavida Bacidiomycete Arora and Sandhu, 1985

Phellinus igninarius Bacidiomycete Szklarz, et. al., 1989




Cizelge 2.4.7.1. Lakkazlarin fungal {ireticileri (Gienfreda, et. al., 1999) (devam)

FUNGUS SINIF REFERANS

Phellinus torulosus Bacidiomycete Pelaez, et. al., 1995

Phlebia brevispora Bacidiomycete Ruttiman and Johnsin, et. al., 1992

Phlebia ochraceofulva | Bacidiomycete Vares, et. al., 1993

Phlebia radiata Bacidiomycete Kantelinel, et. al., 1989; Lundell,
et. al.,, 1990; Moilanen, et. al.,
1996; Niku-Paavola, et. al.,1990;
Rogalski, et. al., 1991

Phlebia tremellosa Bacidiomycete Vares, et. al., 1994

Pholiota aegerita Bacidiomycete Von Hunolstein, et. al., 1986

Pholiota mutabilis Bacidiomycete Bollag and Leonowicz, 1984;
Leonowicz and Malinowska, 1983;
Leonowicz, et. al., 1979

Pleurotus eryngii Bacidiomycete Munoz, et. al., 1997; Pelaez, et. al.,
1995

Pleurotus spp. Bacidiomycete Sanjust, et. al., 1991
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Cizelge 2.4.7.1. Lakkazlarin fungal {ireticileri (Gienfreda, et. al., 1999) (devam)

FUNGUS SINIF REFERANS

Pleurotus ostreatus Bacidiomycete Ardon, et. al., 1996; Bollag and
Leonowicz, 1983; Lee and Suh,
1985; Marzullo, et. al., 1995; Nerud
and Misurcova, 1996; Palmeieri, et.
al., 1993; Platt, et. al., 1984;
Sannia, et. al., 1986

Pleurotus pulmonarius | Bacidiomycete Masaphy and Levanon, 1992

Pleurotus sajor-caju Bacidiomycete Fu, et. al., 1997; Kamuran vd.,
1997; Nerud and Misurcova, 1996;
Sollai, et. al., 1996

Pleurotus tigrinus Bacidiomycete Akhmedova, et. al., 1994

Polyporus anceps Bacidiomycete Peire and Gold, 1991; Petroski, et.
al., 1980

Polyporus anisoporus | Bacidiomycete Vaitkyavichyus, et. al., 1984

Polyporus brumalis Bacidiomycete Trojanowski, et. al., 1995

Polyporus ciliatus Bacidiomycete Nerud and Misurcova, 1996

Polyporus hirsutus Bacidiomycete Amin, et. al., 1985
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Cizelge 2.4.7.1. Lakkazlarin fungal {ireticileri (Gienfreda, et. al., 1999) (devam)

FUNGUS SINIF REFERANS

Polyporus pinsitus Bacidiomycete Xu, et. al., 1996; Yaver, et. al,
1996

Podospora anserina Ascomycete Bollag and Leonowicz, 1984;
Hoffmann and Eser, 1997; Minuth,
et. al., 1978

Pycnoporus Bacidiomycete Eggert, et. al., 1996a; Gomez and

cinnabarinus Alarcon, et. al., 1989; Qin, et. al.,
1996

Pycnoporus coccineus | Bacidiomycete Oda, et. al., 1991

Pycnoporus sanguineus | Bacidiomycete Esposito, et. al., 1993; Nerud and
Misurcova, 1996

Rhizoctonia praticola Deuteromycete Bollag, et. al., 1979; Bollag and
Leonowicz, 1984; Shuttleworth, et.
al., 1986

Rhizpctonia solani Deuteromycete Wahleithner, et. al., 1996; Xu, et.
al., 1996

Rigidoporus lignosus Deuteromycete Galliano, et. al., 1991; Nicole, 1982

Schizophyllum Bacidiomycete De Veries, et. al., 1986

commune
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Cizelge 2.4.7.1. Lakkazlarin fungal {ireticileri (Gienfreda, et. al., 1999) (devam)

FUNGUS SINIF REFERANS
Scytalidium Bacidiomycete Berka, et. al., 1995; Xu, et. al.,
thermophilum 1996
Trametes hirsuta Bacidiomycete Arora and Sandhu, 1984
Trametes sanguinea Bacidiomycete Nishizawa, et. al., 1995
Trametes versicolor Bacidiomycete Bollag and Leonowicz, 1984;
Katase and Bollag, 1991; Milstein,
et. al., 1989; Paice, et. al., 1993;
Pelaez, et. al., 1995; Rogalski, et.
al., 1991b; Von Hunolstein, et. al.,
1986

Trichocladium Deuteromycete Durrant, 1996

canadense

Trichoderma spp. Deuteromycete Assavanig, et. al., 1992

Tyromyces incarnatus | Bacidiomycete Tsujiyama and Nakano, 1996
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2.4.8. Lakkaz Enzimi Uygulama Alanlar:

Enzimatik oksidasyon teknikleri, seliiloz, kagit, tekstil ve gida endiistrisinin de
icinde bulundugu ¢esitli enddiistriyel alanlarda kullanilmaktadir. Elektron alicis1 olarak
molekiiler oksijeni yeniden isleyip kullanir hale getiren enzimler endiistriyel amaglar igin
kullanighdir. Molekiiler oksijeni kullanilir hale getiren lakkaz (benzendiol: oksijen
oksidoreduktaz; EC 1.10.3.2) yukaridaki amaclar i¢cin uygun bir enzimdir. Lakkaz
molekiilli, i¢ redoks bolgesinde dagilmis monomer basina genellikle dort bakir atomu
iceren dimerik veya tetramerik glikoproteindir. Lakkaz enzimi, molekiiler dioksijenin suya
indirgenmesi ile birlestirilen, bazi inorganik iyonlarin yani sira orto ve paradifenollerin,
aminofenollerin, polifenollerin, poliaminlerin, ligninlerin ve aril diaminlerin oksidasyonunu

da katalizlemektedir (Couto and Herrera, 2006; Tzanov, et. al., 2003).

Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi ile ilgili literatiirde birgok
calisma bulunmaktadir. Cizelge 2.4.8. 1.°de de gosterildigi gibi lakkaz enziminin boyalarin
deklorizasyonu, ksenobiyotiklerin yikimi, biyosensorler, atik iyilestirme, biyopulping,
organik sentez, gida endiistrisi ve biyolojik agartma gibi ¢esitli biyoteknolojik ¢aligmalarda
kullanilmaktadir. Klorofenolik bilesiklerin direkt deklorinasyonu da gergeklestirilmigtir
(Arcand and Archibald, 1991; Unal, 2004). Tetrakloroguaiakol gibi cesitli klorlu
aromatiklerin klor gideriminde (deklorinasyon) kullanilmistir. Klorlu organik maddede

yaklasik %85 oraninda bir yikim gézlenmistir (Limura, et. al., 1996).

Literatiirde yer alan diger bir calisma ise fenolik bilesiklerin lakkaz enzimi
aracilifiyla detoksifikasyonudur (Bollag, et. al., 1988). Poliiiretan kopiiklerle tutuklanmis
Trametes versicolor’un direkt kullanimi ve esmer selilloz hamurunun enzimatik olarak
biyolojik agartimi1 ¢alismalar1 yapilmistir (Kirkpatrick, et. al., 1990). Ancak enzimatik
caligmalarda daha kisa siirede sonug¢ alinmaktadir. Kraft seliiloz hamurunun enzimatik
agartilmasi ¢alismasinda klor gideriminin 15 dakika gibi kisa bir siirede gerceklestigi ve

lakkaz enzimlerinin esmer kraft selilloz hamurunun Kappa degerini 6nemli oranlarda



diisiirdiigli, beyazligim ve parlakligim1 artirmakta Onemli oranda etkin olduklarini

bildirilmistir (Tagpinar ve Kolankaya, 1998).

Cizelge 2.4.8. 1. Farkli Lakkaz Uygulamalar1 (Tabak, 2008)

Uygulama Lakkaz Kaynag Referans
Boyalarin Aspergillus (genetigi Soares, et. al., 2001a, Soares, et.
Deklorizasyonu modifiye edilmis) al., 2001b, Soares, et. al., 2002

Aspergillus niger
Cerrena unicolor
Coriolopsis gallica

Coriolopsis rigida
Funalia trogii

Irpex lateus
Myceliophthorathermophila
Polyporus eryngii, Pynoporus

pinsitus,

Trametes versicolor

Pleurotus ostreatus
P.ostreatus
P.cinnabarinus
P.cinnabarinus

Sclerotium rolfsii, Trametes
hirsuta

Streptomyces cyaneus

Michniewicz, et. al., 2003
Reyes, et. al., 1999
Gomez, et. al., 2005

Unyayar, et. al., 2005

Kasinath, et. al., 2003

Claus, et. al., 2002

Camarero, et. al., 2004

Hou, et. al., 2004
Palmieri, et. al., 2005
Mccarthy, et. al., 1999
Scliephake, et. al., 2000

Campos, et. al., 2001

Arias, et. al., 2003




Cizelge 2.4.8. 1. Farkl Lakkaz Uygulamalar1 (Tabak, 2008) (devam)
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Uygulama Lakkaz Kaynag Referans
Boyalarin T.hirsuta Abadulla, et. al., 2000
Deklorizasyonu
T hirsuta Dominguez, et. al., 2005
T.hirsuta Moles, et. al., 2003
T.hirsuta Rodriguez Couto, et. al., 2004a
Rodriguez Couto, et. al., 2004c
T hirsuta
Rodriguez Couto, et. al., 2005
T hirsuta
T.hirsuta Rodriguez Couto, et. al., 2006
T hirsuta Rodriguez Couto and Sanroman,
2006
T hirsuta Rodriguez Couto and Sanroman,
2005
T.hirsuta Rodriguez Couto, et. al., 2004b

T.hirsuta, T.versicolor
Trametes modesta
T.modesta

Trametes trogii
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor

T.versicolor

Nyanhongo, et. al., 2002
Rehorek, et. al., 2004

Levin, et. al., 2005

Maceiras, et. al., 2001
Lorenzo, et. al., 2002
Rodriguez Couto, et. al., 2002

Peralta and Zamora, et. al., 2003
Blanquez, et. al., 2004

Tavares, et. al., 2004




Cizelge 2.4.8. 1. Farkl Lakkaz Uygulamalar1 (Tabak, 2008) (devam)
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Uygulama Lakkaz Kaynag Referans
Ksenobiyotiklerin | Chaetomiacea familyasimin I- | Saito, et. al., 2004
Degredasyonu 4 1rki

Caldosporium
sphaerospermum

Coprinus cinereus,
Myceliophthora thermophila,
P.pinsitus, Rhizoctonia solani
C.gallica

C.gallica

Coriolus hirsutus

Coriolus versicolor

Potin, et. al., 2004

Kulys, et. al., 2003

Pickard, et. al., 1999

Vandertol and Vanier, et. al., 2002
Cho, et. al., 2002

Itoh, et. al., 2000

C.versicolor

Myceliophtora thermophyta,
Trametes pubescens

Panus tigrinus
P.ostreatus

P.ostreatus

P.ostreatus, T.versicolor
P.cinnabarinus
Pyricularia oryzae
P.oryzae

Rhus vernicifera

T hirsuta

Okazaki, et. al., 2002

Nicotra, et. al., 2004

Zavarzina, et. al., 2004
Eggen, 1999

Hublik and Schinner, 2000
Keum and Li, 2004
Mougin, et. al., 2002
Lante, et. al., 2000
Carunchio, et. al., 2001
Moeder, et. al., 2004

Niku and Paavola ve Viikari,
2000




Cizelge 2.4.8. 1. Farkl Lakkaz Uygulamalar1 (Tabak, 2008) (devam)
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Uygulama Lakkaz Kaynag Referans
Ksenobiyotiklerin | T.hirsuta D10 Niku Paavola and Viikari, 2000
Degredasyonu Bohmer, et. al., 1988
Trametes sp.
Tanaka, et. al., 2001
Trametes sp.
Tanaka, et. al., 2003
T.versicolor
Collins, et. al., 1996
T.versicolor
Johannes, et. al., 1998
T.versicolor
Majcherczyk, et. al., 1998
T.versicolor
Johannes and Majcherczyk, 2000
T.versicolor
Majcherczyk and Johannes, 2000
T.versicolor Castro, et. al., 2003
Dodor, et. al., 2004
T.versicolor
Fabbrini, et. al., 2001
T.villosa
T.villosa
T.villosa Fukuda, et. al., 2001; Kang, et. al.,
2002
Trichophyton sp. LKY-7 Cantarella, et. al., 2003; Jung, et.
al., 2003
Tanimlanmamaisg Zhang, et. al., 2002
Biyosensorler Agaricus bisporus, Timur, et. al., 2004

A.niger,
T.versicolor




Cizelge 2.4.8. 1. Farklh Lakkaz Uygulamalar1 (Tabak, 2008) (devam)
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Uygulama Lakkaz Kaynag Referans

Biyosensdrler A.bisporus,  R.vernicifera, | Vianello, et. al., 2004
Rigidoporus lignosus
T.versicolor
Aspergillus oryzae, Kulys and Vidzinaite, 2003

Myceliophtora thermophila,
P.pinsitus

C.unicolor

C.unicolor

C.hirsutus
C.hirsutus
C.hirsutus
C.hirsutus

C. hirsutus
C.hirsutus, R.vernicifera
C.versicolor
P.ostreatus
P.oryzae
R.vernicifera
T.versicolor

T.versicolor

Jarosz and Wilkolazka, et. al.,
2004

Jarosz and Wilkolazka, et. al.,,
2005

Marko and Varga, et. al., 1995
Lisdat, et. al., 1997

Bauer, et. al., 1999
Kuznetsov, et. al., 2001
Freire, et. al., 2002

Gupta, et. al., 2003

Gomes and Rebelo, 2003
Leite, et. al., 2003

Palmore and Kim, 1999
Gardiol, et. al., 1996

Leech and Daigle, 1998

Freire, et. al., 2001; Gomes and
Rebelo, 2003




Cizelge 2.4.8. 1. Farkl Lakkaz Uygulamalar1 (Tabak, 2008) (devam)
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Uygulama Lakkaz Kaynag Referans

Biyosensdrler T.versicolor Haghighi, et. al., 2003
T.versicolor Gomes, et. al., 2004
T.versicolor Roy, et. al., 2005
T.versicolor Ferry and Leech, 2005

Atik Tyilestirme C.gallica Calvo, et. al., 1998

Gliocladium virens
Lentinula edodes
L.edodes

L.edodes
P.tigrinus
P.ostreatus

Pleurotus spp.

Pycnoporus coccineus

R.vernicifera

Trametes sp. AH28-2 1rki

T.versicolor

T.versicolor

T.versicolor

Murugesan, 2003
D’Annibale, et. al., 1999
D’Annibale, et. al., 2000
Casa, et. al., 2003
D’Annibale , et. al., 2004
Aggelis, et. al.,2003
Tsioulpas, et. al.,2002
Jaouani, et. al., 2005
Durante, et. al., 2004
Xiao, et. al.,2003
Jolivalt, et. al.,2000
Edwards, et. al.,2002

Lucas, et. al., 2003




Cizelge 2.4.8. 1. Farkl Lakkaz Uygulamalar1 (Tabak, 2008) (devam)
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Uygulama

Lakkaz Kaynag

Referans

Biyopulping

Fomes fomentarius,
Ganoderma collosum,
Lentinus edodes, Merulius
tremellosus, Phlebia radiata

P.ostreatus, T.versicolor
C.versicolor

Peniophora sp., Pycnoporus
sanguineus, T.hirsuta,

T.versicolor

T.versicolor

Bourbonnais, et. al., 1997

Bourbonnais, et. al.,1997

Call and Miicke, 1997
(Lignozym-prosesi)

Kandioller and Christov, 2001

Archibald, et. al.,1997

T.versicolor Crestini and Argyropolus, 1998
Jacop, et. al., 1999

Tanimlanmamais Scaley, et. al.,1999

Tanimlanmamis Chakar and Ragauskas, 2001

Tanimlanmamis Poppius and Levlin, et al.,2001

Tanimlanmamis Tamminen, et. al.,2003
Organik Sentez C.hirsuta Baker, et. al.,1996

C.hirsuta Karamysheyv, et. al., 2003

P.cinnabarinus
P.cocconeus
P.oryzae

T.versicolor

Mikolasch, et. al.,2002
Uyama and Kobayashi, 2002
Setti, et. al.,1999

Fritz Langhals ve Kunath, 1998




Cizelge 2.4.8. 1. Farkl Lakkaz Uygulamalar1 (Tabak, 2008) (devam)
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Uygulama

Lakkaz Kaynag

Referans

Organik Sentez

T.versicolor

T.versicolor

T.versicolor

Aktas, et. al.,2001
Schafer, et. al., 2001

Aktas ve Tanyolag, 2003

T.villosa Uchida, et. al., 2001

Gida Endiistrisi Cin lak agaci1 reginesi Huang, et. al.,1995
Myceliophtora thermophili Micard and Thibault, 1999
P.pinsitius Georis, et. al., 2003
P.cinnabarinus Kuuva, et. al.,2003
T.hirsuta Crecchio, et. al.,1995
T.versicolor Mathiasen, et. al.,1996
Tanimlanmamis Petersen and Mathiasen, 1997
Tanimlanmamais Norsker, et. al.,2000

Biyolojik agartma | C.versicolor Balakshin, et. al., 2001
P.eryngii, P.cinnabarinus Camaero, et. al.,2004
T.versicolor Georis, et. al.,2003
P.cinnabarinus Paice, et. al.,1995
T.versicolor Archibald, et. al.,1997
T.versicolor Balakshin, et. al.,2001
Tanimlanmamais Han, et. al.,2002

Kumas (kot) T.versicolor Pazarlioglu vd., 2005

beyazlatma
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2.5. Organik Klorofenolik Toksik Bilesikler ve Etkileri

Insan, hayvan ve bitki sagligin1 dis parazitlerden korumak, aynm zamanda tarimda
verimin ve Uriiniin kalitesini arttirmada tarim zararlilarina karst zorunlu olarak kullanilan
kimyasal maddeler genel olarak pestisit olarak tanimlanir. Toksik ve mutajenik
ozelliklerinden dolay1 ¢evre ve saglik sorunlar1 yaratan pestisitler, uzun bir siiredir pek ¢ok

bilimsel aragtirmanin temelini olusturmaktadir (Durmusoglu vd., 2008).

Diinya niifusunun hizla artti§i ¢agimizda aclik sorununun ¢oziilebilmesi igin, II.
Diinya Savasi’ndan sonra tarimsal liretimi arttirmada pestisitlerin rastgele kullanilmasi,
cevreye sagilan endiistriyel atiklar ve diger toksik maddeler, giderek artan tehlikeli

boyutlarda toplum sagligini tehdit etmektedir.

Genel olarak degerlendirildiginde bir tarim iilkesi olan iilkemizde, bilimsel tarimin
giderek yogunlagmasiyla yilda 50-60 bin ton kadar pestisit kullanilmaktadir. Diinyanin
bir¢ok iilkesinde, 6zellikle gelismekte olan iilkelerde tarim ilaglarindan zehirlenmeler facia

niteliginde olabilmektedir (Delen vd., 2005) .

Pestisitler, kullanildiklar1 zararlilara gore bocek dldiriiciiler (insektisidler), mantar
oOldiirticiiler (fungusidler), zararli otlar1 yok edenler (herbisidler), ¢ok ayakli ve keneleri
Oldiirenler (akarisidler), bakteri Oldiirenler (bakterisidler), nematodlar1 oldiirenler

(nematisidler) vb. gibi isimlendirilirler.

Klorofenoller, organoklor  (organik  klorlu) insektisidler  igerisinde
siiflandirilmaktadir. Bu tiir insektisidlerin metabolizmalar1 ve bobrekten eliminasyonlari
yavastir. Uretiminde ve kullaniminda calisanlarmn viicutlarinda, organoklorlu insektisidler
birikip kronik zehirlenmelere yol agabilmektedir. Ayrica genel popiilasyonda viicuttta

biriken insektisid orani oldukga yiiksek diizeylere ulasabilmektedir.

Organik klorlu (organoklor) insektisidler suda az ¢oOziinen, ¢ok dayanikli,

biyodegredasyona dayanikli, toprakta, suda ve yiyeceklerde uzun siire kalabilen, insan ve
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hayvanlarin organizmalarinda uzun yar1 dmiirlii kati maddelerdir. Tohumlarin, odunlarin

ilaglanmasinda ve evlerde boceklere karsi kullanilirlar (Altinisik, 2007).

Fenol ve fenoliin klorlanmis formlar1 pestisit olarak yogun bir sekilde
kullanilmaktadir. Fenol ve klorofenoller; klorofenol iiretimi, kagit agartma islemi sirasinda,
sularin dezenfeksyonu ve organik maddelerin yakilmasi sirasinda olugsmaktadir (Puhakka,
et. al.,1992; Ha, et. al.,2000). Klorofenollerin busekilde yogun olarak kullanimlari, yeraltt
ve yiizeysel sularda degisik konsantrasyonlarda klorofenol kirliligine neden olmustur.
Artan endiistrilesmeye parelel olarak, daha siki desarj standartlar1 uygulanmaya baslamis ve
icme suyunda klorfenol konsantrasyonu diinya saglik orgiitii tarafindan 1 mg/L olarak
belirlenmistir. Dolayisiyla, dogal kaynak sularinin kalitelerinin korunmasi amaciyla,

atiksulardan klorofenollerin giderilmesi sarttir (Ha, et. al.,2000).

Fenol iceren su klorlandiginda =zehirli poliklorlu fenoller olusur. EPA
(Environmental Protection Agency) yiizey sularindaki fenoliin 1 ppb (parts per million)’den

fazla oldugu durumlarda icilemeyecegini belirtmektedir (EPA, 1991).

Organik klorlu insektisidler organizmaya girdikten sonra once yag dokusunda
dagilirlar ve idrarla atilan suda ¢oziiniir klorlu metabolitlerine doniisiirler. Daha sonra yag

dokusundan yavas bir sekilde birikirler (Altinisik, 2007).

Siitte ve yag dokusunda biriktiklerinden, eti ve siitii tliketilen hayvanlardan
insanlara ge¢me riski vardir. Ayrica tarim ilaglar1 ekolojik dengeyi de Onemli Olglide
bozmaktadir. Topragin, sularin ve havanin pestisidlerle kirlenmesi, burada yasayan
canlilarin (mikroorganizmalar, yararli parazit bocekler, solucanlar, arilar, kuslar v.b.) yok
olmasina yol agarak, gelecek nesiller icin doganin verimliligini yok etmekte ve insan
saghigmi tehlikeye sokmaktadir. Pestisidlerle kirlenmis topraklarda yetisen {iriinlerde
bulunan kalintilar etinden, siitinden ve yumurtasindan faydalandigimiz hayvanlarin
viicutlarma girerek birikirler. Igersinde kalmti bulunan bu gida iiriinleriyle beslenen
insanlarda da pestisit kalintilar1 birikerek ciddi saglik sorunlarina yol agabilir. Pestisidler

topraktan siiziilerek yer alt1 sularina ya da buharlagma ile havaya da karisabilmektedirler.
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2.6. Tiirkiye’de Pestisit Kullanim

Tirkiye'de pestisit kullanimi 1960’11 yillarda, zararlilarin her tiirliisiine karsi
miicadelede kullanilan DDT ile baglamistir. Tarim {ilkesi olan Tiirkiye’de tarimsal hasere
kontrolii i¢in en etkili yontem kimyasal kullanmaktir. 19401 yillardan beri sentetik
organoklorlu pestisitler olduk¢a c¢ok miktarda {iiretilmis ve zararlilari karsi kullanima
sunulmustur. Bunlar arasinda, aldrin, DDT ve heptaklor 1980'lere kadar kullanilmistir
sonrasinda ise kullanimlar1 yasaklanmistir. Diger iilkelerde oldugu gibi Tiirkiye’de de
organoklorlu insektisit kalintilar1 6ncelikle insanlar tarafindan tiiketilen balik, midye ve siit

gibi gidalarda tespit edilmistir (Kolankaya, 2004).

Glinilimiizde, tarimsal iiretimde sorun olan hastalik, zararli ve yabanci otlarin
olumsuz etkilerinden ekonomik olarak korunabilmek i¢in tiim diinyada oldugu gibi
tilkemizde de zararli yonetimi ilkeleri gercevesinde pestisit kullanimi halen vazgegilmez
unsurlardandir. Diinyada 3 milyon tona, lilkemizde ise 30 bin tona ulasan pestisit tiiketimi

bunun en 6nemli gdstergesidir (Delen, 2008).

Cizelge 2.6.1°de goriildiigli gibi, Tiirkiye’de yillik pestisit tiikketimi, yillik inis ve
cikiglara ragmen, 1979-2007 yillar1 arasinda %270 oraninda artmistir (Delen, 2008). Bu
deger yillik olarak %9.64 artisa karsilik gelmektedir. Ozellikle son yillardaki dnemli artislar
dikkat ¢ekicidir.
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Cizelge 2.6.1. Etki Ettikleri Canli Gruplarina Gore 1979-2007 Yillar1 Arasinda Etkili
Madde Olarak Pestisit Tiiketimi (Ton)* (Delen, 2008)

Pestisit Gruplarn

1979 1987 1994 1996 2002 2006 2007

Insektisitler 2.288 3.303 2.065 3.027 2.251 3.406 7.304
Akarisitler 203 240 192 223 297 219 315
Yaglar 1.595 2.147 2.147 2.871 2.428 2.144 2.447

Fumigant ve Nematisitler

316 322 531 1.077 1.559 2.650 3.031

Fungisitler 1.537 2.612 2.201 2.951 1.964 4.432 4.945
Herbisitler 2.452 3.495 3.903 3.644 3.697 5.400 4.638
Mollusitler 5.6 2.1 2.5 33 18 6.7 11.0
Toplam 8.396 12.112 10.872 13.797 12.199 18.258 22.681

* Goztast ve toz kitkiirt dahil degildir.

2.7. Toksisite ve Toksitite Degerlendirme Yontemleri

Su kirliligi degerlendirmelerinde fiziksel ya da kimyasal yontemler tek basina su

organizmalar1 iizerine Kkirleticilerin etkilerini degerlendiremedigi igin toksisite testleri

gereklidir. Ornegin karmasik bilesiklerin toksik etkileri ve kimyasal maddelerin sinerjik

etkileri fiziksel ve kimyasal yontemlerle belirlenememektedir (APHA, 1989; EPA, 1991).

Toksisite testleri, ¢cevreye toksik desarjlarin verilmesinin kontrol edilmesinde ve

denetlenmesinde EPA (Environmental Protection Agency) tarafindan dnerilmektedir. Son

yillarda yapilan calismalar, ekosistem kirleticilerini denetlemek ve kontrol etmek igin

kimyasal analizler ve biyolojik analizler zehirlilik testleri ile birlikte kullanilmali tezini

ortaya c¢ikarmistir. (Gerbardt, 1998; Aruldoss and Viraraghavan, 1998). Huber (1979),



38

petrol rafineri atiksularinin zehirliligini belirlemek ic¢in yaptig1 calismasinda biyoanaliz
sonuglar1 ile NH3, gres yag1, BOI (Biyokimyasal Oksijen Thtiyac1) gibi klasik parametreler
arasinda bir korelasyon belirleyememistir. II. Diinya Savasi Oncesi bazi arastirmacilar
ozellikle baliklarda metallerin toksik etkilerini incelemislerdir. Savas sonrasi da 6zellikle
Ingiltere, Amerika Birlesik Devletleri ve Kanada’da birgok toksisite laboratuarlari

kurulmustur.

Bazi Avrupa ilkeleri artan kimyasal madde atiklarindan sonra toksisite
calismalarina hizli bir sekilde yonelmislerdir. 1970’11 yillarin sonu ve 1980’li yillarin
basinda toksisite ¢aligmalart artmis ve American Public Health Association (APHA), The
American Society for Testing and Materials (ASTM), The U.S. Army Corps of Engineers
of Materials the UK Ministry of Agriculture Fisheries And Food (MAFF), The Paris
Commission (PAROCM), The Society of Environmental Toxicology and Chemistry
(SETAC) ve The Water Research Centre (WRC) gibi ulusal ve uluslararas1 kuruluslar
birgok standart metot gelistirmislerdir (Bat ve Oztiirk, 1998).

Toksisite testleri; su hayati i¢in ¢evre kosullarinin uygunlugunu, atik toksisitesi
iizerinde c¢evresel faktorlerin etkisini, test tlirii {izerine atigin toksisitesini, atiksu aritim
metotlarinin etkisini, su kirliligi kontrolii calismalarinda gerekli aritim derecesini ve izin
verilebilir atiksu desarj oranlarmi belirlemek icin kullamilmaktadir. Ulkemizde atiksu
desarjlarin1 kontrol etmede kullanilan Su Kirliligi Kontrol Yonetmeligine gore ise sadece
endiistri kuruluslar1 i¢in miisaade edilebilir atik madde desarj miktarim1 ve su kalite
standartlarina uygunlugu belirlemek igin toksisite testleri kullanilmaktadir (SKKY, 1991).
Toksisite testleri; algler, planktonlar, kirpikli protozoalar, mercanlar, yumusakgalar,

halkalilar, Daphnia (su piresi), makro - kabuklular, su bocekleri, baliklar ve gesitli sucul ve

bahge bitkileri gibi biyosensdrlerle yapilmaktadir (APHA, 1989).

Cesitli sartlar i¢in biyoindikator olarak kullanilan test organizmalari Cizelge
2.7.1°de verilmistir. Farkli su organizmalarinin ayn1 toksik maddelere hassasliklari farklidir
ve hatta organizmalar ayni toksik maddeye yasam dongiisii boyunca esit derecede dayanikli

degildir. Eger organizmalar daha Once zehirleyicilere maruz kaldiysa toleransi
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degisebilmektedir. Vaal ve arkadaslari (2000), su organizmalariyla yaptiklar1 toksisite
calismalarinda organizmalarin farkli bilesiklere farkli tepki verdigini ve organizmalarin

bazilarinin belirli bilesiklere daha duyarl oldugunu gdstermislerdir.

Atiksularda zehirlilik testleri, laboratuvarlarda ya da dogal ortamlarda biyoindikator

organizmalar {izerindeki etkinin 6l¢iilmesi seklinde standardize edilmistir (EPA 1991).

Cizelge 2.7.1. Standart toksisite testleri ve test organizmalari (Ford 1992).

Toksisite test tipi | Tath su organizmalar Deniz organizmalan

Kronik Alg (Selenestrum | Sheepshead minnow (Cypronodon
Capricornutum) Variegatus)

Atlantik giimiis balig1 (Menidia

Ceriodaphnia Dubia Berylina)
iribas golyan Mysids (Mysidopsis Bahia)
(Pimephales Promelas) Champia Parvula

Akut Lepomis Macrochirus Giimiig balig1 (Menidia Menidia)
Ceriodaphnia Dubia Grass shrimp (Plaemonetes Pugio)
Su piresi  (Daphnia | Atlantik giimiis baligt (Menidia
Pulex) Berylina)
Iribag golyan | Mysids (Mysidopsis Bahia)
(Pimephales Promelas) Sheepshead minnow (Cypronodon
Gokkusagi alabalig1 | Variegatus)

(Salmo Gairdneri)
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2.7.1. Enzim ve Mikroorganizma Kullanarak Toksisite Tayini

Atiksu aritim tesislerinde mikrobiyal toksisite analiz uygulamalar1 4 katagoriye

ayrilmaktadir;

1. 1Ilk katagori, toplam sistemdeki cesitli noktalarda biriken atiksu toksisitesini izleme
ve bu analizlerin kullanilmasimi igermektedir. Hedef, toksikant etkiden biyolojik
aritim igleminin korunmasidir. Bu goriintiileme testleri, toksikant kaynaklarin atiksu

aritim sistemine girisini belirlemede yardime olabilir.

2. lkinci katagori islemdeki toksisite analizinin kullanilmasi endstriyel atiklarin
zehirsizlestirilmesi i¢in  6n islem seceneklerinin degerlendirilerek  kontrol

edilmesidir.

3. Ucgiincii katagori kisa siireli mikrobiyal ve enzimatik analiz uygulamalar1, atiksu ve

camur aritimda kullanilan biyolojik islemlerin toksik inhibisyonunu saptamaktir.

4. Son olarak sorun olan toksik kimyasallar1 belirlemede toksisite rediiksiyon
degerlendirme (toxicity reduction evaluation-TRE) ile hizli analizlerin kullanilmasi
ile ilgilidir.

Atiksu aritma tesislerinde toksisite degerlendirilmesi i¢in en sik kullanilan enzimatik ve

mikrobiyal deneyleri; enzimatik analiz ve mikrobiyal biyoanaliz yontemleridir (Bitton,

1994)

2.7.1.1. Enzimatik Analiz

Enzimler hayvan, bitki ve mikrobiyal hiicrelerin biyolojik reaksiyonlarin
katalizlenmesini saglarlar. Toprakta iyi bilinen mikrobiyal populasyonlarin toksik
kimyasallarin ters etkisini belirlemek icin enzimler kullanilir (Burns, 1982). Sucul

cevrelerde bazi enzimler (dehidrogenaz gibi) mikrobiyal aktivite ile yakindan iligkilidir
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(Dermer, et al., 1980). Kimyasal toksisitenin suda ve atiksuda basit enzimatik deneyler
kullanarak uygun ve hizli saptanabilmesi icin kiigiiltiilliip otomatiklestirilebilir. Atiksu
aritim tesislerini de i¢ine alan sucul ¢evrelerde birka¢ degisik enzim (dehidrogenaz, ATPaz,
fosfotaz, esteraz, lireaz, lusiferaz, B-galaktosidaz, glukosidaz) toksisite degerlendirilmesi
icin incelenmistir. Cizelge 2.7.1.2.2.°de bulunan listede kisa siireli toksisite analizleri,

enzim aktivitesi veya biyosentezine dayanir (Bitton, 1994).

Dehidrogenaz enzimleri atiksu aritma islemleri toksisite testlerinde encok
yararlanilan enzimlerdir. Dehidrogenaz aktivitesi, oksidorediiksiyon boyalarinin 6rnegin;
trifenil tetrazolium klorid (TTC), nitroblue tetrazolium (NBT), 2-(p-iodofenil)-3-(p-
nitrofenil)-5-feniltetrazolium klorid (INT) veya resazurin, rediiksiyonun 6l¢iimii deneyidir.
Bazi toksisite testleri atiksudaki dehidrogenaz aktivitesi inhibisyonuna dayanarak

gelistirilmistir (Bitton and Koopman, 1986).

Son gelismelerde testler, kimyasallarin inhibisyon etkileri enzim biyosentezi yerine
enzim aktivitesine dayanir. Ornegin de nova biyosentezi -Escherichia coli’deki pB-
galaktozidazin biyosentezi enzim aktivitesine gore toksikantlara daha duyarlidir (Dutton, et
al., 1988; Reinhartz, et al., 1987). Toksi-kromotest ticari bir toksisite analizidir, E.coli’nin
B-galaktosidaz biyosentezinde kimyasallarin inhibisyon etkisine dayanir (Reinhartz, et al.,
1987). Bununla birlikte enzim biyosentezi diger analizlere (Orn. Microtox, Ceriodaphnia
dubia) gore fazla hassas degildir ve atiksudaki atik veya tortu oOziiniin toksisitesini
degerlendirmek i¢in kullanilir (Koopman, et al., 1988; Koopman, et al., 1989; Kwan and
Dutka, 1990). Bacillus licheniformis o-glukosizdazinin biyosentezinde, kimyasallarin
inhibisyon etkisine dayanarak yapilan toksisite testi yiiksek hassasiyet saglamaktadir

(Campbell, et al., 1993).
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2.7.1.2. Mikrobiyal Biyoanaliz

Cevresel orneklerin toksisitesini belirlemek i¢in bazi bakteriyel analizler uygundur
(Bitton and Dutka, 1986). Bakteriyel analizlerin se¢imi Cizelge 2.7.1.2.3.°de

gosterilmektedir.

Toksik  kimyasallar, biyoliiminisent bakterilerin 1s1k  iirlinlerini  tersine
etkileyebilirler. Toksisite analizi olan ticarilestirilmis adi ile Microtox analizinde,
biyoliiminisent deniz bakterisi olan Photobacterium phosphoreum’un donmus-kuru
kiiltiirlerinden yararlanilmaktadir (Bulich, 1990). Sekil 2.7.1.2.1.”de Microtox cihazi model

500 toksisite analizeri goriilmektedir.

Bu test P. phosphoreum’un toksik kimyasallar tarafindan inhibisyonuna dayanir.
Mikrotox testi, atiksu atiklarinin, kompleks endiistriyel atiklarin (yag refinerileri, kagir ve
kagit hamuru gibi), fosil yakit islem suyu, ¢okiintii 6ziitii, temiz arazi doldurma ve zararl
atik s1zintisuyunun toksisitesinin belirlenmesinde kullanilir (Munkittrick, et al., 1991). Bu
analiz baliklarla, Daphnia, ve algal biyoanalizlerle birlikte iyi baglant1 gosterir (Logue, et
al., 1990). Bununla birlikte toksik metallere kars1 da ¢ok hassas degildir. Microtox cihazi,
atiksu veya igme suyu aritim tesislerinde toksikantlarin girisinin dogrudan izlenmesi igin

yararl olabilir (Levi, et al., 1989).
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Sekil 2.7.1.2.1. Microtox cihaz1 model 500 toksisite analizeri

Toksisite testinde ayr1 saf veya karigik bakteri kiiltiirlerinin biiylime inhibisyonuna
da dayanabilir (Trevors, 1986) Testler bakteriyel yogunluk degisimlerini belirlemede kati
bliyime ortaminda veya ATP {izerinde bakteri siispansiyonlarinin optik yogunluk,

inhibisyon zonlarinin dl¢iimiiyle olusur.



Cizelge 2.7.1.2.2. Enzim aktivitesi veya Biyosentezine dayanan kisa siireli toksisite analizi

(Bitton ve Koopman, 1992)

Enzim

Son Nokta Olciimii

Yorumlar

Dehidrogenaz

INT veya TTC gibi boyalarn
oksidorediksiyonunda
rediuksivon  ol¢imu

Cogunlukla su, atiksu,
toprak ve tortu testleri

ATPaz

ATP bir substrat olarak
kullanildiginda Fosfat
konsantrasyonu &l¢imi

In vivo ve in vitro testlerde
kullanilir.

Esteraz

Florosent olmayan
substratlarin
degredasyonunda florosent
riinlerin 6lgimi

Organofosfotaz ve
karbamatlarin
asetilkolinesteraz duyarlihig

Fosfotaz

Inorganik fosfatin  veya
substratin (fenol gibi)
organik payinin él¢imu

Topraktaki agir  metal
toksisitesi

Ureaz

Ureden amonyak 8l¢timi

Genellikle
calisilmistir.

toprakta

Lusiferaz

Substrat olarak kullamilan
ATP'nin 151k tiretimi dlgiimii

ATP-TOX biyoanalizi ile
birlikte bakteri kiiltiiriindeki
ATP seviyelerinin
inhibisyonunda kullanilir

p-Galaktosizdaz

o-nitrofenil-p-D-galaktosidin
hidrolizinin dl¢timii

Enzim aktivitesi ve
biyosentezinde test edilen

toksikant etkileri

o-Glukosidaz p-nitrofenil-o-D-glukosid Enzim biyosentez testlerinde
toksikant etkileri

Trifosfotaz Ehrlich aywracma eklenip | Enzim biyosentez testlerinde
568 nm absorbansta él¢iimil | toksikant etkileri
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Cizelge 2.7.1.2.3. Kisa Siireli Bakteriyal Toksisite Analizleri (Bitton and Koopman, 1992)
Analiz Test icin Kaynak
Microtox Photobacterium phosphoreum 'un

biyoliiminisens inhibisyonu

Spirillum volutans Toksikantlarin  neden oldugu flegella
demetlerinin doniis koordinasyonlarinin
azalmasimma eslik eden hareketlilikteki
azalma

Biiyiime inhibisyonu Saf (6rn. Aeromonas, Pseudomonas) veya
karisik kiltiirlerin bliyiime
inhibisyonlarinin 6l¢iimii

Uygulanabilme Analizler Agar plakada bulunan bakteri kiiltiirlerinin
toksikant etkilerine uygulanabilirliginin
Olciimii

ATP analizleri Mikroorganizmalarda ATP basamaklarina
toksik kimyasallarin inhibisyon etkisi

ATP-TOX analizleri Lusiferaz aktivitesinin inhibisyonu ve
bakteri  kiltiirlerinin, ATP  dl¢limleri
tarafindan, bililylime inhibisyonu testine

dayanur.

Solunum Olgiimii Cevresel orneklerde mikrobiyal solunuma
toksikantlarin etkilerinin 6l¢imii

Toxi-Kromotest E. coli’de bulunan B-Galaktosizdaz
biyosentezinin inhibisyonuna dayanur.

a-Glukosidaz biyosentezi analizi Bacillus Licheniformis’te bulunan a-
Galaktosizdaz biyosentezinin
inhibisyonuna dayanur.

Nitrobakter biyoanalizi Nitratin nitrit oksidasyonu inhibisyonuna
dayanir.

Mikrokalorimetre Mikrobiyal topluluklarin sicaklik

iiretiminin azalisinin 6l¢timii
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2.8. Calismada Kullanilan Klorofenol: 4-Klorofenol

2.8.1. 4-Klorofenol Fiziksel Ozellikleri

Molekiiler formiilii C¢HsClO olan 4-klorofenoliin molekiil agirligr 128,56
g/mol’diir. 4-klorofenol berrak sividir. Hafif asidiktir ve suda ¢oziiniir. Erime sicakligi 43-
45 °C, kaynama noktasi ise 220 °C’dir. (online: http://www.t3db.org/toxins/T3D0868,
erisim tarihi: 11/08/2010)

2.8.2. 4-Klorofenol Ozellikleri ve Kullanim Alanlar

Dezenfektan ajani olarak kullanilan 4 veya para-klorofenol, para pozisyonda bir

klor atomuna sahip bir monoklorofenoldiir.

4-klorofenol; bocek, ot ilaglari, koruyucular, antiseptikler ve dezenfektanlarin
sentez i¢in bir ara {iriin olarak kullanilir. Bu kimyasallar ilag, boya, aromatik bilesikler ve
diger organik bilesiklerin yapiminda da kullanilirlar. Ayrica kdmiirden siilfiir ve azot
bilesiklerini ayiklamak i¢in ¢Ozicli olarak da kullanilir.
(online:http://www.chemicalland21.com/industrialchem/organic/pCHLOROPHENOL.htm,
erisim tarhi: 11/08/2010)

2.8.3. 4-Klorofenol Insan Saghgina Etkisi

Toksik etkisi bulunan 4-klorofenoliin minimum risk diizeyi 0,01 (mg / kg /
giin)’diir. insanlara soluma yolu ile kirlenmis igme sularindan veya deri ve géz temasindan

bulagabilmektedir.
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Kanser olusturma riski olan 4-klorofenol epitel dokuda tahris edicidir. Kornea ile
temas halinde hafif kizariklik ile siddetli korozyon sonucu kan toplanmasina kadar etki
gosterebilir. Havadan solunma halinde akcigerlerde kanamaya ve hizli soluklanmaya neden
olabilir. Agizdan bulusma durumunda titreme, kronik kasilma havaleleri, viicut durusunda
egilme, kamburlasma, nefes darligi ve koma gibi cok ¢esitli sinirsel etkileri

goriilebilmektedir (online:http://www.t3db.org/toxins/T3D0868, erisim tarihi: 11/08/2010)
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1. Mikroorganizma ve Kiiltiir Kosullar

Calismalarda, Trametes versicolor ATCC (200801) kullanilmistir. Kiiltiirler caligma
siiresince ve sonrasinda potato destroz agarda (PDA-Acumedia) +4 °C’de muhafaza
edilmigtir. Stok kiiltiirlerden yatik PDA besiyerlerine ekim yapilarak 30 °C’de 12 giin
inkiibasyona birakilmis ve bu kiiltiirler asilama i¢in aktif kiiltiirler olarak kullanilmaistir.
Kiiltiirtin yiizeyinden kazima ile distile su icerisine alinan miseller toplam 40 ml hacimde
homojenizatdr ile (Heidolph) homojenize edilmistir. Homojenizattan 3 ml alinarak bugday
kepegi ilaveli (3 gr/100 ml) potato destroz broth (PDB) besiyerine ilaveleri yapilarak
indiiklenmistir (Gedikli, 2008).

3.2. Lakkaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Lakkaz aktivitesi Olglimiinde Coll ve arkadaglarmin (1993) belirttigi yontem
izlenmistir. Lakkaz aktivitesi 6l¢iimii i¢in tepkime tiiplerinde toplam hacim 5 ml olacak
sekilde substrat olarak 4,9 ml ve 1 mM guaiakol igeren 50 mM Sodyum asetat tamponu
(pH 4,5) ve enzim kaynagi olarak 0,1 ml kiltiir stipernatant1 kullanilmigtir. 37 °C’de 15
dakika inkiibasyondan sonra 465 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Schimadzu 2450
UV Vis-spectrophotometer) absorbans o6l¢iilmiistiir (Coll, et. al., 1993).

Calismada, 37 °C, 1 dakika, 465 nm dalga boyunda absorbansi 0,1 birim arttiran

enzim aktivitesi 1 Unit aktivite olarak tanimlanmuistir.



49

3.3. Serbest Klor Olciimleri

Deklorinasyon caligmalarinda yapilan klor Olgiimleri literatiirde civa tiyosiyanat
yontemi olarak bilinen ve serbest klor dl¢limiine dayanan bir yontemle gerceklestirilmistir.
Bu yonteme gore, 9 M (100 ml) HNOs, 0,25 M (100 ml) F.(NH4)(SO4)2.12H,0 ve doymus
Hg(SCNy) ¢ozeltileri hazirlanmistir (Greenberg, 1992).

3.4. Coziinmiis Oksijen Olciimleri

Deklorinasyon kosullariin optimizasyonu g¢alismalarinda elde edilen veriler sabit
tutularak deklorinasyona paralel olarak ortamda tiiketilen oksijen miktar1 (Jenway 9071
Model) oksijen metre ile olgiilerek takip edilmistir. Kiiltiir sivisinda bulunabilecek herhangi
bir peroksidaz enzim aktivitesini engellemek amaciyla reaksiyon ortamina katalaz ilavesi

yapilmustir.

3.5. Deklorinasyon Calismalari

3.5.1. Deklorinasyon Cahsmalarinda Kullamlan Biyoreaktériin Ozellikleri

Enzimatik deklorinasyon c¢aligmalar1 i¢in gerekli olan biyoreaktor, reaktor kabi,
karistiricili-1sitict sistem, 1s1 kontrollii su banyosundan olusmaktadir. Bu calismada Unal,
(2004) tarafindan tasarlanan biyoreaktor kullamilmistir. Biyoreaktér kabi borosilikat
camdan yapilmis ve toplam ¢aligma hacmi 100 ml’dir. Karistiricili-isitict sistem ise dijital
1s1ticilt tablasi olan ve reaktor kabinin igine yerlestirildigi su banyosunda sicaklik probu ile
sicaklik kontrolii yapabilen termostatli bir manyetik karistiricidan olugmaktadir. Tim

optimizasyon c¢aligmalarinda denatiire enzim konularak kontrol gruplar1 olusturulmus, elde
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edilen sonuglar kontrol gruplari ile karsilastirilmistir. Tiim deneyler en az 2 tekrarli ve

birbirinden bagimsiz olarak yapilmistir.

3.6. Biyoreaktorde Deklorinasyon I¢in Optimum Kosullarin Belirlenmesi

Bu tez ¢alismasinda 4-Klorofenol bilesiginden klor uzaklastirilmasinda ham lakkaz
enziminin etkinligi arastirilmistir. Klor uzaklastirilmasi i¢in en uygun kosullarin
belirlenmesi amaciyla pH degeri, substrat konsantrasyonu, sicaklik, enzim konsantrasyonu
ve inkiibasyon siiresi denenmistir. Denemelerde enzim kaynagi olarak bugday kepegi
ilaveli PDB’de T. versicolor ile iiretilen yiiksek aktiviteli lakkaz enzimi kullanilmigtir. Tiim
optimizasyon caligsmalarinda denatiire enzim ile kontrol gruplari olusturulmus ve elde
edilen sonuglar kontrol gruplari ile kiyaslanmistir. Deneyler 2 tekrarli ve birbirinden

bagimsiz ¢alismalar seklinde yapilmistir.

3.6.1. Ortam pH Degerinin Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Ortam pH degerinin enzimatik deklorinasyona etkisini incelemek amaciyla cesitli
tampon c¢ozeltilerle farkli pH’larda ortamlar hazirlanmistir ve pH 3 ile 10 araliginda
degistirilmistir. Tampon pH’lar i¢in; pH 3,0-5,0 i¢in 0.2 M asetat tamponu, pH 6,0-8,0 i¢in
0.2 M fosfat tamponu, pH 9,0-10,0 i¢in ise 0.2 M Tris-HCL tamponlar1 seg¢ilmis ve
kullanilmigtir. Bu deneyler sirasinda reaktdrdeki reaksiyon hacmi 100 ml, klorofenolik
bilesik (4-klorofenol) konsantrasyonu 150 uM, serbest enzim miktar1 1 ml ve
deklorinasyon siiresi 30 dakika, ortam sicakligi 30+1 °C’de sabit tutulmustur. Klorofenolik

bilesiklerin ¢oziiniirliigiinii saglamak i¢in ortalama %1 v/v etanol ilave edilmistir.



51

3.6.2. Substrat Konsantrasyonunun Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Substrat konsantrasyonunun enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi
amactyla klorofenolik bilesik (4-klorofenol) konsantrasyonu 50-500 pM arasinda
degistirilmistir. Substrat konsantrasyonun etkisinin belirlenmesi sirasinda diger kosullar;
deneyler sirasinda daha once optimum deger olarak belirlenen pH 4, reaksiyon hacmi 100
ml, serbest enzim miktar1 1 ml, ortam sicakligi 30+1 °C’de sabit tutulmustur. Klorofenolik

bilesiklerin ¢6ziiniirliigiinii saglamak i¢in ortalama %1v/v etanol ilave edilmistir.

3.6.3. Enzim Aktivitesinin Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Enzim aktivitesinin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla 0,5
ile 4,0 ml araliginda degisen farkli miktarlardaki ham lakkaz enzimi, klorofenolik bilesik
olan 4-klorofenolle muamele edilmistir. Deneyler sirasinda daha onceki calismalarda
optimum olarak secilen pH 4 ve baslangi¢ substrat konsantrasyonu 200 pM olarak sabit
tutulmustur. Enzim miktarinin etkisinin belirlenmesi sirasinda diger kosullar ise, reaksiyon
hacmi 100 ml, deklorinasyon siiresi 30 dk, ortam sicakligi 30°C’dir. Klorofenolik

bilesiklerin ¢6ziiniirliigiinii saglamak i¢in ortama %1v/v oraninda etanol ilave edilmistir.

3.6.4. inkiibasyon Siiresinin Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Inkiibasyon siiresinin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla
klorofenolik bilesik (4-klorofenol ) iceren ortamdan 0-120 dk siireler arasinda 6rnekler
alinarak Ol¢iim yapildi. Deneyler sirasinda pH 4, baslangi¢ substrat konsantrasyonu 200
uM, enzim miktar1 4 ml olarak sabit tutulmustur. Bu degerler optimum olarak daha 6nceki

calismalarda belirlenen degerlerdir. Diger parametreler ise, reaksiyon hacmi 100 ml, ortam
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sicakligr 30°C’dir. Klorofenolik bilesiklerin ¢oziiniirliigiinii saglamak i¢in ortama %1 v/v

oraninda etanol ilave edilmistir.

3.6.5. Ortam Sicakhigimin Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Ortam sicakligimin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla 10 °C
ile 50 °C araliginda degisen farkli sicalik degerlerinde ¢alisilmistir. Deneyler sirasinda pH
4, baslangi¢ substrat konsantrasyonu 200 uM, enzim miktar1 4 ml, deklorinasyon stiresi 30
dk, reaksiyon hacmi 100 ml kosullarinda c¢alisilmistir.  Klorofenolik bilesiklerin

¢oOziintirligiinii saglamak i¢in %1v/v etanol ilave edilmistir.

3.7. istatiksel Analizler

Tiim optimizasyon ¢alismalarinda elde edilen gruplarin ortalamalar1 varyans analizi
ile karsilastirilmistir. Farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigini tespit etmek i¢in posthoc
olarak Tukey testi kullanilmistir.

3.8. Toksisite Calismalari

Cevresel acidan Kkirletici, toksik ve uzun siire bulundugu ortamda etkisini
koruyabilen bir bilesik olan 4-klorofenol’lin, lakkaz enzimiyle biyoyikimi hedeflenmistir.
Biyolojik yikim c¢alismalar1 yukarida bahsedildigi bi¢cimde sistematik olarak
gerceklestirilmis ve tiim kirleticilerin hem yikim oncesinde ve hem de yikim calismalari
sonrasinda toksisitelerindeki degisim yapilan Ol¢limlerle takip edilmistir. Toksisite
Olctimleri Vibrio fisheri’nin sahip oldugu lusiferaz enzimi ile gerceklestirecegi 1simanin

Olciimiine dayanan mikrotoksisite test cihazi ile gergeklestirilmistir. Boylece yikima
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ugratilan 4-klorofenol’iin ayni zamanda toksisitesindeki degisim literatiirde kabul goren

standart bir yontem ile belirlenmis ve takip edilmistir.

3.9. FT-IR Analizleri

Klor uzaklastima islemi 6ncesi ve sonrast FTIR analizleri yapilmistir. Sivi 6rnekler
ve KBr siv1 hiicrelerine 10 pl emdirilmistir. Analizler, KBr sivi hiicrelerinde Perkin Elmer
FT-IR 100 spektrometer'da gerceklestirilmistir. FTIR analizleri Eskisehir Osmangazi
Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi, Fizik Boliimii, Molekiiler Sentezleme ve FTR

Spektroskopi Arastirma Laboratuvari'nda yapilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Trametes versicolor’dan Elde Edilen Lakkaz Enzimi ile 4-Klorofenol

Deklorinasyonu Icin Optimum Kosullarin Belirlenmesi

4.1.1. pH’1n 4-klorofenol Deklorinasyonuna EtKkisi

4-klorofenolden klor uzaklastirilmasinda pH’1n etkisini belirlemek i¢in genis bir pH

araliginda yapilan ¢aligmalar sonucunda en uygun degerin pH 4 oldugu goriilmiistiir.

Elde edilen sonug¢lar Sekil 4.1.1.1°de verilmistir.

4-klorofenol

08,57

Sekil 4.1.1.1. Lakkaz enzimi ile 4-klorofenolden klor uzaklastirilmasinda ortam pH
degerinin etkisi. (Calisma kosullari: baslangi¢ substrat konsantrasyonu 150 puM; enzim

aktivitesi 22.792U/ml; enzim miktar1 1 ml; sicaklik 30 °C)
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4.1.1.1. pH Degerlerinin Istatiksel Incelenmesi

pH degerleri arasindaki farka bakildiginda sig degerinin 0,05’ten kiiglik olmasi
(0,000 <0,05) nedeni ile pH degerleri arasindaki fark anlamlidir denilir.

Cizelge 4.1.1.1.1. pH Degerinin Anova Testi ile Istatiksel Degerlendirilmesi

ANOVA
PH
Karesel
YanilgiToplam df Ortalama Kare F Sig.
Gruplar arasinda 15548,971 7 2221,282 19,971 ,000
Gruplar Dahilinde 889,795 8 111,224
Toplam 16438,765 15
PH
Alfa i¢in altkiimeler= .05
VARO00001 N 1 2 3
Tukey HSD @ 8,00 2 16,4286
6,00 2 41,4286 41,4286
7,00 2 43,5715 43,5715
5,00 2 80,7143 80,7143
1,00 2 81,4286 81,4286
3,00 2 92,1429
4,00 2 104,2857
2,00 2 108,5714
Sig. ,286 ,062 ,264

Gruplar i¢in homojen altkiimelerin anlamlar1 gosterilmigtir.

a. Harmonik ortalama i¢in kullanilan 6rnek boyutu= 2,000.

4.1.2 Baslangi¢ Substrat Konsantrasyonunun 4-klorofenol Deklorinasyonuna EtKkisi

4-klorofenolden fenol uzaklasgtirmasinda baslangi¢ substrat konsantrasyonunun

etkisini belirlemek amaciyla yapilan deneysel c¢alismanin sonucunda en uygun baslangi¢
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substrat konsantrasyonu 200 uM olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.1.2.1 ‘de

verilmistir.

4-klorofenol

140
120
100 f
80 1
60 1

CI(pm)

40 A
20 1

0 100 200 300 400 500 600
Substrat konsantrasyonu (uM)

Sekil 4.1.2.1. Lakkaz enzimiyle 4-klorofenolden fenol uzaklastirmasinda baslangic substrat
konsantrasyonunun etkisi. (Caligma kosullari: pH 4; enzim aktivitesi 22.792U/ml; enzim

miktar1 1ml; sicaklik 30 °C)

4.1.2.1. Baslangi¢ Substrat Konsantrasyonunun istatiksel Degerlendirilmesi

Substrat degerleri arasindaki farka bakildiginda sig degerinin 0,05ten kiiciik olmasi
(0,000<0,05) nedeni ile Subsrat degerleri arasindaki fark anlamli bulunmustur denilir.

(Cizelge 4.1.2.1.1)
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Cizelge 4.1.2.1.1. Baslangi¢ substrat konsantrasyonunun deklorinasyona etkisinin anova

testi ile degerlendirilmesi

ANOVA
SUBSTRAT
Karesel Yanilg1
Toplamt df Ortalama Kare F Sig.
Gruplar arasinda 20423,448 6 3403,908 30,091 ,000
Gruplar dahilinde 791,838 7 113,120
Toplam 21215,286 13
SUBSTRAT
Alfa i¢in Altkimeler = .05

VARO00003 N 1 2 3 4
Tukey HSD? 1,00 2 10,2600

2,00 2 58,5714

6,00 2 76,4286 76,4286

7,00 2 80,7144 80,7144

3,00 2 108,5714 108,5714

5,00 2 117,1429 117,1429

4,00 2 132,5715

Sig. 1,000 ,447 ,059 ,372

Gruplar i¢in homojen altkiimelerin anlamlar1 gosterilmistir.

a. Harmonik ortalama i¢in kullanilan 6rnek boyutu= 2,000

4.1.3. Enzim Miktarinin 4-klorofenoliin Deklorinasyonuna Etkisi

Enzim miktarinin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli
miktarlarda enzim kullanilarak yapilan ¢alismanin sonucunda enzim miktar1 4 ml olarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.1.3.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1.3.1. Lakkaz enzimiyle 4-klorofenolden klor uzaklastirmasinda enzim miktarinin

etkisi. (Calisma kosullari: pH 4; baslangi¢ substrat konsantrasyonu 200 uM; enzim

aktivitesi 22.792U/ml; sicaklik 30 °C)

4.1.3.1. Enzim Miktarin istatiksel Degerlendirilmesi

Enzim miktar1 degerleri arasindaki farka bakildiginda sig degerinin 0,05‘ten

(0,007<0,05) kiictik olmas1 nedeni ile Enzim miktar1 degerleri arasindaki fark anlamli

bulunmustur denilebilir. (Cizelge 4.1.3.1.1)



59

Cizelge 4.1.3.1.1. Enzim miktarinin deklorinasyona etkisinin anova testi ile istatiksel olarak

degerlendirilmesi

ANOVA
Enzim Miktari
Karesel Yanilgi
Toplami df Ortalama kare F Sig.
Gruplar arasinda 63038,116 4 15759,529 13,830 ,007
Gruplar dahilinde 5697,737 5 1139,547
Toplam 68735,853
emiktari
Alfa i¢in altkiimeler = .05

VARO00005 N 1 2 3
Tukey HSD 2 1,00 2 40,7143

3,00 2 120,0000 120,0000

2,00 2 132,7200 132,7200

4,00 2 212,8571 212,8571

5,00 2 270,7143

Sig. ,180 ,175 ,500

Gruplar i¢in homojen altkiimelerin anlamlari gosterilmistir.

a. Harmonik ortalama i¢in kullanilan drnek boyutu= 2,000

4.1.4. inkiibasyon Siiresinin 4-klorofenol Deklorinasyonuna Etkisi

Inkiibasyon siiresinin 4—klorofenolden klor uzaklastimasina olan etkisinin
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda en uygun siire 30 dk olarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1.4.1°de verilmistir.
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Sekil 4.1.4.1. Lakkaz enzimiyle 4-klorofenolden klor uzaklastirilmasinda inkiibasyon
stiresinin etkisi. (Calisma kosullari: pH 4; baslangi¢ substrat konsantrasyonu 200 uM;
enzim miktar1 4 ml; enzim aktivitesi 22.792U/ml; sicaklik 30 °C)

4.1.4.1. inkiibasyon Siiresinin Istatiksel Degerlendirilmesi

Stire degerleri arasindaki farka bakildiginda sig degerinin 0,05’ten (0,015<0,05)
kiicilk olmasi nedeni ile Siire degerleri arasindaki fark anlamli bulunmustur denilir.

(Cizelge 4.1.4.1.1)
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Gruplar i¢in homojen altkiimelerin anlamlar1 gosterilmigtir.

a. Harmonik ortalama ig¢in kullanilan 6rnek boyutu= 2,000

Cizelge 4.1.4.1.1. Inkiibasyon siiresinin deklorinasyona etkisinin anova testi ile
degerlendirilmesi
ANOVA

SURE

Karesel Yanilgi
Toplami df Ortalama Kare F Sig.

Gruplar arasinda 52673,573 9 5852,619 4,440 015

Gruplar dahilinde 13180,980 10 1318,098

Toplam 65854,553 19

SURE
Alfa igin Altkiimeler = .05
VARO00007 N 1 2
Tukey HSD 1,00 2 75,7143

2,00 2 197,1429 | 197,1429
10,00 2 203,5714| 203,5714
3,00 2 205,0000 | 205,0000
4,00 2 210,7143 | 210,7143
9,00 2 220,7143
5,00 2 223,5714
8,00 2 257,1429
6,00 2 262,8571
7,00 2 262,8572
Sig ,071 ,719
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4.1.5. Sicakhgin 4-klorofenol Deklorinasyonuna EtkKisi

Sicakligin  4-klorofenoliin enzimatik deklorinasyonuna etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢alisma sonucunda optimum sicaklik 40 °C olarak belirlenmistir. Elde

edilen sonuglar Sekil 4.1.5.1°de verilmistir.

4-klorofenol
350 1
300 ‘\*/’ﬂ&‘
250 A
~ 200 A
=
=2 150 A
O 100 -
50 A
O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60
sicaklik (°C)

Sekil 4.1.5.1. Lakkaz enzimiyle 4-klorofenolden klor uzaklastirmasinda sicakligin etkisi.
(Calisma kosullari: pH 4; baslangi¢ substrat konsantrasyonu 200 pM; enzim miktar1 4 ml;
enzim aktivitesi 22.792U/ml; stire 30 dk)

4.1.5.1. Sicakhigmn Istatiksel Degerlendirilmesi

Sicaklik degerleri arasindaki farka bakildiginda sig degerinin 0,05‘ten biiyiik olmas1
(0,176>0,05) nedeni ile sicaklik degerleri arasindaki fark anlamsizdir denilir. (Cizelge
4.1.5.1.1)
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Cizelge 4.1.5.1.1. Sicakligin deklorinasyona etkisinin anova testi ile degerlendirilmesi
ANOVA
SICAKLIK
Karesel Yanilgi
Toplami df Ortalama Kare F Sig.
Gruplar arasinda 5399,706 4 1349,927 2,450 ,176
Gruplar dahilinde 2754,940 5 550,988
Toplam 8154,646
SICAKLIK
Alfaicin
Altkiimeler
=.05
VARO00009 N 1
Tukey HSD 2,00 2 242,8571
5,00 2 255,7143
1,00 2 262,8571
3,00 2 270,5715
4,00 2 311,4286
Sig. 147

Gruplar i¢in homojen altkiimelerin anlamlar1 gosterilmistir.

a. Harmonik ortalama i¢in kullanilan 6rnek boyutu= 2,000

4.1.6. Deklorinasyon Siiresince Belirlenen Optimum Kosullarda Oksijen Tiiketiminin

Belirlenmesi

4-klorofenol bilesiginin lakkaz enzimi ile deklorinasyon siirecinde ortamda bulunan

¢Oziinmiis oksijen miktarindaki degisim takip edilmistir.

Enzimatik klor uzaklastirilmasi siirecinde ortamdaki ¢6ziinmiis oksijen miktarindaki

degisim, ¢oziinmiis oksijen probu ile takip edilmistir. Enzim miktar1 1 ml olacak sekilde
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diger uygun kosullar sabit tutularak (Calisma kosullart: pH 4; baslangic substrat
konsantrasyonu 200 puM; sicaklik 40 °C; enzim aktivitesi 22.792U/ml; siire 10 dk) 4-
klorofenol bilesiginin lakkaz enzimi ile deklorinasyonlar1 siirecinde ortamda bulunan
¢Oziinmiis oksijen miktarindaki degisim takip edilmistir. Optimizasyon ¢alismalarinda
enzim miktar1 daha Once belirtildigi gibi 4 ml olarak belirlenmistir. Ancak, reaksiyon
ortaminda beklenildigi ilizere oksijen tiikketimindeki degisimi gorebilmek ve reaksiyon
ortaminit daha az seyreltmek i¢in bu ¢alismada enzim miktar1 1 ml olarak sabit tutulmustur.
Siire olarak da bu klorlu bilesigin deklorinasyonu i¢in optimum deger 30 dakika bulunmus
olmasina ragmen es zamanli oksijen ve klor Olcim takibi 10 dakika siiresince

gerceklestirilmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.1.6.2.°de verilmektedir.

Grafikten de goriilebilecegi gibi, 4-klorofenol bilesigi i¢in deklorinasyon arttik¢a
oksijenin tiiketildigi goriilmektedir. Lakkaz enziminin aktivite gdsterebilmesi i¢in ortamda
¢Oziinmiis oksijene gereksinim duymaktadir. Bu nedenle reaksiyon ilerledik¢e ortamdaki

oksijen miktar1 azalmaktadir.
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Sekil 4.1.6.2. Lakkaz enzimi ile 4-klorofenol’den klor uzaklasmasi sirasinda ortamdaki
¢Oziinmiis oksijen konsantrasyonundaki degisim (calisma kosullari: pH 4, 200 uM
baslangi¢ substrat konsantrasyonu; sicaklik 40 °C; enzim aktivitesi 22.792U/ml; enzim
miktar1 4 ml)
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Sekil 4.2.1. 4-Klorofenol'liin toksisite degeri. (1.) enzimatik deklorinasyondan d6nce (2.)

enzimatik deklorinasyondan sonra

Cizelge 4.2.1 4-Klorofenol’lin bilesiklerin deklorinasyon dncesi ve sonrasi_ ECsy degerleri

5. dakikadaki ECsg

15. dakikadaki ECsq

Deklorinasyon | Deklorinasyon | Deklorinasyon | Deklorinasyon
oncesl sonraslt oncesi sonraslt
4-Klorofenol %46 %41 %105 %108

Bu c¢alisma ile elde edilen veriler gostermektedir ki 7. versicolor (ATCC

200801)’den elde edilen lakkaz enzimi ile 4-klorofenol bilesiginin etkin olarak klor

uzaklastirilmas1 yapilabilmektedir. Uygun kosullar siras1 ile 30 dakika, pH 4,0, 200 uM

baslangi¢ substrat konsantrasyonu, 40 °C sicaklik ve 4 ml enzim miktaridir. Belirlenen
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uygun kosullar altinda mikrotoksisite sonuglarina bakildiginda toksisitedeki %3 oraninda

diisiis gézlenmistir.

4.3. 4-Klorofenol Molekiiliiniin FT-IR Titresim Spektrumlari

OH

Cl

Sekil 4.3.1. 4-klorofenoliin molekiiliiniin 2 boyutlu yapisi
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Sekil 4.3.2. 4-Klorofenol molekiiliiniin IR titresim spektrumlar1 (a) 4-Klorofenol'iin etanol

¢oziiclistindeki spektrumu, (b) 4- Klorofenol'iin bozunduktan sonra spektrumu.
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Teknolojinin ve endistrinin gelisimine paralel olarak ¢evresel kirleticilerin
kullanomi ve bu Kkirleticilerin canlilar {izerine olusturduklar1 toksik etkiler artis
gostermektedir. Bu toksik etkileri azaltici veya tamamen detoksifiye edebilme 6zellikleri
olan mikroorganizmalarin enzim ve enzim sistemleri bu asamada 6nem kazanmaktadir.
Belirli organizma gruplar1 sahip olduklar1 genis substrat ozgiilliigii gosteren enzim ve
iligkili sistemleri ile 6nemli faydalar sunmaktadir. Bu organizmalar arasinda bakterilerden
Pseudomonas genusu ve funguslardan Bacidiomycetes iiyelerinin saf kiiltiir veya bir
konsorsiyum halinde kullanilmasiyla pek c¢ok c¢evresel kirleticiyi yikima ugratma

yetenekleri arastirmacilar tarafindan belirlenmistir.

Bacidiomycetes iiyeleri ve 0Ozellikle beyaz c¢iirlik¢iil funguslar pestisit ve
trinitrotoluen (TNT) iceren atiksu desarjlari1 ve kagit endiistrisi tarafindan {iretilen
klorlanmis lignin atiklar1 gibi gesitli karmasik fenol igeren bilesikleri pargcalamakta da
kullanilmaktadirlar. Bu funguslar lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz gibi
sekonder metabolitleri araciligiyla polisiklik aromatik, poliklorlanmis bifenil ve dioksin
bilesiklerini hatta DDT’yi ve bir¢ok klorlu fenolik bilesikleri parcalayabilmektedirler. Bu
ozellikleri nedeniyle Basidiomycete iiyeleri, arastirmacilarin yogun olarak c¢aligmalarini
sirdiirdiikleri ve literatiirde siklikla karsilasilan ve cevresel uygulamalarda da karsimiza
cikmaktadir. Bunlarin basinda Phanerochetae chrysosporium ve Trametes versicolor
gelmektedir. Cevrede bulunan ve/veya yeni sentezlenen ve kullanilan pek ¢ok cevresel
kirletici s6z konusu organizmalarin sahip olduklar1 ¢esitli enzim sistemleri araciligiyla
pargalanabilmektedir (Shah, et. al., 1992; Arisoy ve Kolankaya, 1997; Taspinar ve
Kolankaya, 1998; Yesilada vd., 1998; Tuomela, et. al., 2000; Unal ve Kolankaya, 2001;
Lara, et. al., 2003; Cabuk vd., 2006; Leitao, et. al., 2007; Tabak, 2008)

Klor, organik bilesiklerle kompleks olusturdugunda ortaya ¢ikan klorlu organik
bilesik toksik 6zellik kazanir. Klorun organik bilesiklerin yapisina girmesiyle ortaya ¢ikan

diger bir 6zelligi de klorun yapisinda bulunan organik bilesigin rekalsitrant (biyolojik
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yikima kars1 dayanikli) bir nitelik kazanmasi ve elektron alma potansiyelinin artmasidir.
Klorlu organik bilesikte organik molekiiliin aromatik yapida olmasi durumunda rekalsitrant
Ozellik daha fazla artar. Tarim zararlilar1 ile miicadelede kullanilan klorlu organik
bilesiklerin klorlu aromatik yapida olanlari, kullanildiklar1 dogal ortamlarda ¢ok daha uzun
siire yikilmadan kalabilmektedirler (Matsumura, 1985). Klorlu bilesiklerin olusturdugu
polimer yapilar (PVC gibi) dogal kosullarda uzun siire kalabilme ozelligi gosterirler.
Birgok klorlu aromatik yapinin rekalsitrant ve toksik ozelliklerinin yani sira mutajenik ve
kanserojen ozellikleri de bulundugu gosterilmistir (Shoham, et. al., 1992). Ayrica bu
bilesiklerin lipofilik karakterde olmalar1 da klorlu aromatik bilesiklerin yag dokularinda

birikim gostermelerinin nedenini olugturmaktadir.

Gilintimiizde klorlu aromatik bilesiklerin klor giderimini amaglayan bir¢ok arastirma
yapilmaktadir (Bergbauer, et. al., 1991). Bu calismalarda 6zellikle farkli funguslarin klor
gideriminde etkin olduklar1 gdsterilmistir. Bizim ¢alismamizda toksik klorofenolik bilesik
olan 4-klorofenoliin lakkaz enzimi ile deklorinasyonu ve enzimatik iglem sonrasi toksisite
degisiminin belirlenmesi amag¢lanmistir. Toksisite degisimi, Vibrio fischeri mikrotoksisite
testiyle tayin edilmis ve enzimatik deklorinasyon sonrasi toksisitede ¢ok az bir artis

gozlenmistir.

Calismamizda deklorinasyon katalizorii olarak kullanilan lakkaz enzimi
fenoloksidaz grubu enzimler iginde yer alip, aktif radikallerin olusumunu katalizleyen bir
enzimdir. Lakkaz enziminin ¢esitli mikroorganizmalarda bulundugu goterilmisse de, lakkaz
sentezi acisindan en zengin mikroorganizma grubunu beyaz ciiriik¢iil funguslarin
olusturdugu bilinmektedir. Bu grup icinde Trametes versicolor lakkaz aktivitesi gerektiren
bircok c¢alismada enzim kaynagi olarak kullanilmistir (Arcand and Archibald, 1991).
Calismamizda lakkaz tireticisi olarak Trametes versicolor ATCC (200801) kullanilmistir.
Lakkaz aktivitesi agisindan Modifiye Vogel ortaminda 12 giinliilk inkiibasyon siiresi
bulunan mikroorganizmaya biiylime ortamina daha yiiksek aktivite gdsterebilmesi i¢in elde
edilen homojenizattan (3 ml) bugday kepegi (3 gr/100 ml) eklenmis potato destroz broth
(PDB) besiyerine ekim yapilmistir. Boylece ligninolitik aktivite gdsteren mikroorganizma

lakkaz tiretimi agisindan indiiklenimstir (22.792 U/ml).
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Arcand ve Archibaldin (1991) gergeklestirdigi bir c¢alismada Trametes
versicolor'dan elde edilen lakkaz enziminin degisik klorlu fenollerden klor uzaklagtirdig:
saptanmustir. Trametes versicolor'dan elde edilen lakkaz enzimini kullanmanin
Phanerochaete chrysosporium'dan elde edilen peroksidaz enzimine gore hidrojen peroksite
(H20,) gereksinim duyulmamasi, lakkazin ¢cok daha stabil olmasi ve immobilize edilerek

etkili bir sekilde kullanilabilmesi acisindan daha avantajli oldugu bildirilmistir.

Klorlu aromatik bilesiklerin lakkaz enzimi ile klor giderimini ¢alisan arastirmacilar
serbest klor Olcimii ile oksijen tiiketimi arasinda bir korelasyon oldugunu
gozlemlemislerdir (Unal, 2004). Bu tez ¢alismasinda da benzer iliski bulunmustur,
reaktorde enzimatik deklorinasyon boyunca ortamda bulunan 4-klorofenoliin serbest klor
iyonu seklinde artis gosterdigi ve oksijen miktarinin da zamana bagli olarak azaldigi

gorilmistiir.

Bu ¢aligmada deklorinasyon optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Bu amagla sirasi
ile pH, siire, substrat konsantrasyonu, enzim miktar1 ve sicakligin klor uzaklastirilmasina
etkisi incelenmistir. Belirlenen uygun kosullarda klor uzaklastirilmas: siiresince oksijen
miktarindaki degisim gozlenmistir. Vibrio fischeri mikrotoksisite testiyle de klor
uzaklastirilmas1 sonucunda toksik etkinin azaltildigi belirlenmistir. Yapilan istatistiksel

analizler ile degerlendirmelerle en uygun degerler se¢ilmistir.

Enzimlerle yapilan deklorinasyon ve benzer ¢alismalarda 6nemli bir ¢evresel etken
de ortamin pH degeridir. Bu nedenle genis bir pH araliginda (3-10) ¢alisma yapilmistir. 4-
klorofenolden klor uzaklastirilmasinda en uygun degerinin pH 4 oldugu goriilmistiir.
Anova testi ile yapilan istatiksel analiz ¢alismalarinda, 4-klorofenol deklorinasyonunda pH
icin sig degerinin 0.05’ten kiiclik olmas1 sebebi ile anlamli oldugu kabul edilmektedir
(Cizelge 4.1.1.1.1). Unal (2004)’1n yaptig1 benzer bir calismada 2.4,6-triklorofenol, 2,4-
diklorofenol, 4-klorofenol bilesiklerinin deklorinasyonunda yine lakkaz enzimini kullanmis
ve optimum pH degerini 5.0 olarak belirledigini bildirmistir. Elde edilen bu degerin

literatiirde de pek cok arastirmaci tarafindan yapilan ve farkli substratlar kullanildiginda
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lakkaz enzimi i¢in elde edilen optimum pH degerine yakin bir deger oldugu sdylenebilir

(Unal, 2004; Zhang, et. al., 2008; Cho, et. al., 1999).

Ladislao ve Galil (2004), pH degerindeki artis ile biyokiitlenin denge anindaki
sorpsiyon kapasitesindeki azalmanin pH’daki degisimden dolay1 olabilecegini ileri siirmiis
ve bunu su sekilde agiklamistir. pH degerindeki artis ile hiicre iizerindeki tiim yiizey yiikii
negatif olur ve biyokiitle yiizeyinin baglayici bolgeleri ile negatif yiiklii fenol ve klorofenol
arasindaki elektrostatik ¢cekimin azalmasina yol acar. pH biyokiitlenin yiizey 6zellikleri ile
fenol ve klorofenollerin iyonizasyon derecesini onemli Olgiide etkiler. Yiiksek pH
degerlerinde fenol ve klorofenol molekiilleri tizerinde bulunan elektrik yiikleri, kirleticinin
hedef bolgelere baglanmasini ve taginim islemini engelleyebilir. Gergekte, hiicre zarindan
klorofenollerin iyonize formunun difiizyonu ayirma isleminde hiz sinirlayict agama olarak

ortaya ¢ikar.

Denizli ve arkadaslar1 (2005), sucul ortamdan fenolleri gidermek i¢in kurutulmus
Pleurotus sajor caju’ nun kullanim potansiyelini degerlendirdikleri ¢aligmada da pH’nin
biyosorpsiyon kapasitesi iizerindeki etkisini yukarida anlatilanlara benzer sekilde

acgiklamistir.

Ortama ilave edilen baslangic substrat konsantrasyonunun etkisini belirlemek
amaci ile 150 uM ve 500 uM araliginda degisen miktarlarda klorofenolik bilesik ilave
edilmis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.1.2.1°de verilmistir. Ortama ilave edilen 4-
klorofenol miktar1 200 uM oldugunda en yiiksek deklorinasyon degerine ulasilmistir. 200
uM’dan sonra bir diisiis gdzlenmis ve 300 pM’dan sonra neredeyse dengeli deklorinasyon
degerleri elde edilmistir. Yapilan istatiksel analiz g¢aligmalarinda, substrat degerleri
arasindaki farka bakildiginda sig degerinin 0,05’ten (0,000<0,05) kiiciik olmas1 nedeni ile
subsrat degerleri arasindaki farkin anlamli oldugu kabul edilmistir (Cizelge 4.1.2.1.1).

Sentiirk ve Biiyiikglingor’iin (2008) yaptiklar1 calismada 4-klorofenol bilesigini
giderim verimi baslangi¢ konsantrasyonunun artmasi ile azalmaktadir. Bagslangic 4-
klorofenol konsantrasyonu 48,0 mg/L’den 260,0 mg/L’ye arttig1 zaman giderim verimi yar1

yartya azalarak % 47 seviyesine diigmiistiir. Konsantrasyon 715,60 mg/L oldugunda ise
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biyokiitle sadece % 5,52’lik bir giderim saglayabilmistir. Biyokiitlenin biyosorpsiyon
kapasitesi ise verimin aksine 4-klorofenol konsantrasyonundaki artig ile belirli bir siir

degere kadar artmakta daha sonra azalmaktadir.

Enzim miktarinin etkisinin arastirilmasi amaciyla ilgili yapilan ¢alismada reaktore
ilave edilen enzim miktarlar1 0,5 ml ile 4,0 ml arasinda degistirilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.1.3.1°de verilmektedir. Enzim miktar1 degerleri arasindaki farka bakildiginda sig
degerinin 0,05’ten (0,007<0,05) kiiciik olmasi nedeni ile enzim miktar1 degerleri arasindaki
farkin anlamli oldugu kabul edilmistir (Cizelge 4.1.3.1.1). 4-klorofenol ile yapilan
calismada elde edilen veriler incelendiginde, beklenildigi gibi enzim miktar1 artigina bagl
olarak deklorinasyon degerinde de artis goriilmektedir. En yiiksek deklorinasyon degerine 4

ml enzim miktari ile ulasilmistir (Gedikli, et. al., 2010)

Siirenin etkisini incelemek amaciyla ¢alismada 120 dakika boyunca oOl¢iimler
stirdiiriilerek 6rnekler alinip klor miktar1 6l¢iilmiistiir. 4-klorofenolden uzaklasarak serbest
hale gegen klor miktar1 30 dakikada en yiiksek seviyeye ulastiktan sonra diiserek dengeli
bir durum karsimiza ¢ikmaktadir (Sekil 4.1.4.1.). Bhattacharya and Banerjee 8 U ml”
konsantrasyona sahip enzimle pH 6’da, 40 °C’de yaklasitk %98 deklorinasyon
gozlemlemistir ancak bu degeri 9 saatlik siires sonucunda elde edebilmistir. Bizim
calismamizda stireg, 30 dakika gibi daha kisa bir periyotta gerceklesmistir. Siire degerleri
arasindaki farka bakildiginda sig degerinin 0,05’ten (0,015<0,05) kii¢iik olmas1 nedeni ile
Siire degerleri arasindaki farkin anlamli oldugu kabul edilmistir (Cizelge 4.1.4.1.1).

Reaksiyon olusabilmesi i¢in uygun sicakligin belirlenmesi amaciyla sicaklik
degerleri 10 °C ile 50 °C arasinda degistirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1.5.1°de
verilmistir. Reaksiyon en yiiksek seviyede bulundugu en uygun sicaklik 40 °C olarak tespit
edilmistir. Sicaklik degerleri arasindaki farka bakildiginda sig degerinin 0,05’ten
(0,176>0,05) biiyiik olmas: nedeni ile sicaklik degerleri arasindaki farkin anlamsiz oldugu
kabul edilmistir (Cizelge 4.1.5.1.1). Lakkaz enziminin 60 °C’ye kadar sicaklik
artislarindan etkilenmedigi ve hatta yliksek sicaklik degerlerinde diisiik sicaklik degerlerine

kiyasla daha kararli oldugu bilinmektedir (Niku-Paavola, et. al., 2004). Bhattacharya ve
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arkadaglar1 36 ve 40 °C’de maksimum klor degradasyonu elde etmislerdir. Daha yiiksek
sicakliklarda ise aktivitede keskin bir diisiis gozlemlenmistir. Bizim c¢alismamizda da
deklorinasyon etkinligi basta sicakliga parallel artis gosterirken 40 °C’den sonra diisiis
gostermeye baslamistir. Sicakliktaki artis temel olarak enzim molekiillerinin daha fazla
kinetik enerjiye sahip olmasini saglayacak ve dolayisiyla enzim molekiillerinin katalizledigi
molekiillere ¢arpma sikligini artacaktir kanisinin aksine bu calismada, belli bir noktadan
sonra sicakliktaki artts muhtemelen hidrojen baglarinin kirilmasia neden olmus ve buda
enzimatik reaksiyonun oilumsuz yonde etkilenmesine oOnciiliikk etmis olabilir. Benzer

sonuglar literatiirde de bulunmaktadir (Bhattacharya et. al., 2009).

Gilinlimiizde bir¢ok laboratuvarda g¢evre kirleticilerinin toksisitesi, genotoksisitesi ve
mutajenitesi iizerinde denemeler yapilmaktadir. Bu test, biyoliiminesans bakterilerde 11k

emisyonunun inhibisyonu yontemi ile toksisitenin belirlenmesidir.

Belirlenen optimum kosullarda deklorinasyonu yapilan s6z konusu bilesikler igin
detoksifikasyonun degisip degismedigi belirlenmistir. 4-klorofenoliin 7.versicolor lakkazi
kullanilarak klor uzaklagtirilmasi ¢aligmasinda liiminesans bir bakteri olan Vibrio fischeri
ile Microtox 500 cihazinda yapilan analizde elde edilen sonuglar Cizelge 4.2.1°de
verilmektedir. Grafik degerlendirildiginde 4-klorofenoliin 7. versicolor lakkazi kullanilarak
toksisitenin 5. dakikasindaki ECsy degerlerinde artis, 15. dakikasindaki ECsy degerlerinde

ise bir miktar azalma goriilmektedir (Cizelge 4.2.1).

Literatiirde de deklorinasyon deneyleri sonrasinda parallel toksisite degisimleri
gozlenmistir. Bizim elde ettigimiz sonuglar; calisilan klorofenolik bilesigi ve denature
enzimi igeren kontrol drneklerinin bile V. fischeri’ye yeterince toksik etki gosterdigini
ortaya c¢ikarmistir. Bu nedenle deklorinasyon sonrasi ornek toksisite analizine verilmeden
once seri dillisyona tabi tutulmustur. Boylelikle toksik bilesigin konsantrasyonu sub-letal
konsantrasyonun altina indirilmistir (Gu ve Choi, 2001). Bu tez calismasinda
deklorinasyonu gergeklestirilen 4-klorofenol toksisitesi i¢in verilen degerler ana bilesigin
toksisitesi ile ortaya ¢ikan iiriinlerin toksisitesinin birbirine yakin oldugunu gostermektedir.

Evgenidou ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir calismada da benzer sonuglar elde edilmistir. Bu
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arastirmacilar fotokatalitik bir siiregle dichlorvos ve dimethoate gibi bilesiklerin klorlarini
uzaklastirmaya calismiglar ve fotokatalitik iyilestirmenin her zaman toksisiteyi azaltici
yonde bir egilim gostermeyecegini hatta siirecin toksisitede artisa da neden olabilecegini

ifade etmislerdir (Evgenidou, et. al., 2005a; 2005b).

Toksisite testlerinde kisa yasam dongiisiine sahip olan funguslarin, bakterilerin,
alglerin ve protozoonlarin {ireme, enzim aktiviteleri, solunum ve nitrifikasyon
faaliyetlerinden yararlanilmaktadir. Mikropsal toksisite testleri olarak da adlandirilan bu
yontemler hizli, ekonomik ve diisiik 6rnek hacimleri gerektiren yontemlerdir (Bitton and

Koopman, 1992).

Klorlu fenolleri daha az toksik iirlinlere parcalayan enzimlerin kullanimi bu
bilesiklerin kontroliinde etkili bir yontem olabilir. Ancak, enzimler istenmeyen toksik
iriinler de olusturabileceginden enzimlerin hangi irilinleri olusturduklar1 belirlenmelidir

(Unal, 2001).

Klor uzaklastirildiktan sonra 4-klorofenol’in kimyasal yapisindaki degisiklikler
FTIR analizleri ile belirlenmistir. 4-klorofenol molekiiliiniin IR titresim spektrumlar1 Sekil
4.3.2.de goriilmektedir. 4-klorofenol molekiilii igin 3344 cm™’de O-H gerilme titresimi
gozlenirken, 2975, 2928 ve 2886 cm™’de aromatik C-H gerilme titresimleri goriilmektedir.
1449 cm™’de C=C gerilme titresimi gozlenirken, 1426, 1382 ve 1332 cm™’de gozlenen
bantlar C-C titresimleridir. 1275 cm’de C-O gerilme titresimleridir. 88lcm™’de C-Cl

gerilme titresimleri goriilmektedir.

4-klorofenol molekiiliiniin lakkaz enzimiyle yikildiktan sonra FTIR titresim
spektrumunda piklerin genislikleri artmakla birlikte bantlarin siddetleri de artmustir.
Gozlenen genis, yayvan ve siddetli pikler molekiil ve ¢oziicli arasindaki yiik transferi,
elektrostatik etkilesmeleri ve bozunmalar meydana geldigini gosterir. Cl atomunun
elektronegatif 6zelliginden dolayr molekiilde meydana gelebilecek bozunmalar bu atomlar
iizerinde olacaktir. Bu durumda molekiilde bozunmalar meydana geldigi Cl atomunun

molekiilden ayrildigini sdyleyebiliriz.
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Denemelerde modifiye vogel ortaminda Trametes versicolor’un inkiibe edilmesi
sonucunda elde edilen yiiksek lakkaz aktivitesine sahip kiiltiir sivist kullanilmigtir. Bu
kiiltlir stvisindan lakkazin saflastirilmasina yonelik herhangi bir islem yapilmamistir. Bu
nedenle kiiltliir sivisinda peroksidaz grubu enzimlerinin de bulunmasi goéz Oniinde
bulunduruldugunda, elde edilen klor gideriminden lakkaz enziminin sorumlu olup
olmadiginin ortaya konulmasi gerekmektedir. Bilindigi gibi peroksidaz grubu enzimler
oksitleyici ajan olarak H,O;’e bagimlidirlar. Bu nedenle ortamda H,O;’in bulunmasi
zorunludur. Buradan yola ¢ikilarak reaksiyon ortamina H,O, ilave edilmedigi i¢in herhangi
bir peroksidaz aktivitesi olmadig1 sdylenebilir. Ancak, inkiibasyon sirasinda olusabilecek
olast H,O;’in etkisini ortadan kaldirmak i¢in kiiltiir s1visi katalaz ile muamele edilmistir.
Katalaz ile islem gormiis kiiltiir sivisi ile katalaz ilave edilmemis kiiltiir sivisindan elde
edilen deklorinasyon degerleri arasinda herhangi bir farklilik gézlenmemistir. Bu durum
kiiltiir sivisinda bulunan lakkaz enziminin deklorinasyondan sorumlu oldugu fikrini

desteklemektedir.

Literatiirde 2008 yilinda Sentiirk ve Biliylikglingor’iin yapmis oldugu Aspergillus
niger ile sucul ortamdan fenol bilesiklerinin biyosorpsiyonu c¢aligmasinda fenol, 2-
klorofenol ve 4-klorofenoliin biyosorpsiyonu iizerine biyokiitle konsantrasyonu, baslangi¢
pH’1, baslangi¢c fenol ve klorofenol konsantrasyonu ve temas siiresi gibi deneysel
parametrelerin etkileri aragtirllmistir. Aritim sonucunda fenol ve 2-klorofenol 48 saat iginde
dengeye ulasirken 4-klorofenol 96 saatlik biyosorpsiyon isleminden sonra dengeye
ulagmistir. Denge sonunda her ii¢ bilesik i¢in de diisiik kirletici konsantrasyonlarinda %
90’nin iizerinde giderim verimi elde edilmistir. 50 mg/L baslangi¢ konsantrasyonundaki
fenol, 2-klorofenol ve 4-klorofenol ile yapilan pH calismalar1 sonucunda elde edilen
sonuglar; her {i¢ kirletici i¢in de benzer sonuglar elde edilmistir. Sentetik atiksuyun dogal
pH degeri olan 5-6 arasinda en yiiksek verime ulasilmis, bu degerin degisiklik gostermesi
ile verimin azaldigi belirlenmistir. pH degerindeki degisiklik ile biyokiitlenin biyosorpsiyon
kapasitesinin degismesi farkli pH degerlerinde biyokiitle iizerindeki yiizey yiikiiniin

farklilik gostermesi ile iliskilendirilmistir (Sentiirk ve Biiyiikgiingor, 2008).
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Bu tez calismasinda elde edilen veriler degerlendirildiginde, belirlenen optimum
kosullarda, Trametes versicolor’dan elde edilen yiiksek aktiviteli lakkaz enzimi ile 4-
klorofenol’den klor uzaklastirilabildigi ortaya konulmustur. Yapilan FTIR analizleri ile klor
uzaklastirmadan onceki ve klor uzaklastirildiktan sonra 4-klorofenoliin yapisindaki
degisimler incelenerek deklorinasyon takip edilmeye calisilmistir. IR titresim spektrumu
incelendiginde 4-klorofenol molekiiliiniin lakkaz enziminde bozunduktan sonra Cl
atomunun ayrildigi sonucuna varilmistir. Yapilan toksisite analizlerinde klor
uzaklastirildiktan sonra ortamda kalan bilesigin baslangictakine kiyasla daha toksik bir
duruma geldigi goriilmiistiir. Bu sonucglardan yola ¢ikarak, daha ileri bir yikim siirecinin

gelistirilmesi geregi ortaya ¢ikmustir.
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