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OZET

Bu c¢alismada, Clavariadelphus truncatus, Tricholoma auratum, Ganoderma
carnosum, Lenzites betulina, Polyporus arcularius, Rhizopogon roseolus, Lepista nuda,
Trametes hirsuta, Ganoderma sp makrofunguslarinin kati ve sivi ortamlarda ¢inkoya
kars1 toleranslar1 ve biyosorpsiyon kapasiteleri arastirtlmistir.

Kat1 ortamda misel kuru agirligina gore en yiiksek c¢inko konsantrasyonunda
(225 ppm Zn) C. truncatus %88 ve T. auratum %47 oranlarinda tolerans gostermistir.
Sivi ortamda en yiiksek ¢inko konsantrasyonunda (150 ppm Zn) C. truncatus %:84,5,
T. hirsuta % 46, T. auratum %31,15 ve G. carnosum %11,04 oranlarinda toleransh
olduklar1 bulunmustur. Cinko igeren sivi ortamda G. carnosum izolatinin biiyliyen
miselleri ile biyosorpsiyon kapasitesi (150 ppm Zn) 138 mg/g kuu agrik olarak
belirlenmistir.

Kuru ve yas misellerle 100 ppm ¢inko konsantrasyonunda yapilan biyosorpsiyon
tarama caligmasinda G. carnosum izolatina ait kuru misellerin Qmax degeri 38,04 mg/g
kuru agurlik Ve yas miseller i¢in Qmax 33,3 mg/g kuru agirlik olarak tayin edilmistir.

G. carnosum’un farkli hiicre tipleri ile biyosorpsiyon denemelerinde dinlenen
hiicrelerin 12.saatte Qmax degeri 31 mg/g kuru agrik tayin edilmistir. Gergeklestirilen
tolerans ve biyosorpsiyon tarama caligmalar1 neticesinde G. carnosum izolatinin en
yiiksek konsantrasyonunda sivi ortamda biiyliyen miselleri en iyi (138 mg/g kuru agirlik)
sonucu vermistir. Deneyler 27 °C, 150 rpm ve farkli ¢inko konsantrasyonlarinda

yapilmigtir.
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ABSTRACT

In this work, the tolerance of Clavariadelphus truncatus, Tricholoma auratum,
Ganoderma carnosum, Lenzites betulina, Polyporus arcularius, Rhizopogon roseolus,
Lepista nuda, Trametes hirsuta, Ganoderma sp, to the zinc in solid and liquid media,
and the biosorption capacity of mentioned macrofungi have been researched.

In solid media, according to the dry weight,in the highest zinc concentration
(225 ppm Zn), C. truncatus have tolerated with a percent of %88 and T. auratum with a
percent of %47. In liquid media, in the highest zinc concentration (150 ppm), it has
been found that C. truncatus was tolerant wite a ratio of % 84,5, T. hirsuta % 46, T.
auratum %31,15 and G. carnosum %11,04. In a liquid media including zinc the
growing mycelia of G. carnosum and the capacity of biosorption were defined as (150
ppm Zn) 138 mg/g dry weight.

In a work of biosorption screening, made in 100 ppm zinc concentration wite dry
and wet mycelia, the Qmax value of dry mycelia belonging to G. carnosum isolate was
found as 38,04 mg/g dry weight and for wet mycelia Qmax 33,3 mg/g dry weight.

The Qmax value of different cell types of G. carnosum and the resting cells of
biosorption experiments in the 12 ™ hour has been 31 mg/g dry weight.

As a result of biosorption and tolerance screening, the growing mycelia in liquid
media with the highest concentration of G. carnosum has shown the best results (138
mg/g dry weight). The experiments were performed in 27 °C, 150 rpm and different zinc

concentration.
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1.GIRiS

1.1. Genel Bilgiler

Cagimiz, diinya tarihindeki en hizli gelisme ve de§isme donemini yasamaktadir.
Hizli endiistrilesmeyle birlikte ¢evrenin kirlenmesi ve bunun ortaya cikaracagi tehlikeler
ylizyilimizin sonlarina dogru anlagilabilmistir. Cevre, insani ve diger canlilar1 dogrudan
ya da dolayli olarak etkileyen fiziksel, kimyasal, biyolojik ve toplumsal etmenlerin
timiidiir. Yirminci yiizyilin sonlarina dogru teknolojik ilerleme sonunda insanlarin
yasadiklar1 ortamda havanin, suyun ve topragin kirlenerek, sagliga zararli bir hal almasi
cevre kirlenmesi olarak adlandirilir. Cevre kirlenmesi biitiin diinya {izerinde 6nemle
durulan sorunlardan biridir. Bu nedenle arastiricilar ¢evre kirlenmesine yol agan
unsurlar1 ve bu unsurlarin kaynaklarini tespit etmeye, diger yandan sorunu ¢oziimleyici
tedbirleri ortaya koymaya yonelmislerdir (Dedeoglu, 2000).

Cagimizda endiistriyel atik sular, kentsel atiklarin ve kanalizasyon sularinin
yaninda, ylizey sularmi kirleten, Onemli kaynaklar haline gelmistir. Zehirleyici
Ozelliklerine ragmen tasidiklar1 teknolojik 6nem nedeniyle, agir metaller, endiistride
genis Olclide kullanilmakta ve endiistriyel atiklardan belli miktarlar besin zincirine
girmektedir (Sag et al., 1995)

Agir metallerin ¢gevreye yaymiminda etken olan en 6nemli endiistriyel faaliyetler
¢imento tretimi, demir ¢elik sanayi, termik santraller, cam iiretimi, ¢cop ve atik camur
yakma tesisleridir. Havaya atilan agir metaller, hayvan ve insanlar tarafindan havadan
aeresol olarak veya toz halinde solunurlar (Tuna, 2001).

Agir metaller st toprakta kuvvetle tutunduklarindan alt topraga dogru
hareketleri zayiftir. Ancak toprak asitlesmeye baslarsa iist topraktaki agir metaller
serbest kalarak taban sularina kadar ulasabilir. Boylelikle agir metaller insanlar
tarafindan igme suyundan ve de bitki biinyesinden besin zinciri yoluyla alinabilirler.
Ayrica agir metallerin toprak suyunda yogun bir sekilde bulunmasi bitkiler i¢in

oldiiriicti etki yapar (Tuna, 2001).



1.2. Agir Metal Olarak Cinko

1.2.1. Kimyasal Ozellikleri

Agir metal olarak ¢inkonun kimyasal sembolii Zn, atom agirhigi 65,39, atom
numarast 30’dur. Cinko ilk olarak M.O. 2000 yillarinda Cinliler ve Romalilar
tarafindan alagim materyali olarak, piring yapiminda kullanilmigtir. Bilinen en eski
cinko arkeolojik kalint1 Romanya Trasilvanya’da Doroseh sehrindeki prehistorik Dacian
yerlesim merkezinde bulunmustur (Anonim, 2005 a). Cinko kayalarda, dogal
silikatlarda ve oksit, siilfit, karbonat veya fosfat gibi maden cevherinde bulunur.
Litosferin ¢inko igerigi 800 ppm dir. Topraklarin eser igerigi 10-300 ppm arasinda
degisir, bunun yaklasik onda biri bitkilerde mevcuttur (Tuna, 2001).

1.2.2. Cinkonun Uretimi ve Kullanim Alanlar

Giliniimiizde ¢inko; aliminyum ve bakirdan sonra Diinya’da miktar olarak yillik
tilketimi en fazla olan metaldir. Kimyasal yonden aktif olmasi ve diger metallerle
kolayca alasim yapabilmesi nedeniyle ¢inko, endiistride bir¢ok alasimin ve bilesigin
tiretiminde kullanilmaktadir. ~ Kuvvetli elektropozitif 6zelliginden dolayr diger
metallerin ~ Ozellikle demir-¢elik  iirlinlerinin ~ aginmaya  karst  korunmasinda
kullamlmaktadir. Uretilen ¢inko metalinin ana iiriin olarak tiiketildigi belli basli bes
alan bulunmaktadir. Bunlar; galvenizleme, pres-dokiim alasimlari, piring ve bronz
alasimlari, ¢inkooksit ve haddelenmis ¢inko alagimlaridir. Ekotoksik etkileri nedeniyle
¢inko, bazi alanlarda sinirl tiiketilmektedir ( Anonim, 2005 a).

Otomotiv, elektrik ve donanim endiistrilerinde kullanilan dokiim kaliplarinin
yapiminda da ¢inko yer alir. Cinko oksit; boya, yazict miirekkepleri, sabun, tekstil
tirtinleri, elektronik aletler, kauguk yan friinleri, yer kaplamalari, plastik ve kozmetik
triinler gibi glinliikk yagamimizin c¢esitli tamamlayicilarinda karsimiza ¢ikmaktadir.
Cinko siilfit floresan 6zellige sahiptir ve parlak kadranlarin, floresan lambalarin, X-1g1n1

ve televizyon ekranlarmin yapiminda kullanilir (Anonim, 2005 b). Ozellikle uzay



sanayi ve robotlarin gelistirilmesinde, otomatik kontrol sistemlerinde kullanim sahasi

genislemektedir (Anonim, 2005 a).

1.2.3. Canlilar ve Cinko

1.2.3.1. insanlarda Cinkonun Fizyolojik Etkileri

Insan bedeninde toplam olarak 2-2,5 mg bulunur. Demirden sonra yogunlugu
en fazla olan ikinci madde ¢inko, biliylimenin normal olmasini, yaralarin iyilesmesini
saglar. Viicuttaki pek ¢ok fonksiyonda gorev alan ¢inko, viicuttaki her hiicrede bulunur.
RNA ve DNA olusumu ve proteinlerin enerjiye doniistiiriilmesi i¢in ¢ok Onemlidir.
Ozellikle kalp, beyin ve iireme sistemi ¢inkoya ihtiya¢ duyar. Zihinsel fonksiyonlarda,
viicudun kendi kendini iyilestirmesi ve yenilemesi gereken durumlarda, kanin
stabilizasyonunda, viicuttaki alkali dengesinin korunmasinda 6nemli roller iistlenir. A
vitamini fonksiyonlarinda etkilidir. Deri sagligmma yararlidir. Deri hiicrelerinin
liremesine, yag bezlerinin ¢alismasina ve kollajen dokuya etki eder. Bdylelikle hem
cildin sagligiin korunmasina hem de yanik gibi nedenlerle olusan hasarlarin tamir
edilmesine yardimci olur. Prostat bezi, goz, dalak ve kas dokularina olumlu etkisi
vardir. Enerji liretiminde ve fosforun kemige tutunmasinda etkilidir. Kemik ve diglerin
yapisinda rol alir. Antioksidan 6zelligi ile hem hiicreleri serbest radikallerden korur,
hem de hiicre zar1 ve fonksiyonlarina yardim eder. Bagisiklik sistemine oldukca biiytik

destek verir. Asilarin etkilerini gdstermesinde yardimeidir (Anonim, 2005 c).

1.2.3.2. Cinkonun Bitkiler Uzerindeki Fizyolojik Etkileri

Bitkiler ginkoyu kokleri ve piiskiirtiildiigii takdirde yapraklar araciligiyla Zn"
iyonlar1 halinde alirlar. Toprak ¢ozeltisindeki bagimsiz Zn™ ve toprak kompleksine
bagli Zn'™ iyonlar1 yarayish ¢inkoyu olusturur. Bitkilerin Zn gereksinimleri oldukca
azdir. Cinkonun bitkiler {izerine olan etkileri bugiin i¢in tam olarak bilinmemektedir.

Fakat ¢inkonun bitki gelisiminde olumlu etki yapan bazi enzimler ve bitkisel



metabolizmada yliriiyen bazi reaksiyonlar i¢in mutlaka gerekli oldugu bilinmektedir.
Cinko eksikligi belirtileri gosteren bitkilerde, inorganik fosfor ve suda ¢Oziinebilir
azotlu bilesik miktarlarinin artti§i arastirmalar sonucu saptanmistir.  Cinko kok
gelismesi ve bitkilerin su alimlar {izerinde de olumlu etki yapmaktadir. Birka¢ ppm
bitkilerin biiytimesi i¢in gereklidir. Cinko eksikligi genellikle zararlidir, fakat ¢inko
bakimindan zengin topraklarda yetistirilen bitkilerde ise toksik etkilerden s6z edilebilir

(Tuna, 2001).

1.2.3.3. Toksik Etkileri

Cinko cevrede hava, toprak, su ve tim gidalarda vardir. Dogal siireclerle
cevreye yayilir. Ayrica maden ¢ikarilmasi, islenmesi ve ¢inko iiretimiyle hava, su ve
topraga karisir. Cinkonun havaya karigmasi ¢elik iiretimi, komiir ya da atik maddelerin
yakilmasi ile de olur. Yiizey sularina karigmasi, metal iiretimi ve kimyasal sanayi
atiklarinin ev atik sularina bosaltilmasi ile olur. Ayrica yiizey sularindaki ¢inkonun
varhigi, yiiksek c¢inkolu topraklara sagnak yagmurlarin diismesiyle de olabilmektedir.
Bu sekilde dogal olarak meydana geldigi gibi insanlarin uygulamalar1 sonucunda da
olabilir. Cinkii c¢inko bilesenleri zirai topraklarda kullanilan giibrelerde de
bulunmaktadir. Cinkonun havadaki ortalama konsantrasyonu 1 m’ te 1 pg dan daha
azdir. Sanayi alanlarinda bu miktar 5 pg olarak dl¢iilmiistiir. Yiizey sularinda ¢inkonun
ortalama konsantrasyonu 0,02-0,05 mg/L arasinda; icme sularinda ise 0,01-0,1 mg/L
dir. Cinko genellikle toprak partikiillerine bagli olarak daha iist tabakalarda kalir ve
topragin ozelliklerine bagli olarak yer alt1 sularina da siiziiliir (Anonymus, 2005 d).

Bakir ve ¢inko omurgali hayvanlarda kemik olusumu, kalbin ¢aligsmasi, hiicreler
aras1 bagisiklik ve bag dokusu gelisiminde islev yapmalar1 nedeniyle diger agir
metallere oranla organizmalarin yasamlarini devam ettirebilmeleri i¢in eser miktarda
ihtiya¢c duyduklar1 metallerdir. Ancak ortamdaki derisimlerinin artmasi durumunda
organizmalara toksik etki yapar. Cinko, bakir ve ¢inko-bakir karigiminda Tilapia
nilotica’nin dalak, beyin ve kas dokularindaki metal birikimi belirlenmistir. Ug seri

olarak planlanan deneylerde baliklar birinci seride bakirin 0,1, 0,5 ve 1 ppm; ikinci



seride ¢inkonun 1, 5 ve 10 ppm ve tlgiincii seride bakir-¢inko karigimlarinin 0,1 + 0,1,
0,5+ 5 ve 1 + 10 ppm derisimlerinin etkisine 30 ve 60 giin siirelerle birakilmislardir.
Deneylerde en yiiksek metal derisimlerinde mortalite gézlenmemistir. Belirlenen
stirelerde en yiiksek bakir ve ¢inko birikimleri dalakta olurken, bu iki metalin en diigiik
birikimleri ise beyinde olmustur. Dokularda bir metalin birikimi diger metalin

varliginda azalmistir (Karakog ve Kargin, 1997).

Bir bagka c¢alismada deniz omurgasizlarindan Idotea baltica (Crustacea, Isopda)
kullanilarak ¢inko, bakir ve kursunun akut toksisitesi statik biyolojik deneylerle
Olciilmiis ve hem erkek hem disi bireyler icin dldiirlicii zaman (LT50) hesaplanmustir.
Hayatta kalma stiregleri ¢inko, bakir ve kursun konsantrasyonu arttikca azalmistir.
Cinko, bakir ve kursundan daha toksik bulunmustur. Denenen bu metallerden en az

toksik olan1 ise kursun olarak bulunmustur (Bat ve arkadaslari,1999).

Cinkonun ratlarda canli agirlik ve bazi1 serum enzimleri (ALT, AST, ALP)
tizerine etkisinin arastirildigr bir ¢alismada da 0 ve 100 ppm de AST disindaki
enzimlerde artis gézlenmezken, 500 ppm den 2000 ppm e kadar ki konsantrasyonlarda
ratlarin enzim diizeylerinde artislar kaydedilmistir. Bu artislar oral yolla yiiksek
dozlarda alinan ¢inkonun ratlar i¢in toksik oldugunu gostermistir (Tekeli ve arkadaslari,

2002).

Tathi su amfipodlarindan Gammarus pulex pulex (L.,1758) lerde ¢inko, bakir ve
kursun toksisitesi tizerine sicakligin etkisi arastirilmistir. Gammarus pulex pulex tiirleri
icin bakir, ¢inko ve kursun LCsy degerleri sirasiyla 0,028-0,080, 5,2-12,1 ve 11,2-23,2
mg/L arasinda bulunmustur. Bu tiirler icin en toksik metal bakir olmus ve bunu ¢inko

daha sonra da kursun izlemistir (Bat ve arkadaslari, 2000).

Bitkilerde ¢inko toksisitesinden kaynaklanan kok tip hiicrelerinin ¢ekirdeginde
biliylik degisiklikler gozelenmistir.  Kromatin matreyal c¢ok yogunlasir, kortikal
hiicrelerin bazilarinda aksakliklar goriilir. Ayrica 7,5mM ¢inko varliginda niiklear
membranda dilatasyon tespit edilmistir.  Sitoplazmada da yapisal degisiklikler
gozlenmistir; vakuollerin gelisimi, hiicre organellerinin pargalanmasi gibi (Rout and

Das, 2002).

Yapilan baska bir ¢alismada yiiksek sicakliklarda Eisenia fetida’ya ¢inkonun
toksik etkisinin de artt1g1 bulunmustur (Spurgeon et al.,1997).



Agir metallerin toksisitesi pH, ¢ozlinmiis oksijen, sicaklik, baligin biiyiikliigiine
oranla ¢ozeltinin hacmi, ¢ozeltinin yenilenme frekansi, ¢ozeltideki diger maddeler ve
sinerjetik etki gibi faktorlere baghdir (Mutluay ve Demirak, 1996).

Iki agir metal ya da bir agir metalle bagska bir madde arasindaki sinerjik etkiye
gelince 6rnegin bakir-¢inko kombinasyonlar1 bazen tek basina ¢inko veya bakirdan daha
zehirlidir (Mutluay ve Demirak, 1996).

Insanlar ¢inkoyu su ve yiyecekler yoluyla viicutlarma alirlar. Ayrica ¢inko tozu
ile kontamine hava yoluyla cigerlerimize ¢inko girisi olur. Havadaki ¢inko maden
eritme, ¢cok az da kaynak vasitasi ile gergeklesir. Deri yoluyla alinan ¢inko miktar1 ¢ok
azdir (Anonymus, 2005 d).

Insanlarda ¢inko bilesikleriyle agiz yolundan zehirlenmelere sik rastlanmaz.
Daha ¢ok endiistride ¢inko oksit buharlarinin solunmasiyla, baslangigta oksiiriik, ates,
bulanti, kolinerjik tipte etkiler ve genel bir bitkinlik tablosuyla karakterize belirtiler
gbze carpar. Ayrica, ¢inko siilfat toz ve buharlariyla da akut zehirlenmelere rastalanilir.
Cocuklarda ve bazen yetiskinlerde sindirim ve solunum yolu irritasyonlari, ates, dispne,

bronkospazm, pndmoni ve kollaps gibi belirtilere neden olabilirler (Dokmeci, 1994).

1.3. Agir Metallerin Biyolojik Yolla Giderimi

1.3.1. Cozeltilerden Agir Metallerin Biosorpsiyonu

Belediye atik sular1 ve endiistriyel atik sularindan metallerin biosorbsiyonu i¢in
mikrobiyal biyomasin kullanimi geleneksel agir metal yoOnetimi stratejilerine karsi
alternatif bir 6neri olarak sunulmustur. Brady ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢calismalara
gore (1994), metal sorbsiyonunun mekanizmasi ve mikroorganizmalar tarafindan alimi
hala tamamen anlasilamamistir; polisakkaritler ve diger molekiillerle sorbsiyon hiicre
duvarinin dis tabakasinda meydana gelir. Kimyasal deneylerle hiicre duvart yapisi
degistirilir, ¢esitli fonksiyonel gruplar, katyon baglayicilarda katilabilir.  Beyaz
cliriik¢iil basidiomisetler biyosorbsiyon i¢in Onerilen bir materyaldir ayrica g¢esitli

subtratlarda yiiksek verimde kolaylikla kiiltiire edilebilir. Calkalamali batik



kiiltiirasyonla pelletler seklinde gelisir, iyi mekanik 6zelliklere ve yiiksek yiizey hacim
oranina sahiptirler.  Hiicre duvarlar1 diger mantarlarla aymi sekilde, c¢ogunlukla
polisakkaritler, peptitler ve pigmentlerden olusur, agir metal baglayicilig1 icin iyi bir
kapasiteye sahiptirler (Baldrian, 2003).

Beyaz ciiriik¢lil mantarlarin ¢ozeltilerden agir metalleri absorblama yetenekleri
lizerine calismalar son on yilda artmistir. Yetis ve arkadaslar1 (2000), fungal hiicre
duvar1 agir metallerin sorbsiyonunda anahtar bir role sahiptir. Beyaz giiriikgiillerin
miselleriyle agir metal adsorbsiyonu Langmiur adsorbsiyon isotermine uygundur.
Kinetik bakis acisiyla biyosorpsiyon, iki asamali bir prosestir, hizli bir ylizey
adsorbsiyonu (30 dk-1sa) ve yavas intraseliiler diffiizyon (2-3sa) 6 saatte dengeye
ulagabilir. Matheickal ve arkadaslar1 (1997); Ceribast ve arkadaslarina (2001) gore
interaksiyonun ilk dakikalarinda, protonlarin serbest kalmasiyla pH azalir. Mashitah’a
(1999) gore iyon degisim mekanizmast metal baglamada oOnemli bir rol oynar.
P.sanguineus miselleriyle Pb sorbsiyonunda misellerden Ca’un serbest kalmasiyla iyon
degisimi gerceklesir (Baldrian, 2003). Fiziksel adsorpsiyon veya iyon degisimi canli
veya cansiz hiicre ylizeyinde ¢ok hizli ve kisa slirede meydana gelir, akiimiilasyon ise
metabolik aktiviteye gore yavas ve canli hiicrelerde meydana gelir ( Ilhan et al., 2004).

Nakajima ve arkadaslar1 (1993); Arica ve arkadaslar1 (2001); Zulfadhly ve
arkadaslarinin (2001) yaptiklar1 ¢alismalara gore metal baglayici yapilarin iyon degisim
mekanizmast pH degerindeki degisimlerle muhtemelen sorpsiyon/desorpsiyon
dongiisiinde tekrarlanir (Baldrian, 2003).

Canli fungal hiflerin bakir adsorpsiyon kapasitesi {lizerinde organik ¢oziicliler
kiigiik, pozitif bir etki gdstermistir. Fungal miselyum iizerinde bakir adsorpsiyonu,
sudan bakir katyonunun devamli alinmasi ve uzaklastirilmasi i¢in fungal miselyuma
0zgl bir ozellik olan pH kontroliiyle kolaylikla tekrar edilebilmistir (Sing, C., and Yu,
J., 1998).

Gabriel ve arkadaglarinin (2001) calismalarina gore hiicre duvarinin sorpsiyon
kapasitesi miselyumdan daha yiiksektir. Yetis ve arkadaslar1 (2000); Cihangir ve
arkadaslarina (1999) gore metal baglama kapasitesi, misel yasina ve Gabriel ve
arkadaglarina (2001) gorede kiiltiir ortaminin kompozisyonuna baghdir. Bu olgular

belkide hiicre duvar1 kompozisyonunda degisimlere neden olabilirler. Metal baglamada



miselin fiziksel ve kimyasal islemlere tutulmasida etkili olabilir. Bu siiregler alkali veya
asit muameleleri veya miselin kurutulmasi siireglerini igerir (Baldrian, 2003).

Veglio ve Beolchini’ye gore (1997) agir metal iyonlarmin biyolojik
Oziimsenmesi iizerine etki eden bir¢ok faktor vardir; pH, adsorpsiyon siiresi, iyonik giic,
biyomas konsantrasyonu, sicaklik, farkli konsantrasyonlarda metal ¢ozeltileri. Bu
faktorlerin gesitliligi gercek atik sularda onlarin biyolojik 6ziimseme performanslarinin
etkinliginin incelenmesini gerekli kilmaktadir. Yapilan bu caligmalar ve deneyler
neticesinde anlagilmigtir ki biyolojik Oziimseme siireci olduk¢a komplekstir ve
metallerin  uzaklastirilmas1  mekanizmalarinin ~ test edilmesini  gerektirmektedir
(Yal¢inkaya et al., 2002) .

Topragin tam oalarak temizlenmesinin yerine agir metallerle kontamine olmus
tarim topraklarinda uygun, ¢ok teknik olmayan ve ekonomik bir proses olarak
kadmiyumun topraktan {iriinlere transferinin kontrolii giivenilir bir yontem olabilir
(Lebeau et al., 2002).

Metal akiimiilasyonu biyoprosesleri genellikle iki gruba ayrilir, cansiz biyomas
tarafindan biyosorptif alim ve canli hiicrelerle biyoakiimiilasyon. Agir metal giderimi
icin yeni atik su biyoremediyasyon tekniklerinde canli mikrobiyal hiicrelerle
biyoakiimiilasyondan ziyade cansiz biyomas kullanilarak biyosorptif mekanizmalar
tizerine odaklanmistir. Biyogiderimde yetisen kiiltiir kullanmanin bir¢cok avantaji
vardir. Ayrn bir biyomas iiretim siirecini onler, kullanim 6ncesi kiiltiirasyon, hasat,
kurutma, isleme ve depolama islemleri gibi.  Canli hiicreleri ¢eren sistemin
kullanilmasinda biyolojik aritimin etkisini, c¢ozeltilerdeki agir metallerin potansiyel
toksisitesi, tagimalart sinirlar. Bununla birlikte pek cok geleneksel atik su isleme
stirecinin canli mikroorganizmalarla yapilmasi bu sinirlamalarin onlarin uygulamalarini

engellemeyecegini gosteriyor (Dursun et al., 2003).

1.3.2. Biyosorpsiyon Uygulamalarinin Avantajlari

Kapoor ve arkadaglar1 (1995) gore biyosorbentlerin maliyeti ¢ok diisiiktiir.

Endiistriyel iyon degisim recineleri ayn1 miktarda biyosorbente gore ¢ok daha pahalidir.

Yin ve arkadaslar1 (1999) gore iiretimin maliyeti, ucuz substratlarin kullanimi ile daha



da azaltilabilir. Andres’e (1995) gore sistem, etkili genis bir sicaklik ve pH aralifinda
tyilestirilebilir. Metaller funguslar tarafindan 6nem sirasina goére secilerek alinir
(Baldrian and Gabriel, 1997). Besin ve endiistriyel fermantasyon siirecleri fungal
biyomasin stirekli ve ucuz bir sekilde elde edilmesini saglar, biiylime ortami ve katkisiz
fermantasyon teknikleri kullanilarak kolaylikla kiiltiire edilebilirler (Saglam et al.,
1999).

Grau ve arkadaslar1 (1995); Denizli ve arkadaslar1 (1999) gére agir metallerin
giderimi i¢in kullanilan yontemler kimyasal ¢okelme ve iyon degisimini icermektedir.
Bu yontemler 6zellikle agir metal iyon konsantrasyonu 1-100 mg/l diizeyinde ise
verimsiz veya pahali olmaktadir (Say et al., 2001).

Bu nedenler hi¢ kalint1 birakmayan yeni ekonomik politikalar gelistirilmesinde
etkili olmustur. Ozellikle yiyeceklerden, atik su rehabilitesi ve farmokolojiden elde
edilen biyomasslarin tekrar kullanim imkanlarinin bulunmasi agisindan bakildiginda 1yi
bir politika oldugu sdylenebilir. Biyosorpsiyonun diger bir avantaji alkalin ve
yeralkalini metalleri gibi diger iyon karisimlarinin bulundugu agir metallerde bile
biyomaslarin gosterdigi iistiin ayrigtirma kabiliyetleridir. ~ Buna ilaveten yeni
teknolojilerin gelistirilmesi durumunda da biyomaslarin bu yeni teknolojilere adaptesi

kolay olmakta ve onlarda da kullanimi1 saglanmaktadir (Yal¢inkaya et al ., 2002).

1.4. Makrofunguslarla Agir Metallerin Etkilesimi

Beyaz ciiriik¢iil mantarlarin lignin degredasyonu karakteristik tek 6zelligidir.
Buna ilaveten yapisal olarak benzer organik bilesikleri pargalayabilirler (Baldrian et al.,
2000). Bu mantarlarin fizyolojik, ekolojik ve biyoteknolojik ozellikleri ¢alisilmistir.
Beyaz ciiriik¢iil mantarlarin iizerinde agir metallerin fizyolojik etkileri hakkinda ¢ok az
bilgi mevcuttur. Sadece son zamanlarda beyaz ¢lirlik¢iil mantarlarin meydana getirdigi
biyoteknolojik siirecte agir metallerin etkisiyle ilgili ¢alismalar bulunmaktadir
(Baldrian, 2003).

Hughes ve arkadaslarinin (1991) ¢alismalarina gére mantar metabolizmasi igin

bazi agir metaller gereklidir.  Ancak digerlerinin de biyolojik rolleri oldugu



bilinmektedir. Hem esansiyel hem de esansiyel olmayan agir metaller asir1 derecede
bulunursa mantarlar i¢in toksik etki yapar (Baldrian, 2003).

Gadd’a (1993) gore mantar gelisimi i¢in esansiyel metaller Cu, Fe, Mn, Mo, Zn
ve Ni; esansiyel olmayan metallerde Cr, Cd, Pb, Hg, Ag tiir (Baldrian, 2003).

Hagemeyer ve arkadaslarina (1975) gore mantarlar gerekli iz metal iyonlarini
cesitli kaynaklardan ayirabilme kabiliyetine sahip olmalilar. Bu kaynaklarda metaller iz
miktarlardan toksik seviyeye kadar ¢esitli konsantrasyonlarda bulunabilirler. Agir
metal iyonlarinin kendi ana kaynaklarinda konsantrasyonlar1 genellikle diistiktiir.
Koeleman’a (1999) gore beyaz ciiriik¢iil mantarlar siklikla toprakta gelisim sirasinda
metal iyonlarinin toksik seviyeleriyle basa ¢ikmak zorundadir. Topraktaki agir metal
iyonlarinin konsantrasyonu genellikle odundan daha yiiksek ve konsantrasyon biiyiik
Olgiide belirli alanlardaki sanayi kirlenmesinin sonucu olarak degerlendirilebilir.
Otobanlar, gaz istasyonlar1, yakilan bitkiler ve diger sanayi tesisleri yakininda agir
metal iyonlartyla toprak kontaminasyonu yiiksek diizeydedir. Polisiklik aromatik
hidrokarbonlarin (PAHs) varlig1 da kirlilige eslik eder. Giersig ve arkadaslari (1995)
boyle yerlerde organik kirleticilerin beyaz ciiriik¢iil mantarlarla degredasyonunun
onemli bir problem oldugunu bildirmektedir (Baldrian, 2003).

Lignolitik enzimlerin aktiviteleri iizerinde agir metallerin etkileri, siv1 kiiliitrde
belirgin sekilde daha azdir. Ciinkii toprak mikroflorasinin aktivitesinde metallerin etkisi
nispeten diisiiktiir, biyodegredasyon siirecine etkisi ¢ogunlukla sinirlidir (Baldrian et al.,
2000).

Favero ve arkadaglar1 (1991) gore cevrede var olan agir metaller mantarin
ekstraseliiler enzimleriyle direk etkilesime girebilir.  Ancak fizyolojik bir tepki
olusabilmesi i¢in agir metallerin funguslar tarafindan almmasi zorunludur. Sivi
cevreden alim sadece laboratuvar sartlart altinda degil su igeren substratlarin varliginda
bile basit durumdur. Beyaz clriik¢lil mantarlar substrattan alinan metalleri kendi
misellerinde kontrol edebilir. Pleurotus astreatus 150 ppm Cd igeren sivi ortamda 20
mg/g Cd biriktirebilir. Biriken miktarin %20 si interseliiler bosluktadir. Gabriel ve
arkadaslar1 (1996) gore Daedalea quercina’nin gelisimi siiresince equimolar metaller
iceren ortamda akiimiile edilen metal iyonlarinin konsantrasyonlart Zn>Cu>Pb>Al
sirasinda azalmistir (Baldrian, 2003). A. niger miselleri ile kolonda biyosorpsiyon

calismasinda Qmax degerini 97,6 mg Zn/g misel olarak bulunmustur (Luef et al., 1991).



Purkayastha ve arkadaglar1 (1992) gore sivi ortamda agir metal akiimiilasyonu
deneylerinin mantarlarin kapasitesi ile ilgili faydali bilgiler veriyor olmasina ragmen
dogadaki ortami tam manasiyla yansitmaz. Ornegin Volvariella volvacea’nin sivi
kiiltiirinde Pb ve Hg alim1 daha diisiik, Cu alim1 dnceliklidir (Baldrian, 2003).

Tyler ve ekibine (1982) gore beyaz ciiriik¢lil mantarlar Cd, Fe, Zn ve Cu’1
odunlardan alirlar ve karpoforda toplarlar, ayn1 zamanda Pb ve Mn’1 atarlar. Metal alimi
ve atimi ile ilgili benzer sonuglar ¢Op ayristirmasinda ve ektomikorizal toprak
mantarlarinda da bulunur. Cuny’e (2001) gore agir metallerin alim1 pek ¢ok beyaz

cliriik¢lil mantar tiirtiniin dogal substrat1 olan topraktan baslar (Baldrian, 2003).

1.5. Biyogostergeler Olarak Makrofunguslarin Kullanimi

Baldrian ve Gabriel (1997); Gast ve arkadaslar1 (1988) gore beyaz ciiriikgiil
mantarlar bulunduklar1 ¢evrede agir metallerin akiimiilasyonu i¢in iyi bir potansiyele
sahiptirler. Odunda agir metallerin ¢ok diisiik konsantrasyonlar1 vardir (¢inko disinda).
Karpoforda agir metaller icin esas kaynak atmosferdir. Beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar
atmosfer kirliliginin biyomonitérleridir (Baldrian, 2003). Beyaz ciiriik¢iil mantarlar
toprakla direk baglanti kurmazlar. Onlar agir metalleri esasen kuru ve nemli atmosferik
tortulardan alirlar (Curdova et al., 2004).

Gast ve arkadaglar1 (1988); Seeger (1982); Tyler’a (1982) gore kadmiyum, civa
ve bakir karpoforda akiimiile olur, manganez ve c¢inkonun diizeyleri ilgili substrat ve
karpoforda karsilastirilabilir, kursun ve demir konsantrasyonlar1 ise karpoforda

substrattan daha diisiiktiir (Kala¢, P., and Svoboda, L., 2000).



1.6. Mikorizal Mantarlar ve Metal Toleranslari

Mikoriza kelime anlami olarak kok mantar1 anlamina gelir. Mikoriza toprak
kokenli mantarlarla yiiksek bitkilerin kokleri arasinda karsilikli yararlanmaya dayanan
bir iligkidir. Dogadaki bitki topluluklarinin %96’sindan fazlasinin kok yapilart mikoriza
ile simbiyotik yasam ic¢indedirler. Karsilikli bu simbiyotik yasam geregi olarak bitki
mikorizaya enerji kaynagi olarak karbon vermekte, buna karsilik mantar da bitkinin
gereksinim duydugu besin elementleri ve su alimini saglamaktadir. Konukgul bitki
mikoriza arasindaki simbiyotik iliski ekosistemdeki besin donglisii yaninda, bitki
topluluklarinin canliliginin devamini saglamaktadirlar (Ortas ve arkadaslari, 1999).

Mikoriza hifleri ¢cok ince yapist ile koklerin giremedigi ince porlara girerek su
besin elementlerinden yararlanabilmektedirler. Bazi bitkiler i¢in mikoriza mantari
mutlak gerekli olup yliksek diizeyde giibreleme uygulamalarina ragmen bitkiler yine de
mikoriza infeksiyonlara gereksinim duyarlar (Ortag ve arkadaglari, 1999).

Tolerans yiiksek metal kontaminasyonlu cevrelerde biiylime igin genetik
adaptasyon olarak adlandirilabilir. Duyarlilik yabani tipteki populasyonlar iginde
bulunan, metallere karsi cevaplarinda csitlilik olarak tanimlanabilir. Tolerans ve
duyarlilik arasindaki fark kontamine bdlgelerin agaclandirilmasinda ektomikorizal
mantarlarin potansiyel rolii anlasildiginda 6nemli olabilir (Hartley et al., 1997b)

Colpaert ve Van Assche (1992, 1993); Brown ve Wilkins (1985); Denny ve
Wilkins (1987 a,b); Jones ve Hutchinson’a (1998) goére konakgi bitki ig¢in diger
yararlarinin yaninda, mikorizal simbiyozis, fitobiyontun agir metallere toleransini
arttirabilmektedir (Vodnik et al., 1998).

Diger yandan, agir metalin toksik konsantrasyonlarinin artmasina bagli olarak
mikobiyontun gelisiminin inhibisyonu bu iyilestirici etkinin yok olmasiyla
sonuglanabilir. Topraktaki artan agir metal seviyelerine karsi tolerans fungal tiirler ve
suslar arasinda farklilik arzetmektedir. Agir metallerle kontamine topraklardan elde
edilen ekotipler agir metallere karsi, kontamine olmamis topraklardan elde edilen
suslara gore daha toleranslidir (Vodnik et al., 1998). Godbold’a (1994) ve Innes’e
(1993) gore asidifikasyon ve Al ile agir metallerin toprakta artan konsantrayonlarmin
neden oldugu atmosferik kirlilik, orman ekosistemini tehdit eden en Onemli

etkenlerdendir. Toprak ¢ozeltilerinde bu elementlerin toksik konsantrasyonlar: koklere



zarar vererek diger mineral elementlerinin alimii etkiler ve fizyolojik prosesleri
zayiflatir. Aliiminyum 0&zellikle hiicre boliinmesini ve uzamasini, DNA sentezini ve
apoplastta Ca degisimini engelleyerek etkisini gosterir. Ernst’e (1996) gore agir
metallerin fazlalig1 biyolojik membran biitiinliigiinii ve nitrat rediiktaz gibi anahtar
enzimlerin aktivitesini azaltir (Brunner and Frey, 2000).

Smith ve Read’e (1997) gore kuzey ya da 1liman bolgelerdeki ¢ogu odunlu bitkinin
kokleri ektomikorizal funguslarla dogada mutualistik simbiyozis olusturacak sekilde
kolonize olmustur. Bu organlar iki simbiyotik ortak arasinda besinlerin depolandig1 ve
degisimin yapildig1 yerler olarak diisliniiliirler (Brunner and Frey, 2000). Ayrica bunlar
epidermal ve kortikal hiicreler arasinda interseliiler harting ag1 ve fungal manto
olustururlar. Turner (1994); Wilkinson ve Dickinson (1995); Leyval ve arkadaslari
(1997) son calismalarinda ektomikorizal funguslarla aga¢ koklerindeki kolonizasyonun
konakgilarin topraktaki toksik konsantrasyonlardaki metal varliginda toleranslarini
artirdigin1 gostermistir (Brunner and Frey, 2000; Helmisaari et al., 1999).

Leyval ve arkadaslar1 (1997) gore agir metallerce zengin yerlerde ¢oziinebilir agir
metalleri ¢oziinemez forma doniistiirme yetenegi fungal ortli tarafindan saglanan bir
bariyer olusumu ile sonuglanabilir. Bu da konakg1 bitkiye koruma saglar (Turnau et al.,
2001).

Wainwright ve Gadd’a (1997) gbre orman ekosistemleri iizerinde antropojenik
etkiler, asit ve nitrojen depolari, atmosferik CO, deki artislar, metal veya organik
maddelerle kirlenmesi gibi mikorizal kommiinite yapisin1 ¢ok fazla etkileyebilir ve
mikorizal ¢esitlilikte bir kayip ortaya ¢ikabilir (Jentschke and Godbold, 2000).

Marx ve Artman’a (1979) gore ektomikorizalar iizerine yapilan ilk ¢alismalarda
Pisoluthus tinctorius ile konifer koklerine inokiilasyonu fide yasam siiresini ve yiiksek
derecelerde metal ve asir1 asit iceren madenlerde biiyiimeyi ¢ok fazla gelistirmistir
(Jentschke and Godbold, 2000).

Al, Fe, Cu, Zn, Ni, Cd, Cr, Pb ve Hg’ya kars1 ektomikorizal mantaralarin in
vitro toleransi, metal kontaminasyonlu bolgelerdeki potansiyel ektomikorizal birlikler
bu metallerin tayini i¢in daha 6nemlidir (Tam,1995).

Bir¢ok yayin ektomikorizalar tarafindan metal zehirliliginin azaltildiginm
gosterdigini iddia etmesine ragmen, sadece birka¢ ¢alisma bu tiir bir etki i¢in direk kanit

sunmustur. Bu calismalarda, ektomikorizal mantarin, Al (Cumming and Weinstein,



1990; Hentschel et al., 1993; Schier ve Mc Quattie, 1995, 1996), Ni (Jones and
Huctchinson, 1986; 1988a), Zn (Brown and Wilkins, 1985) ve Cd (Jentschke et al.,
1999) un toksik etkilerine bagl olarak fidelerinin gelisiminin olumlu yonde etkiledigi
gosterilmistir. Diger dnemli agir metaller i¢in Hg ve Pb gibi, ektomikorizal mantarlar
tarafindan direk iyilestirme kanit1 bulunmamaktadir (Jentschke and Godbold, 1999).

Marschner’e (1991) gore kok biiylimesindeki gerilemeye ek olarak Ca ve Mg’un
azaltilmig alim1 Al fitoksisitesi ile birlikte olusan yaygin bir 6zelliktir. Aliminyum ayni
zamanda P alimmida engelleyebilir. Aliiminyuma maruz kalma mikorizal Pinus rigida
fidelerinde degil, mikorizal olmayanlarda P alimin1 azaltmistir (Jentschke and Godbold,
2000).

Rizosfer pH’1 metal toksisitesinde Onemli bir faktérdiir ve mikorizal
iyilestirmenin verimliligini etkileyebilir. Rizosfer pH’1 ¢ok fazla N’a baghdir. Al
toksisitesinin mikorizal iyilestirmesinde N kaynaginin etkileri Cumming’in grubu
tarafindan arastirilmistir.  Al, NOj3™ verilmis mikorizal olmayan Pinus rigida fidelerinin
kok biiyiimesini engellerken, boyle bir etki NH," varken olmamustir (Jentschke et al.,
2000). Atik alanlardaki vegetasyon yetersizliginin nedenlerinden birinin, bitkilerin
tizerinde mikorizalarin yetismemesi oldugunu gostermistir (Fay and Mitchell, 1999).

Toksik metallere ektomikorizal funguslarin cevaplar1 kirlenmis alanlarin
islahinda, bitki gelisimi ve tretimi lizerine etkili olabilir.  Farkli bitki-fungal
kombinasyonlar1 arasindaki cevaplarda genis bir ayrilik olmasina ragmen, ektomikorizal
funguslar tarafindan metal fitotoksisitesinin azalist genis bigimde gosterilmigtir
(Blaudez et al., 2000).

Calismamizda c¢esitli makrofungus tiirlerinin  agir metal gideriminde
kapasitelerinin ve pratikte kullanim imkanlarinin belirlenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla Eskisehir’in farli bolgelerinden toplanan farkli beyaz cliriik¢iil ve ektomikorizal
mantar izolatlariin katt ve sivi ortamlarda c¢inko toleranslari ve biyosorpsiyon

kapasitelerinin tespitine yonelik arastirmalar gerceklestirilmistir.



2. MATERYAL VE METOD

2.1.MATERYAL

2.1.1.Caliymada Kullanilan Makrofungus Tiirleri

Calismada kullanilan makrofungus tiirleri, Eskisehir ilinin Tiirkmenbaba Dagi,

Saricakaya ve Meselik bolgelerinden toplanmustir.

Laboratuvarda uygun kosullarda

saklanan makrofunguslar metal toleransi ve biyosorpsiyonu deneylerinde kullanilmistir.

Cizelge 1. Calismada kullanilan makrofunguslar ve yayilimlari

Mantar Tiiri Kodu | Lokalite Kaynak

Rhizopogon roseolus T-21 | Tirkmenbaba Dagi | Kostekci , 2004
Ganoderma sp T-99 | Tirkmenbaba Dag1 | Kostekei, 2004
Tricholoma auratum T-174 | Tirkmenbaba Dagi | Kostekei, 2004
Clavariadephus truncatus | T-192 | Tirkmenbaba Dagi | Kostekci, 2004
Lepista nuda T-373 | Tirkmenbaba Dag1 | Kostekei, 2004
Polyporus arcularius T-438 | Tirkmenbaba Dagi | Kostekei, 2004
Trametes hirsuta T-587 | Turkmenbaba Dagi1 | Kostekei ve ark., 2004
Ganoderma carnosum M-88 | Meselik Kostekei, 2004
Lenzites betulina S-2 Saricakaya Kostekei ve ark., 2004




2.1.2. Kullanilan Besiyerleri ve Kimyasal Maddeler

2.1.2.1. Besiyerleri

Calismada kullanilan tiim besiyerleri, icerigi distile suda ¢oziiliip otoklavda

121°C sicaklikta, 15 dakika siireyle steril edilmistir.

Besiyeri 1: MMN Besiyeri ( Melin — Norkrans )

Glikoz 10 g
FeCls. 6H,O 0,001 g
KH, PO, 05 g
(NHa), H PO4 025 ¢
CaCl , 0,05 ¢
NaCl 0,025 ¢
MgSO,4 7 H,O 0,15 ¢
Agar 10 g
Distile su 1000 ml

Makrofunguslarin misel kiiltiirlerini gelistirmek i¢in kullanilmistir (Blaudez ve

arkadasglari, 2000).

Besiyeri 2: Glikoz-Pepton Besiyeri

Glikoz 20 g
Pepton 10 ¢
NaCl 02 g
MgS0O4 7 H,O 0,25 ¢
KH, PO, 05 g
CaCl, .2 H,O 0,1 g
KClI 0,1 g
FeSO4 7 H,O 0,005 g
NaHCO; 0,05 g

Distile su 1000 ml



Makrofunguslarin sivi ortamda pelletler seklinde gelisimini saglamak amaciyla

kullanilmustir.

Besiyeri 3: Potato Dekstroz Agar Besiyeri

Ticari preparat olarak elde edilen hazir besiyerinden (Merck) 39 g/l oraninda

tartilarak hazirlanir.

2.1.2.2. Kimyasal Maddeler ve Cozeltiler

ZnS047H,0 c¢ozeltisi; Metal tolerans testlerinde 25, 75, 150, 225 ppm lik

konsantrasyonlarda kullanilmistir. Calkalamali kiiltiirle gelistirilen biyomasin

biyosorpsiyon ¢alismalarinda 100 ppm lik konsantrasyonda kullanilmistir.

Fizyolojik Tuzlu Su (% 0,9 NaCl); Misel kiiltlirlerinin homojen silispansiyonlarinin

hazirlanmasinda kullanilmistir.

H; SOy4; Besiyeri pHinin ayarlanmasinda kullanilmistir .

0,1 N NaOH; Besiyeri pHinin ayarlanmasinda kullanilmistir .

Etanol; EPS (eksopolisakkarit) elde etmek amaciyla kullaniimistir.



2.2. METOTLAR

2.2.1. Makrofunguslarin izolatlarinin Elde Edilmesi

2.2.1.1. Makrofunguslardan Misel Eldesi

Makrofunguslarin  metal toleranslarmmin  ve biyosorpsiyon aktivitelerinin
belirlenmesinde gerekli olan misel formlarmi gelistirmek icin, makrofunguslardan
aliman doku pargalari, steril sartlarda Patates Dekstroz Agar (PDA) ve MMN agara
inokiile edilmistir. Makrofunguslarin ylizey sterilizasyonu, %96’lik alkol igerisine
batirilip bek alevinde yakilarak gerceklestirilmistir. PDA’ya {i¢ nokta ekimi ile inokiile
edilen doku pargalari, 25 °C’de 10 giin inkiibe edilmistir.

2.2.1.2. Misel Formlarinin Saklanmasi

Petrilerde elde edilen misel formlar1 yattk PDA ve MMN tiiplerinde gelistirilerek

stok kiiltiir haline getirilmis ve + 4 °C’de saklanmustir.

2.2.2. Makrofunguslarin In vitro Kosullarda Metal Toleranslarimin Belirlenmesi

2.2.2.1. Kat1 Besiyerinde Metal Toleranslarinin Belirlenmesi

Kat1 ortamda makrofunguslarin ¢inkoya karst toleranslarinin belirlenmesi
amaciyla MMN agar besiyerleri hazirlanarak pH’1 5,5’e ayarlanmistir. Otoklavdan
sonra 25, 75 ve 225 ppm konsantrasyonlarda ¢inko icerecek sekilde steril stok ¢inko
cozeltisinden MMN ortamina steril sartlarda ilave edilmistir. Cinko ¢ozeltisi 0,45 pm
membran filtre ile steril edilmistir. Bu sekilde besiyeri hazirlandiktan sonra, MMN
besiyerindeki 10 giinliik misel formlarindan steril sartlarda alinarak ¢inko igeren MMN

agar ortamina inokiile edilmistir. Miseller 10 giin siireyle 25 °C’de etiivde inkiibasyona



birakilmistir. Bu siirenin sonunda petrilerde gelisen mantarlarin koloni ¢aplari dlgtilerek
kaydedilmistir. Sonuglar koloni ¢apina gore tolerans indekslerinin hesaplanmasinda
kullanilmistir. Daha sonra misel tabakasinin agardan ayrilmasini saglamak amaciyla
mikrodalga firinda petrilerin agar eritilmistir. 90 °C sicakliktaki distile suda miseller
yikanmistir ve tamamen agardan armdirilmistir.  Miseller darasi alinmis siselere
alinarak 40 °C’de tamamen kurumalar1 saglanmistir. Kurutulan miseller hassas terazide
tartilarak, misel kuru agirliklar1 belirlenmistir.  Elde edilen sonuglar misel kuru
agirhigina gore tolerans indekslerinin hesaplanmasinda kullanilmigtir. Caligmalarda her

bir metal konsantrasyonu i¢in 3 ve kontroller iginde 2 ser paralel deneme uygulanmistir.

2.2.2.2. Glikoz-Pepton Besiyerinde Metal Toleranslarinin Belirlenmesi

Siv1 ortamda tolerans testlerinde 4 makrofungus kullanilmistir. Glikoz-Pepton
besiyeri hazirlanarak otoklavdan 6nce ortam pH’1 6 olarak ayarlanmistir. Otoklavdan
sonra besiyerlerine steril stok ¢inko ¢dzeltisinden hesaplanan miktarlarda ilave edilerek
25, 75 ve 150 ppm lik konsantrasyonlarda ¢inko igeren sivi ortamlar elde edilmistir.
MMN agarda gelisen 10 giinliik misellerden alinarak 5 ml steril fizyolojik suda
homojenize edilmistir. 250 ml’lik erlenlerde 100 ml glikoz-pepton besiyerine steril
sartlarda inokiile edilmistir. 27 °C’de 150 rpm devirde 3 giin 6n inkiibasyona
birakilmistir. Siire sonunda yine ayni sartlarda hazirlanan sivi ortama aktarilarak 7 giin
siireyle inkiibasyona tabi tutulmustur. Toplam 10 giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
misellerin pelletler seklinde gelisimi gozlenmistir. Denemeler 3 er paralel olarak
yapilmugtir. Inkiibasyon siiresi sonunda pelletler seklinde gelisen kiiltiirler, filtrasyon
islemiyle kiiltiir sivist ve pelletler birbirinden ayrilmigtir. Distile su ile iki kez
yikanarak 80 °C’de 24 saat siireyle tamamen kurumalar1 saglanmistir. Kuru misel
agirliklar hassas terazide tartilarak tolerans degerleri hesaplanmistir.

Ayrica inkiibasyon sonunda sivi ortamda kalan ¢inko miktarlar1 AAS (atomik
absorbsiyon spektrofotometresi) ol¢iilmiistiir. Cinko igeren sivi ortamda biiyliyen

misellerin biyosorpsiyon kapasiteleri hesaplanmaistir.



2.2.2.3. Tolerans indeksinin Hesaplanmasi

Makrofungus tiirlerinin, MMN agar ve Glikoz-Pepton besiyerinde metallere

kars1 toleransi, asagidaki formiil ile belirlenmistir.

Misel Kuru Agirligi
Tolerans Indeksi (T.1.) = 0100

( kuru agirhiga gore) Kontrol Miseli Kuru Agirligi

Misel Cap1
Tolerans Indeksi (T.1.) = 0100

( misel ¢apina gore) Kontrol Miseli Cap1

Makrofungus tiirlerinin, MMN agar ve Glikoz-Pepton besiyerinde metallere
kars1 toleransinin belirlenmesi amaciyla yapilan denemelerde kontrol gruplar i¢in metal

icermeyen besiyerleri kullanilmigtir (Vodnik et al., 1998).

2.2.3. Makrofunguslarin Biyosorpsiyon Kapasitelerinin Belirlenmesi

2.2.3.1. Kuru ve Yas Hiicrelerle Biyosorpsiyon Denemeleri

Glikoz-Pepton besiyerinde gelistirilen makrofungus tiirlerinin yas ve kuru
hiicreleriyle biyosorpsiyon kapasiteleri tayin edilmistir. Sivi ortamin pH’1 6 olarak
ayarlanmigtir. MMN agar besiyerinde gelistirilen 10 giinliik fungal kolonilerden
aliarak 5 ml steril fizyolojik suda homojenize edilmistir. 250 ml’lik erlenlerde 100 ml
stv1 besiyeri igeren ortama inokiile edilmistir. Kiiltiirler 27 °C’de 150 rpm calkalamali
etlivde 3 giin silireyle 0n inkiibasyona birakilmistir. Yine ayni sartlarda hazirlanan sivi
ortama aktarilarak 7 giin daha inkiibasyona birakilmigtir. Toplam 10 giinliik

inkiibasyon sonrasinda pelletler seklinde gelisen miseller filtrasyonla kiiltiir ortamindan



ayrilmistir. Distile su ile birka¢ kez yikanan misellerin yas agirliklar1 belirlenmistir.
Hiicrenin bir kismi yas hiicre olarak kullanilmak iizere ayrilmistir ve kalan miktar1 da 80
°C’de 24 saat siireyle kurutulmustur. 50 mg kuru hiicre ve buna karsilik gelen yas hiicre
kullanilmigtir. 250 lik erlenlerde 50 ml 100 ppm konsantrasyonda ¢inko igeren
cozeltide 27 °C’de 30 dakika 150 rpm calkalamali etiivde tutulmustur. Etiivden
cikarildiktan sonra hiicrelerin ¢okmesi ile 10 ar ml metal ¢ozelti 6rnekleri alinmistir.

Alinan 6rnekler AAS Ol¢iilmiistiir (Gabriel et.al., 2001) .

2.2.3.2. Ganoderma carnosum’a Ait Farkh Hiicre Tiplerinin Calkalamal Ortamda

Biyosorpsiyon Kapasitelerinin Karsilastirilmasi

2.2.3.2.1. Ganoderma carnosum’ a Ait Biiyiime Egrisi

Biyosorpsiyon denemelerinde kullanilmak tizere Ganoderma carnosum’a ait
biiylime egrisinin ¢ikarilmasi i¢in PDA besi yerine stok kiiltiirlerden steril sartlarda ii¢
nokta ekimi yapilarak 27 °C’ de 5 giin inkiibasyonla misel formlar1 elde edilmistir. 9
cm lik petrilerde gelistirilen miseller 30 ml distile suda homojenizatorde steril sartlarda
homojenize edilmistir. Elde edilen homojenattan 1 ml alinarak 100 ml glikoz-pepton
besiyeri iceren 250 ml lik erlenlere inokiile edilmistir. Her saat i¢in 2 ser paralel erlen
kullanilmigtir.  0.dakikadan baglanarak her 12 saatte bir hiicreler besiyerinden
filtrasyonla ayrilarak birkag¢ kez distile su ile yikandiktan sonra 24 saat siireyle 80 °C’ de

kurutulmustur. Kuru hiicre agiliklar1 24 saatin sonunda tartilarak belirlenmistir

(Ceribas1 ve Yetis, 2001).

2.2.3.2.2. Canl, Olii, Dinlenen Hiicreler, EPS, Alginat ve Agarla Immobilize

Hiicrelerin Pellet Formlarimin Elde Edilmesi

PDA besiyerine stok kiiltiirlerden steril sartlarda {i¢ nokta ekimi yapilarak 27 °C’

de 5 giin inkiibasyonla misel formlar1 elde edilmistir. 9 cm lik petrilerde gelistirilen



miseller 30 ml distile suda homojenizatorde steril sartlarda homojenize edilmistir. Elde
edilen homojenattan 1 ml alinarak 100 ml glikoz-pepton besiyeri igeren 250 ml lik
erlenlere inokiile edilmistir. 27 °C’de 150 rpm de 8 giin inkiibe edilerek pelletler
seklinde geligmigstir. Pelletler eksponansiyel fazin basglangicinda (192. saat) alinarak

filtre edilmistir.

2.2.3.2.3. Canli Hiicreler ile Biyosorpsiyon Denemeleri

Inkiibasyon siiresi sonunda besiyeri ortamindan filtrasyonla ayrilan hiicrelerden
0,1 g kuru agirliga karsilik gelen yas hiicre miktar1 tartilarak aym1 pH degerine
ayarlanmig taze besiyerine konulmustur. Konsantrasyon 100 ppm olacak sekilde steril
Zn ¢ozeltisi ilave edilmistir. Biyosorpsiyon islemi 27 °C’de 150 rpm de ¢alkalamali
etiivde gergeklestirilmistir. Farklt zaman araliklarinda 1 er ml o6rnek alinmistir.
Calismalar 3 paralel olarak yapilmistir. Aynm1 sekilde metal icermeyen glikoz-pepton
besiyeri kullanilarak 3 paralel kontrol grubu da calisilmistir. Caligmalar steril sartlarda
gergeklestirilmistir.
Metalin besiyeri bilesenlerinden biri ile reaksiyonunun olup olmadigini kontrol
etmek amaci ile, ayn1 pH degerine ayarlanmis taze besiyeri metal karigimi 27 °C’ de 150
rpm de calkalamali etiivde tutulmustur. Farkli zaman araliklarinda 1 er ml 6rnek

aliarak 3 paralel olarak caligilmugtir.

2.2.3.2.4. Olii Hiicreler ile Biyosorpsiyon Denemeleri

Filtrasyonla ayrilan hiicreler yikanmadan otoklavda 121 °C’de 20 dakika
tutularak 6l hiicre elde edilmistir. 0,1 g kuru agirliga karsilik gelen yas hiicre miktari
tartilarak 100 ml 100 ppm lik Zn ¢d6zeltisine 6li hiicreler aktarilmistir. Farkli zaman
araliklarinda 1 er ml 6rnek alinmistir. 3 paralel olarak yapilmistir. Ayrica hiicrelerin

oldiigiinii kontrol etmek amaciyla 0,1 g kuru agirhiga karsilik gelen 6lii yas hiicre steril



glikoz-pepton besiyerine alinarak inkiibatorde 27 °C’de 150 rpm de 3 giin siireyle

tutulmustur.

2.2.3.2.5. Dinlenen Hiicreler ile Biyosorpsiyon Denemeleri

Hiicreler filtre edildikten sonra yikanmadan kullanilmistir. 0,1 g kuru agirliga
karsilik gelen yas hiicre miktar1 tartilarak 100 ml 100 ppm lik Zn ¢ozeltisine
aktarilmistir. Farkli zaman araliklarindal er ml Ornek alinarak 3 paralel olarak

calisiimustir.

2.2.3.2.6. immobilize Hiicreler ile Biyosorpsiyon Denemeleri

2.2.3.2.6.1. Ca-alginat ile Immobilize Hiicrelerle Biyosorpsiyon Denemesi

Hiicreler birkag kez steril su ile yikanmistir. 2 g yas hiicre 100 ml steril distile
suda 5-10 saniye blenderda homojenize edilmistir. 100 ml hiicre siispansiyonu 100 ml
% 2 Na-alginat ile kanstirilmistir. 200 ml 0,1 M CaCl, {izerine, 200 ml hiicre
stispansiyonu + Na alginat karisimi 10 luk enjektdr ucundan peristaltik pompa ile
damlatilmistir. Manyetik karistirict ile CaCl, c¢ozeltisinin siirekli  karigtirilmasi
saglanmistir. Hazirlanan karisim 2 saat buzdolabinda bekletildikten sonra steril distile
su ile yikanmis ve kullanilincaya kadar +4 °C CaCl, ¢ozeltisinde saklanmistir. 0,5 g
agirlik tartilarak 100 ml 100 ppm lik Zn c¢ozeltisine almip 27 °C’de 150 rpm de
biyosorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. Farkli zaman araliklarinda 1 er ml 6rnek
alinarak 3 paralel deneme yapilmistir.

G.carnosum’a ait farkli hiicre tiplerinin biyosorpsiyon kapasitelerinin
belirlenmesi amaciyla Ca-alginatla immobilize hiicrelerin kontrol grubu olarak
kullanilmak tizere, 100 ml % 2 Na-alginat, 100 ml 0,1 M CaCl, iizerine, 10 luk
enjektor ucundan peristaltik pompa ile damlatilmis, manyetik karistirict ile CaCl,

¢Ozeltisinin siirekli karistirilmasi saglanmistir. Hazirlanan karisim 2 saat buzdolabinda



bekletildikten sonra steril distile su ile yikanmistir. 0,5 g agirlik tartilarak 100 ml 100
ppm lik Zn c¢ozeltisine almip 27 °C’de 150 rpm de biyosorpsiyon islemi
gergeklestirilmistir. Farkli zaman araliklarinda 1 er ml 6rnek alinarak 3 paralel deneme

yapilmistir (Chang ve arkadaslari,1998; Bayramoglu ve arkadaslari, 2003).

2.2.3.2.6.2. Agar ile Immobilize Hiicrelerle Biyosorpsiyon Denemesi

Hiicreler birkag kez steril su ile yikanmistir. 2 g yas hiicre 100 ml steril distile
su suda 5-10 saniye blenderda homojenize edilmistir. 2 g agar 90 ml % 0,9 NaCl de
isitilmigtir. 50 °C ye kadar sogutulan agara 10 ml hiicre siispansiyonu ilave edilmistir.
Elde edilen karigim petrilere dokiilerek dondurulmustur. Daha sonra 1,8 mesh lik
elekten gecirilerek 1 mm ¢apinda elde edilen partikiiller % 0,9 NaCl ile yikanmis ve
kullanilincaya kadar % 0,9 NaCl i¢inde, 4 °C’de depolanmustir. 0,5 g agirlik tartilarak
100 ml 100 ppm lik Zn ¢ozeltisine alinip 27 °C’del50 rpm de biyosorpsiyon islemi
gergeklestirilmistir.

G.carnosum’un farkli hiicre tiplerinin biyosorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi
amaciyla agar ile immobilize hiicrelerin kontrol grubu olarak kullanilmak tizere, 2 g
agar 90 ml % 0,9 NaCl de sitilmistir. 50 °C’ye kadar sogutulan agar petrilere
dokiilerek dondurulmustur. Daha sonra elekten gegirilerek % 0,9 NaCl ile yikanmis ve
kullanilincaya kadar % 0,9 NaCl iginde, + 4 °C’de depolanmistir. 0,5 g agirlik tartilarak
100 ml 100 ppm lik Zn ¢ozeltisine alinip 27 °C’de 150 rpm de biyosorpsiyon islemi
gerceklestirilmistir (Kierstan, ve Coughlan, 1985; Phillips ve Poon, 1988).

2.2.3.2.7. Eksopolisakkarit (EPS) ile Biyosorpsiyon Denemesi

100 ml kiiltiir stvisi, 400 ml etanol ile karigtirilarak ¢alkalamali etiivde siddetli
bicimde ¢alkalanmasi saglanmistir. Buzdolabinda 1 gece bekletilerek sivi ve tabanda
¢oken kisim 10000 g de 20 dakika santrifiij edilmistir. Tabanda ¢oken kisim liyofilize
edildikten sonra 6giitiilmiistiir. Uygun biiytikliikte partikiiller elde edebilmek amaci ile
1,8 mesh lik elekten gecirilmis ve kullanilincaya kadar + 4 °C’de depolanmistir. 0,1 g



agirhik tartilarak 100 ml 100 ppm lik Zn ¢o6zeltisine almip 27 °C’de 150 rpm de
biyosorpsiyon islemi gergeklestirilmistir. Farkli zaman araliklarinda 1 er ml 6rnek

aliarak 3 paralel olarak ¢alisilmistir (Kim et al., 2002).

2.2.3.2.8. Ogiitiilmiis Mantarla Biyosorpsiyon Denemesi

Dogadan toplanan G.carnosum birkag¢ kez distile su ile yikanarak, laboratuvar
sartlarinda kurutulmus, blendirdan gegirilmis ve 50 °C’ye kadar kurutulmustur.
Ogiitiilen kuru mantar karpoforundan uygun biiyiikliikte partikiiller elde edebilmek
amact ile 1,8 mesh lik elekten gecirilerek 1mm ¢apinda partikiiller elde edilmistir. 0,1 g
agirlik tartilarak 100 ml 100 ppm lik Zn ¢dzeltisine alinip ¢esitli zaman araliklarinda 1
er ml ornek alinmis ve 3 paralel olarak yapilmistir (Muraleedharan et al., 1995;
Zulfadhly et al ., 2001)

G.carnosum’a ait farkli hiicre tiplerinin biyosorpsiyon kapasitelerinin
belirlenmesi amaci ile yapilan denemelerde tiim hiicreler i¢in negatif kontrol grubu
olarak herhangi bir sorbant ilave edilmemis ¢inko ¢ozeltisi 27 °C’de 150 rpm de
tutularak ayni zaman araliklarinda 1 er ml 6rnek alinmis ve 3 paralel olarak yapilmistir.

Biyosorpsiyon c¢alismasinda pozitif kontrol grubu olarak kil ve aktif karbon
kullanilmistir. Orneklerden 0,1 er g tartilarak Zn ¢ozeltisine alinip 27 °C’de 150 rpm de
adsorpsiyon islemi 3 paralel olarak yapilmistir. Cesitli zaman araliklarinda 1 er ml
ornek almmustir. Aktif karbon i¢in partikiil biiytikligt 1,8 mesh lik elekten gegirilerek

1 mm ye ayarlanmustir.



2.2.4. Analitik islemler

Olgiimler Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresinde yapilmistir. Srvi ortamda
biyosorpsiyon, calkalamali kiiltiirde elde edilen pelletlerin kuru ve yas formlariyla
biyosorpsiyon tarama calismasi ve farkli hiicre tiplerinin biyosorpsiyon denemelerinde
kullanilan hiicre ve sorbentlerin Qnmax degerlerini hesaplamak amaci ile asagida verilen

formiil kullanilmistir (Dilek et al., 2002; Yetis et al., 2000 ) .

V (Co-0)
Qmax mgZn/ g kuru biyomass =

Qmax Metal alimi (mg g ')

\Y Ornek hacmi (ml)

Co  Baslangigc metal konsantrasyonu (mg1 ")

C Biyosorbsiyon sonrasi kalan metal konsantrasyonu (mg1 ')

M Biyosorbent miktari (g)



3. BULGULAR

3.1. Makrofunguslarin In vitro Kosullarda Metal Toleranslarimin Belirlenmesi

3.1.1. Kat1 Besiyerinde Metal Toleranslarinin Belirlenmesi

Makrofunguslarin kati ortamda tolerans deneylerinin sonuglari koloni ¢apina ve
kuru agirliga gore belirlendi. Cizelge 2 de dokuz makrofungusun koloni ¢apinin ve
misel kuru agirliklar1 ile kontrol misellerinin koloni caplar1 ve kuru agirliklar
verilmigtir.

Tolerans deneylerinde makrofungal misellerin farkli konsantrasyonlarda metal
iceren ve metal icermeyen ortamlarda gelistirilmeleri sonucunda metal tolerans
indeksleri cizelge 3 ve ¢izelge 4 te sunulmustur. Tolerans indeksleri misel kuru

agirligina ve koloni ¢apina gore hesaplanmistir. Sonuglar % degerleri olarak verilmistir.



Cizelge 2 Kat1 Besiyerinde Cinko Tolerans Sonuglari

Cinko Konsantrasyonu (ppm)

Mantar Tiirii Kontrol 25 75 225

M.C. M.K.A. M.C. M.K.A. M.C. M.K.A. M.C. M.K.A.
Lenzites betulina 4+0,00 16,1£0,00 440,00 11+0,00 340,00 5+0,00 0+0,00 0+0,00
Trametes hirsuta 4,0+0,00 7,35+0,00 4,0+0,00 7,1+0,00 2,5+0,00 8,63+0,00 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00
Tricholoma auratum 5,0+0,00 7,6+0,00 5,0+0,00 6,26+0,00 4,0+0,00 4,9+0,00 1,5+0,00 | 3,6+0,00
Ganoderma sp. 5,0+0,00 8,25+0,00 4,5+0,00 8,86+£0,00 | 3,83+0,28 | 5,63+0,00 | 0,0+0,00 | 0,0+0,00
Lepista nuda 3,5+0,35 4,2+0,00 3,0+£1,15 6,05+0,00 | 2,6+0,000 | 6,15+0,00 | 1,0+0,00 | 0,83+0,00
Polyporus arcularius 4,25+0,25 | 11,8£0,01 | 3,33+0,76 | 5,06+0,00 040,00 0,53+0,00 | 0,0+£0,00 | 0,0=0,00
Clavariadephus truncatus 3,6+0,00 9,85+0,00 3,6+0,17 12,2+0,00 3,36+0,15 | 10,56+0,00 | 2,66+0,2 | 8,76+0,00
Rhizopogon roseolus 2,0+0,00 2,85+0,00 2,0+0,00 3,5+0,00 1,00£0,00 | 1,43+£0,00 | 0,0+0,00 | 0,25+0,00
Ganoderma carnosum 5,0+0,00 13,9+0,01 5,0+0,00 23,8+0,00 4,5+0,00 15,63+0,00 | 0,0+£0,00 0,0+0,00

M.K.A. : Misel kuru agirhigi (x 107 g)

M.C.: Koloni ¢ap1 (cm)




3.1.1.1. Misel Kuru agirhgia Gore Tolerans indeksi

Kat1 ortamda gergeklestirilen metal tolerans denemelerinde misel kuru agirligina

gore elde edilen tolerans degerlerine ait bulgular gizelge 3 te verilmistir.

Cizelge 3 Kat1 ortamda misel kuru agirlifina gore ¢inko tolerans indeksi degerleri

Misel Kuru Agirhigina Gore Tolerans indeksleri (%)

Cinko Konsantrasyonu(ppm)

Mantar Tiirleri 25 75 225
Lenzites betulina 53,0+2,5ab 64,0+£2,7ac 2,0+0,6ab
Trametes hirsuta 97,0+3,8acd | 117,0+2,0b 0,0+0,0a
Tricholoma auratum 81,5+3,0abd | 64,0+6,0ac 47,0+3,2¢
Ganoderma sp. 107,0+£7,0cd | 68,0+2,6ac 0,0+0,0a
Lepista nuda 142,0+7,2cef | 97,0+4,1ab 9,0+3,2b
Polyporus arcularius 43,0+2.3b 4,5+0,9d 0,0+0,0a
Calvariadelphus truncatus 124,0+6,6de | 107,0+4,3b | 88,0+2,1d
Rhizopogon roseolus 125,0+7,4de 50,0+2,3¢ 7,0+0,3ab
Ganoderma carnosum 171,0£12,4f | 117,0£7,1b 7,0+£0,4ab




3.1.1.2. Koloni Capina Gore Tolerans

Kati ortamda gergeklestirilen metal tolerans denemelerinde koloni ¢apina gore

elde edilen tolerans degerlerine ait bulgular ¢izelge 4 te verilmistir.

Cizelge 4 Kat1 ortamda koloni ¢apina gore ¢inko tolerans indeksi degerleri

Koloni Capina Gore Tolerans Indeksleri (%)
Cinko Konsantrasyonu (ppm)
Mantar Tiirleri 25 75 225
Lenzites betulina 100,0+ 0,0a 75,0+ 0,0a 0,0+ 0,0a
Trametes hirsuta 100,0+0,0a 62,0+0,0b 0,0+0,0a
Tricholoma auratum 100,0+0,0a 80,0+0,0c 30,0+0,0b
Ganoderma sp. 90,0+0,0ab 76,0+5,8ac 0,0+0,0a
Lepista nuda 92,0+15,5b 80,0+0,0c 0,0+0,0b
Polyporus arcularius 77,0+8,0ab 0,0+0,0d 0,0+0,0a
Calvariadelphus truncatus 100,0 +4,8a 92,0+4,2¢ 72,042, 1¢
Rhizopogon roseolus 100,0 £0,0a 50,0+0,0f 0,0+0,0a
Ganoderma carnosum 100,0+0,0a 90,0+0,0e 0,0+0,0a




3.1.2. Glikoz-Pepton Besiyerinde Metal Toleranslarinin Belirlenmesi

Swv1 kiiltiirde gergeklestirilen tolerans testlerinde elde edilen misel kuru

agirliklan ¢izelge 5 te verilmistir .

Cizelge 5 Sivi ortamda ¢inko toleransi denemeleri sonuglari

Cinko Konsantrasyonu (ppm)

Mantar Tiirii Kontrol 25 75 150
M.K.A. M.K.A. M.K.A. M.K.A.

Calvariadelphus
truncatus 0,9659+0,31 | 0,9498+0,40 | 0,9178+0,32 | 0,8163+0,67
Trametes hirsuta

0,6963%0,03 | 0,7086%0,04 | 0,4568+0,14 | 0,3197+0,01
Tricholoma auratum

0,6234+0,03 | 0,5984+0,01 | 0,4806%0,14 | 0,1942+0,01
Ganoderma carnosum

0,1955+0,02 | 0.2256+0,01 | 0,1573+0,02 | 0,0217+0,00

M.K.A.: Misel kuru agirlhigi (g)




S1v1 kiiltiirde yapilan tolerans deneylerinde elde edilen misel kuru agirliklarina

gore tolerans indeksi degerlerinin verileri % olarak cizelge 6 da gosterilmistir.

Cizelge 6 Sivi ortamda ¢inko tolerans indeksi degerleri

Misel Kuru Agirhgina Gore Tolerans Indeksleri (%)

Cinko Konsantrasyonu ( ppm)

Mantar Tiirleri 25 75 150

Calvariadelphus truncatus 98,3+ 7,0a 88,7+ 4,3a 84,5+ 4,4a

Trametes hirsuta 101,7+ 3,4b 65,0+ 5,6a 45,9+ 3,6b

Tricholoma auratum 96,0+ 2,6b 77,1+ 6,9ab 31,2+ 2,1¢c

Ganoderma carnosum 115,3£6,4b | 80,4+ 4,5ac 11,0+ 1,6d




3.2. Makrofunguslar ile Biyosorpsiyon Denemeleri

3.2.1. Calkalamah Kiiltiirde Yas ve Kuru Hiicrelerle Biyosorpsiyon Denemeleri

Sivi kiiltirde pelletler seklinde gelisen misellerin yas ve kuru hiicreleri
kullanilarak 100 ppm ¢inko

deneylerinde elde edilen Qmax (mg Zn /g kuru biyomas) degerleri ¢izelge 7 de verilmistir.

Cizelge 7. Kuru ve yas hiicrelerin Qmax degerleri

konsantrasyonunda gergeklestirilen biyosorpsiyon

Mantar Tiiri Kuru Hiicre Yas Hiicre
(Qmax ) mg/g | (Qmax ) mg/g
Lenzites betulina 20,7 25,25
Trametes hirsuta 27,5 27,7
Tricholoma auratum 14,5 21,6
Ganoderma spp 18,5 18,35
Lepista nuda 18,95 21,25
Polyporus arcularis 21,25 18,95
Calvariadelphus truncatus 20,06 16,03
Rhizopogon roseolus 16,25 18,1
Ganoderma carnosum 38,04 333




Swv1 kiiltiirde 25, 75 ve 150 ppm lik ¢inko derisimlerinde gergeklestirilen
tolerans denemelerinde, ortamda kalan metal miktarlanr AAS de Olglilerek
biyosorpsiyon kapasiteleri (Qmax degerleri ) hesaplanmistir. Sonuglar ¢izelge 8 de

gosterilmistir.

Cizelge 8. S1v1 ortamda biiyiiyen misellerle ¢inko biyosorpsiyonu Qmax sonuglari

Qmax Degerleri (mg/g kuru biyomas)
Cinko Konsantrasyonu(ppm)
Mantar Tiirii

25 75 150

Calvariadelphus truncatus 0,63 1,85 1,96
Trametes hirsuta 1,27 5,91 35,48
Tricholoma auratum 1,16 4,78 12,87

Ganoderma carnosum 443 31,7 138

3.2.3. Ganoderma carnosum’a Ait Farkh Hiicre Tiplerinin Calkalamah Ortamda

Biyosorpsiyon Acisindan Karsilastirilmasi
3.2.3.1. Ganoderma carnosum’a Ait Biiyiime Egrisi Sonuclar
Siv1 kiiltiirde pelletler seklinde gelisen misellerin belirtilen saatlerde alinan

orneklerinin kuru agirlik degerleri ¢izelge 9 da verilmistir. Fungusa ait biliylime egrisi

sekil 1 de gosterilmistir.



Cizelge 9. Biiyiime Egrisi Misel Kuru Agirliklar (g)

Zaman | Ortalama
(saat) | Misel Kuru

Agirhgi
0 0,001+0,00
12 0,025+0,00
24 0,026+0,00
36 0,036+0,00
48 0,037+0,00
60 0.047+0,00
72 0,082+0,00
84 0,101+0,00
96 0,154+0,03

108 0,174+0,01
120 0,177+0,02
132 0,177+0,00
144 0,181+0,00
156 0,201+0,04
168 0,228+0,00
180 0,231+0,02
192 0,361+0,01
204 0,387+0,03
216 0,530+0,02
240 0,456+0,02
264 0,406=0,00

Ganoderma carnosum'un buyume egrisi
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Sekill. Ganoderma carnosum’a ait biiyiime egrisi grafigi



3.2.3.2. Farkh Hiicre Tiplerinin Biyosorpsiyon Denemeleri

Sivi kiiltiirde gelistirilen misellerin farkli tipleriyle yapilan biyosorpsiyon
denemelerinde Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi de yapilan dlgiimlerde bulunan
cinko miktarlar1 ppm olarak ¢izelge 10 da verilmistir.

Farkl1 hiicre tipleriyle calkalamali kiiltiirde yapilan biyosorpsiyon ¢alismasinda
elde edilen Qmax (mg Zn /g kuru biyomas) degerleri cizelge 11 de verilmistir.

Farkli hiicrelerle gerceklestirilen biyosorpsiyon denemelerinde elde edilen

Qmax sonuglarina ait grafikler sekil 2, 3, 4 ve 5 te gosterilmistir.



Cizelge 10. Farkli hiicre tiplerine ait biyosorpsiyon sonunda ortamda kalan ¢inko miktarlari

Zn KONSANTRASYONU (100 ppm, 27 °C’de, 150 rpm )

SURE A B C D E F G H I J K L

0. sa 1154 | 114,5 | 113,2 | 115,2 | 1146 | 112 | 1142 | 1149 | 1153 | 112,6 | 113,9 | 1094

15.dk 116,7 | 116,7 | 116,7 | 113,5 | 101,8 | 116,1 | 111,8 | 1104 | 114,7 | 107 | 116,7 | 115

30.dk 112,7 | 110,5 | 111,5 | 98,3 90,9 | 111,3 | 96,6 102 | 1104 | 973 | 112,5 | 111,3

l.sa 111,3 | 111,1 | 105,9 93 90,5 | 110,7 | 98,6 | 98,4 | 107,8 | 101.3 | 111 | 109,4

2.5a 117,5 | 1054 | 106,2 | 103 | 101,9 | 1084 | 97,9 103 | 104,6 | 105,8 | 102,7 | 113,8

4.sa 108,3 | 104,5 | 96,6 | 924 90,5 | 1054 | 91,7 92,8 | 102,1 | 96,4 95,7 | 106,7

8.sa 106,8 |[100,9 | 92,7 | 93,6 97,6 [101,4 | 90,8 92,8 99,6 79 90,9 |103,6

12.sa 116 113,2 | 99,3 81,9 81,7 | 103,8 | 99,7 99,8 | 110,8 85 97,3 105

A: Negatif Kontrol B: Aktif Karbon C: Kil D: Alginat Kontrol ~E: Alginat Immobilize ~F: Agar Kontrol
G: Agar Iimmobilize H: EPS  I: Kurutulmus-Ogiitiilmiis Mantar ~ J: Dinlenen Hiicre  K: Olii Hiicre L: Canli Hiicre



Cizelge 11. Farkli hiicre tiplerinin biyosorpsiyon ¢alismasi Qmax degerleri

Q MAX DEGERLERI (mg Zn/ g kuru biyomas)

SURE B C D E F G H I J K L
0. sa 0,9 2,2 0,04 0,16 0,68 0,24 0,5 0,1 2,8 1,5 6
15.dk 0 0 0,64 2,98 0,12 0,98 6,3 2 9,7 0 1,7
30.dk 2.2 2.2 2,88 4,36 0,28 3,22 10,7 2,3 15,4 0,2 1,4

l.sa 0,2 5,4 3,66 4,16 0,12 2,54 12,9 3,5 10 0,3 1,9

2.sa 12,1 11,3 2,9 3,12 1,82 3,92 14,5 12,9 11,7 14,8 3,7

4.5a 3.8 11,7 3,18 3,56 0,58 3,32 15,5 6,2 11,9 12,6 1,6
8.sa 5,9 14,1 2,64 1,84 1,08 3,2 14 7,2 27,8 15,9 3,2
12.sa 2,8 16,7 6,32 6,86 2,44 3,26 16,2 5,2 31 18,7 11

B: Aktif Karbon C:Kil D: Alginat Kontrol E: Alginat Immobilize ~F: Agar Kontrol ~ G: Agar Immobilize
H: EPS I: Kurutulmus-Ogiitiilmiis Mantar  J: Dinlenen Hiicre ~ K: Olii Hiicre ~ L: Canli Hiicre
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Sekil 2. Agar kontrol ve agarla immobilize G. carnosum’un biyosorpsiyon grafigi
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Sekil 3. Alginat kontrol ve alginatla immobilize G. carnosum’un biyosorpsiyon grafigi
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Sekil 4. Pozitif kontrol olarak kullanilan aktif karbon ve kile ait biyosorpsiyon grafigi
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Sekil 5 Canli,6lii ve dinlenen hiicreler, eksopolisakkarit ve dgiitiilmiis mantara ait biyosorpsiyon grafigi



4. TARTISMA VE SONUC

Toksik agir metaller ve beyaz ¢iirlikgiil mantarlarin interaksiyonlar1 bazi
fizyolojik, ekolojik ve teknolojik sonuglara sahiptir. Esansiyel metaller fungal biiyiime
ve gelisme icin gereklidir, fakat onlarin fazlalig1 toksik etki yapabilir. Mantarlarin
cevresinde agir metallerin varligi, toprakta organik maddenin pargalanmasi ve
dekompozisyon stirecini etkiler (Baldrian, 2003).

Dokuz makrofungus tiiriiniin kat1 ortamda gelisen misellerinin ¢inko toleranslari
test edilmistir. Kuru agirliga gore en diisiik ¢inko konsantrasyonunda (25 ppm)
Polyporus arcularis diger tiirlere nazaran daha az gelisim gostermistir (% 43). Diisiik
cinko konsantrasyonu biitlin mantar tiirlerinin gelisimini énemli oranlarda artirmistir.
Ciinkii ¢inko metali mantarlar igin esansiyeldir. Ganoderma carnosum tiirii igin 25 ppm
lik konsantrasyon kontrol miseline gore % 171 oraninda biiylimeyi artirmistir. Metal
konsantrasyonunun artmasiyla tolerans degerleri de azalmaktadir. Organizmalar igin
gerekli bir metal olan ¢inkonun fazlaligi durumunda makrofunguslar icin toksik etki
gostermektedir. En yiiksek ¢inko konsantrasyonu olan 225 ppm de en direngli tiiriin
Clavariadelphus truncatus oldugu kaydedilmistir. Ancak Ganoderma sp., Polyporus
arcularius, Lenzites betulina ve Trametes hirsuta tiirlerinde inihbisyonun ¢ok giiglii
oldugu goriilmektedir. Higbir sekilde misel gelisimi kaydedilmemistir. Rhizopogon
roseolus ve Ganoderma carnosum tirlerinde de en yiiksek konsantrasyondaki
inhibisyon etkisi olduk¢a fazladir ve tolerans indeksleri % 7 olarak hesaplanmigstir.
Tricholoma auratum’da en diisiikk ve en yiiksek metal konsanratsyonlarinda tolerans
degerleri arasinda % 37 oraninda fark vardir. En yiiksek konsantrasyondaki inhibisyon
oran1 kontrol misellerine gore % 53 tiir. % 47 oraninda ki tolerans degeri oldukca 1yi
bir sonugtur. Tricholoma auratum’da en toleransli ikinci tiir olarak tespit edilmistir. En
diisiik konsantrasyonda tiirler i¢in misel gelisimi onemli oranlarda stimiile edilirken
Polyporus arcularius ve Lenzites betulina i¢in ayni sonug gegerli degildir. Bu iki tiiriin
misel gelisimi digerlerine oranla daha azdir. Polyporus arcularius 75 ppm lik
konsantrasyonda sadece % 4,5 oraninda tolerans gosterebilmistir.

Kat1 ortamdaki tolerans testlerinde C. truncatus ve T. auratum cinkoya kars1 en

fazla direng gosteren izolatlardir. Rhizopogon roseolus’ta en diisiik konsantrasyondan



en yiksek metal konsantrasyonuna dogru tolerans degerleri belirgin sekilde
azalmaktadir. T. hirsuta ve L. betulina tiirlerinde 75 ppm lik konsantrasyondaki
tolerans degerleri 25 ppm lik konsantrasyondaki degerlere gore az da olsa bir artis
gostermistir.

Misel capma gore tolerans indeksleride tayin edilmistir. Kuru agirhiga gore
tolerans sonuglariyla paralellik gostermistir. SOyle ki en yiliksek konsantrasyon i¢in T.
auratum ve C. truncatus’ta inihbisyon etkisi diger tiirlere gore yiiksek degildir.
Ozellikle C. truncatus 225 ppm lik konsantrasyonda dahi gelisimini devam ettirmistir.
Inhibisyon etkisi L. betulina, T. hirsuta, G. carnosum, Ganoderma sp., R. roseolus, P.
arcularius ve L. nuda tiirleri i¢in ¢ok giicliidiir. Misel gelisimi tamamen inhibe
olmustur. 225 ppm lik ¢inko konsantrasyonu bu tiirler i¢in toksik etki gdstermistir.

Fungal kiiltiirlerin misel g¢apina dayanan tolerans indeksleri fungal metal
toleransinin  belirlenmesinde uygun bir parametre olmayabilir. L. laccata kiiltiiriinde
diger mantarlardan daha seyrek misel formlar1 gézlenmistir. Misel yapisindaki bu tip
farkliliklar kuru agirligin  tolerans belirlenmesinde daha uygun bir paramatre
olabilecegini gdstermektedir (Vodnik et al., 1998).

Farkl1 konsantrasyonlarda metal igeren kat1 ortamda misel gelisimleri bu sekilde
gbzlenmistir. Bu c¢alismada ¢inko toleransinda giiclii bir interspesifik ¢esitlilik tayin
edilmistir. Bu sonuglar bize kullanilan mantarlarin ¢inko iceren ortamlarda, topraklarda
ayni sekilde gelisim gostereceklerini kanitlamaz. Laboratuvar sartlartyla dogal ortamlar
arasinda farkliliklar vardir. Yine ¢inko makrofunguslar i¢in gerekli metaller arasinda
yer alir. Eser miktarlarda misel gelisimi ve metabolizma i¢in gereklidir. Bu nedenle
diisiik konsantrasyonlarda, calismamizda kullanilan tiirlerin ¢ogu i¢in genelde stiimiile
edici bir etki gdstermistir.

Agir metal igeren atik sulardan metal gideriminde yararlanmak amaciyla
makrofunguslarin  kullanimida yayginlagsmistir.  Kati ortamda yapilan tolerans
testlerinde misel gelisimi sonunda ortamda kalan metal miktarin1 belirlemek miimkiin
olmamigtir. Bu amagla kat1 ortamda yapilan tolerans deneyleri ve ¢alkalmali kiiltiirde
tiretilen misellerin kuru ve yas formlariyla yapilan tarama caligmasi sonuglarina gore
sectigimiz dort izolat ile s1ivi ortamda tolerans deneyleri gerceklestirilmistir.

Siv1 ortamda misel gelisimi pelletler seklinde olmustur. Pellet formlar1 metal

konsantrasyonunun artmasiyla daha belirgin hale gelmistir. Kontrol miselleri ve 25



ppm lik konsantrasyonlarda misellerin ipliksi yapilar1 daha belirgindir. 150 ppm lik
konsantrasyonlarda ise biitiin tiirler i¢in misel gelisimi boncuga benzer kiire seklinde,
farkl1 ¢aplarda pelletler seklinde oldugu goriilmistiir. Metal miktarinin artmasiyla
morfolojik goriiniimleride degismistir. Metal konsantrasyonun artmasina paralel olarak
fungal gelisimde inhibisyon artmistir. Konsantrasyon artisina bagli olarak inhibisyon
artisini en iyi sekilde G. carnosum gostermektedir. 25 ppm de tolerans degeri % 115
iken 150 ppm de %11,04 olmustur. Yaklasik % 100 oraninda inhibisyon goriilmektedir.

C. truncatus icinde kati ortamdaki tolerans degerlerine gore sivi ortamdaki
tolerans degerleri daha azdir. Metallerin toksik etkisi sivi ortamda daha giicliidiir. Bu
sebeplede sivi kiiltiirdeki en yiiksek metal konsantrasyonu 150 ppm olarak
belirlenmistir. Bu tiir i¢cin 150 ppm deki tolerans1 % 84,5 olarak bulunmustur. Diger
tirlere gore yine en toleransh tiir C. truncatus olmustur. Kati ortamdaki tolerans
deneylerinde de ayni tiir daha toleransl olarak kaydedilmistir.

Tricholoma auratum iginde sivi ortamdaki tolerans degerleri kati ortamdaki
degerleri ile karsilastirildiginda daha az oldugu goriilmektedir. 150 ppm de %31,15
oraninda toleransl oldugu goriilmiistiir. 25 ve 75 ppm lik ¢inko varliginda sirasiyla %
96 ve % 77,09 oranlarinda ¢inkoya kars1 toleransli oldugu goriilmektedir.

T. hirsuta, C. truncatus’tan sonra sivi ortamdaki 150 ppm de % 45 oraninda en
fazla direng gdsteren tiir olmustur.

Sivi kiiltlir ortaminda gelistirilen funguslarin kuru ve yas miselleriyle yapilan
denemelerde; biyosorpsiyon miktarinin tiirden tiire, yas ve kuru misellere gore degistigi
goriilmiistiir. Dokuz makrofungus tiiriinlin biyosorpsiyon tarama g¢alismasinda kuru
hiicrelerle biyosorpsiyonda en yiliksek Qmax degeri 38,04 mg Zn/g kuru biyomas ile G.
carnosum’a aittir. T. hirsuta i¢in bu deger 27,5 mg/g olmustur. P. arcularius’in kuru
hiicreleri icin Qmax 21,25 mg/g olarak tayin edilmistir.

Yas hiicre biyosorpsiyon denemelerinde 33,3 mg/g Qmax degeri ile Ganoderma
carnosum en fazla biyosorpsiyon aktivitesi géstermistir. L. betulina i¢in bu miktar
25,25 mg/g olurken, T. hirsuta i¢in 27,7 mg/g dir. Kuru ve yas hiicrelerle biyosorpsiyon
sonuglar1 sadece T. hirsuta icin birbirine esittir. T. auratum ve L. nuda tiirlerinde yas
hiicre biyosorpsiyon degerleri birbirine esittir. Ganoderma sp, P. arcularius ve R.

roseolus tiirleri i¢gin Qmax degerleri de birbirlerine yakin sonuglardir.



Kat1 ve s1vi ortamda yapilan tolerans denemelerinde metal iyonlarina en direncli
tir olan Clavariadelphus truncatus izolatinin kuru ve yas hiicre biyosorpsiyon
sonuglarida sirasiyla 20,06 mg/g vel6,03 mg/g olarak gozlenmistir. Ayrica sivi
kiiltiirde tolerans denemeleri sonucu gerceklestirilen Ol¢imlerde 150 ppm lik kiiltiir
stvisinda kalan metal iyon miktar1 134 ppm olarak dl¢iilmiistiir. Bu sonuglara gore C.
truncatus’un gelisen miselleriyle gerceklestirdigi biyosorpsiyon miktar1 metale en
direncli tiir olmasina ragmen oldukca diisiiktiir. Bu da bize toleransinin (direncinin)
yiiksek olmasina karsin metal iyonlarini ¢ok miktarda biyosorbe ettigi anlamina
gelmedigini diisindlirmektedir.  Bazi arastirmalarin sonuglarina goére mikrobiyal
biyomas tarafindan metal adsorpsiyonu ile metal toleransi arasinda herhangi bir
baglantinin olmadig1 gosterilmistir (Rho, J.Y., and Kim, J.H, 2002).

Metal igeren sivi kiiltiirde inkiibasyon sonunda funguslarin biyosorpsiyon
degerlerini belirlemek i¢in ortamda kalan metal miktarlarinin 6l¢timleri yapilarak
tiirlerin Qmax sonuglar1 hesaplanmistir. G. carnosum 150 ppm lik metal varliginda en
fazla biyosorpsiyon aktivitesine sahip tiir olarak bulunmustur. Tolerans sonuglarma
gore C. truncatus diger tiirlerden daha toleransli olmasina ragmen metal iyonlarinin
biyosorpsiyonu agisindan G. carnosum daha basarili olmustur. Ayrica baslangic metal
miktariin artmastyla biyosorpsiyon oranininda arttig1 kaydedilmistir. G. carnosum igin
150 ppm lik konsantrasyonda Qmax degeri 138 mg/g kuru biyomas olarak
hesaplanmistir. Oysa ki en fazla metal iceren ortamda misel gelisimi en az G. carnosum
i¢in gozlenmistir.

Gelisen misellerle ¢inko biyosorpsiyon miktarlar1 G. carnosum, T. hirsuta, T.
auratum ve C. truncatus sirasinca azalmistir. Tolerans degerleride C. truncatus, T.
hirsuta, T. auratum ve G. carnosum olarak azalmaktadir. Gelisen misellerle
biyosorpsiyon miktarlari, kuru ve yas hiicrelerle gerceklestirilen biyosorpsiyon
denemelerinde elde edilen Qmax degerlerinden daha fazladir. Yalnizca T. auratum igin
ayni sonug¢ gecerli degildir. Bu izolatin kuru ve yas hiicreleriyle elde edilen sonuglar
daha basarilidir.

Konsantrasyonun artmasiyla birlikte tolerans degerleride azalmistir. Bu
durumdan en az seviyede etkilenen tiir C. truncatus’tur. C. truncatus ¢inkoya karsi
misellerin hassasiyeti ve bunlarin metal baglayicilik 6zelligi ¢inko alimini 6nlemede

etkili olmus olabilir. Kat1 ve s1v1 ortamda gergeklestirilen tarama ¢alismalart sonucunda



atik sulardan agir metallerin gideriminde T. hirsuta ve G. carnosum mantarlarinin canli
miselleri kullanilabilir. Bu sonuclara gére metal iceren ortamlarda misel gelisimi ile
biyosorpsiyon arasinda dogru oranti olmadigr goriilmektedir.  Metal iyonlarini
biyosorbe edebilme yetenegi ile hiicre miktar1 arasinda direk iligki bulunmamaktadir.
En toleransh tiir olan ancak metal biyosorpsiyonu en az olan C. truncatus ile tolerans
degeri en az olmasina ragmen en fazla metal akiimiile eden G. carnosum’un misel
yapilarinin ve hiicre i¢i metabolizmalarinin da detayli olarak arastirilmasini gerekli
kilmaktadir. Agir metal kirliligi olan alanlarin mikorizal fidelerle agaclandirilmasi ile
1slah ¢aligmalarinda C. truncatus, T. auratum, L. nuda, R. roseolus kullanilabilir fungus
izolatlar1 olarak Onerilebilir.

Kati1 ve s1v1 ortamdaki tolerans denemeleri, kuru ve yas hiicrelerle biyosorpsiyon
denemeleri ve biiyliyen hiicrelerle biyosorpsiyon sonuglarmma goére G. carnosum
izolatinin farkli hiicreleri ile biyosorpsiyon calismalar1 yapilmistir. Sivi kiiltiirde
gelistirilen Ganoderma carnosum misellerinin 12 ser saat arayla alinan 6rneklerinin
kuru agirliklart belirlenerek fungusa ait biiyiime egrisi ¢ikarilmistir. Elde edilen
sonuglara gore hiicre miktarinin en fazla arttigi zaman araligi 192. saat olarak tespit
edilmistir. Bliylime egrisine ait grafige bakildiginda 108. ve 192. saatte olmak iizere iki
farkli noktada hiicre miktarinin arttig1r goriiliir. Bu durumu iki farkli karbon kaynagi
kullanan hiicrelerde gérmekteyiz. G. carnosum hiicreleride iki fakli karbon kaynagi
kullanan bir fungus tiiriidiir. 216. saatten itibarende hiicre miktarinda belirgin bir
azalma gorilmiistiir.

Biiylime egrisi ¢ikarilan G. carnosum’a ait farkli hiicre tipleri ile 100 ppm
cinkoda biyosorpsiyon aktiviteleri arastirilmistir.  Alginatla immobilize edilmis
hiicrelerde ilk yarim saat i¢inde hizli biyosorpsiyon, 1. saat sonuna kadar sonucun
degismedigi, 8.saate kadar da yavas yavas bir azalma oldugu goriilmiistiir. 12. saatte
elde edilen sonug ise 30.dakika da elde edilen sonugtan sasirtict olarak daha yiiksek
bulunmustur. 11k 1 saat i¢inde hizli bir biyosorpsiyondan sonra desorpsiyon siirecine
girdigi 12. saatte (6,86 mg/g) tekrar biyosorpsiyon gerceklesmis oldugu diisiiniilebilir.
Biyosorpsiyon desorpsiyon siirecinin doniigiimlii olarak gergeklestigini gostermektedir.
Bu siiregte hiicre duvar1 yapisi, alginat ve c¢inko metalinin etkisi gz Oniinde
bulundurulmalidir. Agarla immobilize hiicrelere gore daha iyi sonu¢ vermistir. Ancak

kontroliiyle karsilagtirildiginda kayda deger bir fark goriillmemektedir.



Agar ile immobilize edilmis hiicrelerin sonuclarinda da 2. saatin sonunda elde
edilen Qmax degeri diger saatlere gore daha yiiksektir. 2. saatin sonundan itibaren
yavas yavas bir azalma goriilmektedir. Alginatla immobilize edilmis hiicrelerde oldugu
gibi 12. saatte (3,26 mg/g) tekrar bir artis kaydedilmemistir.

Dinlenen ve 6lii hiicrelerin sonuglarini karsilagtirdigimizda dinlenen hiicrelerde
Ol hiicrelere gore daha fazla Qmax degeri elde edilmistir. Her iki hiicre tipinde de 12.
saatin sonunda en yiiksek degerlerine ulastigi goriilmiistiir. Dinlenen hiicreler igin
Qmax 31 mg/g olii hiicreler icin Qmax 18,7 mg/g olarak hesaplanmistir. Bu iki farkli
hiicre tipinde elde edilen sonuglarin hiicre duvar1 yapisindaki farkliliktan kaynaklanmasi
muhtemeldir.  Metallerin hiicre duvar1 bilesenleriyle etkilesimleri biyosorpsiyon
stirecinde etkilidir. Isisal ve kimyasal yontemlerle dldiiriilen hiicrelerin biyosorpsiyon
kapasitesini artirdigr yapilan c¢aligmalarda da gosterilmistir (Yetis et al., 2000).
Dinlenen hiicre yiizeyindeki farkliliklar O6lii hiicrelerden daha iyi bir sonug¢ elde
edilmesinin sebebi olabilir.  Metal iyonlarinin hiicre yiizeyine tutunmasi (pasif
biyosorpsiyon) ve sonra hiicre i¢ine alinmasi (aktif biyosorpsiyon) ile biyosorpsiyon
stireci tamamlanir.

Kuru ve yas hiicrelerle yapilan biyosorpsiyon tarama c¢aligmalarinda elde edilen
sonuclar (G.carnosum’a ait) karsilastirildiginda belirgin bir fark gézlenmistir. Dinlenen
ve Oli hiicrelerle yapilan c¢aligmalarin sonuglarina goére kuru ve yas hiicrelerin
biyosorpsiyon degerleri daha yiiksektir.  Dinlenen hiicrelerde yikama islemi
yapilmamistir. Yas hiicrelerle biyosorpsiyon c¢alismasinda ise birka¢ kez distile su ile
yikama ve hiicrelerin fazla suyu el basinciyla giderilmistir. Hiicrelere uygulanan
islemler ile hiicre ve hiicre duvar yapisinda degisiklikler meydana gelebilir bu durumda
biyosorpsiyon kapasitesini etkileyebilir. Yapilan benzer ¢alismalarda da elde edilen en
iyi Qmax degerleri dinlenen hiicrelere, en diisiikk degerlerde canli hiicrelere aittir (Yetis
et al., 2000).

Canli hiicreler, olii ve dinlenen hiicrelerle karsilastirildiginda daha diisiik
biyosorpsiyon kapasitesi goriilmiistiir. 12. saatin (Qmax 11 mg/g) sonunda
biyosorpsiyon siirecinin dengeye ulastig1 kaydedilmistir. Metal igeren sivi ortamdaki 10
giinliik inkiibasyon sonunda elde edilen sonuglarla karsilastirildiginda (150 ppm de)
daha diisiik degerler elde edilmistir. iki calisma arasinda cesitli faktorlerin farklilig1 soz

konusudur. Tolerans ¢alismasinda biiyliyen hiicreler ilk dakikadan itibaren metale



maruz kalmis ve metal iceren ortamda gelisimini tamamlamistir. Bu g¢alismada ise
ortama 192. saatin sonunda metal ilavesi yapilmistir. Burada kiiltiir yasi, ortamdaki
metabolitlerle ¢inko arasindaki kimyasal bir etkilesim, baslangi¢c metal konsantrasyonu
farki, metalle temas siiresi, metabolik aktivitelerin azalmasi veya hizlanmasi gibi
faktorler biyosorpsiyon aktivitesini etkilemis olabilir. Yine kati ortamdaki tolerans
calismasinda 75 ppm lik ¢inko da G.carnosum’un ¢inkodan etkilenmedigi, 225 ppm de
biiylimenin yiiksek oranda inhibe oldugu bulunmustur.

Eksopolisakkarit ile yapilan denemelerde de agar ve alginatla immobilize
hiicrelere gore daha fazla biyosorpsiyon kapasitesine sahip oldugu tespit edilmistir. 2.
saatin sonunda dengeye ulastig1 yavas yavas gerceklesen bir artigla da 12. saatin (Qmax
16,2 mg/g) sonunda en yiliksek degerine ulasti§i goriilmistiir. Dinlenen ve Oli
hiicrelerden sonra en iyi biyosorpsiyon aktivitesini gdstermistir.

Kurutulmus-6giitiilmiis mantarla yapilan c¢alismada elde edilen sonuglara
bakildiginda biyosorpsiyon kapasitesinin 2. saatin (Qmax 12,9 mg/g) sonunda en
yiiksek degerini verdigi, 12. saatte Qmax miktarinin 5,2 mg/g a geriledigi goriilmiistiir.

Pozitif kontrol olarak kullanilan aktif karbon ve kile ait Qmax degerleri
karsilastirildiginda kilin adsorpsiyon siiresince yavas yavas arttigi ve 12. saatte (16,7
mg/g) maksimum degerine ulastigi kaydedilmistir. Aktif karbonda ise 2. saatin
sonundaki adsorpsiyon kapasitesinin en yiiksek degerinde oldugu, sonraki saatlerde ise
yavas yavas azaldig1 kaydedilmistir (12. sa. Qmax 2,8 mg/g).

Tim hiicre tipleri goz Onilinde bulunduruldugunda en iyi sonug¢ dinlenen
hiicrelere daha sonrada Oli hiicrelere aittir. Tez kapsaminda yapilan caligsmalar
sonucunda G.carnosum’un biiyiliyen hiicreleriyle ¢inko biyosorpsiyonu endiistriyel atik
sulardan ¢inko gideriminde iyi bir kapasiteye sahip oldugu goriilmistiir ( 150 ppm Zn
konsantrasyonu, pH 6, sicaklik 27 °C ve ¢alkalama hiz1 150 rpm de ).

Olii biyomasin biyoadsorpsiyon kapasitesi canli biyomastan daha az veya esit
olabilir, metal biyoadsorpsiyon kapasitesini artirmada alkali islemlerinin uygulanmasida
etkili olabilir. Canli Mucor rouxii tarafinda Zn biyoadsorpsiyonu 4,89 mg/g olarak
bulunmustur ( Yan, G., and Viraraghavan, T., 1999).

Diisiik pH Zn biyosorpsiyonunu azaltir, mantarlarda baglanma bolgeleri i¢in
hidrojen iyonlar1 ile yarigmasindan dolayi. Ayrica ligandlarin varligida metal alimini

azaltan bir faktordiir ( Zhou, 1999).



Misellerle agir metallerin alimi ve taginimi ¢alismasi, mikorizal bitki koklerine
metal alimi ve siirglinlerde artan konsantrasyonlarda alimda degerlendirmek igin
kullanilabilir. Artan agir metal konsantrasyonlarinda toprakta genis miseller olusturma
yeteneginin yaninda funguslarda, misellerin baglama ve tagima o6zellikleri de mikoriza
agir metal etkilesiminde 6dnemlidir. Ekstramatriksel misellerin agir metal baglamalari
mikorizanin etkisini artirir.  Ekstramatriksel misellerin kiigiik biyokitleleri, agir
metallerle daha genis miktarlarda miicadeleyi sinirlandirir (Vodnik et al.,1998).

Fungal tiirler arasindaki sorpsiyon farkliliklari hiicre duvart kompozisyonu ve
pelletlerin fiziksel oOzellikleri farkliligiyla agiklanabilir.  Biyoteknolojik agidan
bakildiginda Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus ve O. mucida en iyi
mekanik 6zellikleri gostermektedir. Volesky’e gore Rhizopus arrhizus ve Aspergillus
oryzae ile metal sorpsiyonu, biyokiitlenin {iretimi i¢in kullanilan kiiltiir ortami
iceriginden etkilenmistir. Gadd’a gore (1990) mikrobiyal hiicre duvari yapisi substrat
kompozisyonuna bagli oldugundan farkli besiyerlerinde gelisme metal baglama
kapasitesini etkileyebilir. ~ Phanerochaete chrysosporium ile bakir sorpsiyonunda
besiyeri kompozisyonunun etkisini ¢alismak i¢in tanimli mineral besiyeri (MM), misir-
steep (CS), sigir eti ekstrat1 (BE) ve patates ekstrati (PF) iceren lic kompleks besiyeri
kullanilmigtir. Misir step, basidiomisetlerin kiiltlirasyonunda yaygin olarak kullanildigi
ve 1yi biyokitle verimi sagladigi i¢in se¢ilmistir (Gabriel et al., 2001).

Toksik metallere ektomikorizal funguslarin cevaplari, kirlenmis topraklarin
1slahinda ve bitki gelisimi ve f{retimi iizerinde etkili olabilir. Farkli bitki-fungal
kombinasyonlar1 arasindaki cevaplarda genis bir sekilde belirlenmesine ragmen
ektomikorizal funguslar tarafindan metal fitotoksisitesinin azalis1 genis bicimde
gosterilmistir (Blaudez et al. , 2000). Kiiltiir ortaminin igerigi ve pH degisikligi metal
baglama kapasitesinde bazi iyilestirmeler saglayabilir. Beyaz ¢iirlik¢til funguslarin belli
tiirleri belli metallere kars1 belirgin ilgiye sahip olabilir. Bu da bunlarin metal baglayici
hiicre yapilariin kimyasal igeriginin farkindan kaynaklanmaktadir (Gabriel et al.,
1996, 2001). Mantarlardaki metal seviyeleri i¢in tiirler arasindaki farkliliklar toprak
faktorlerinden daha oOnmelidir (Gast et al.,1988). Ektomikorizal mantarlar hem
ekonomik hem ekolojik yonden metal kontaminasyonlu alanlarin iyilestirilmesinde

basariyla uygulanabilir (Hartley et al., 1997a)



Suillus bovinus’un yiiksek dis metal konsantrasyonunda igne yaprakli camlarda
cinko miktarini azalttig1 kesfedilmistir. Bu etki, fungus ¢inko ile 6 aylik 6n muameleye
tutuldugunda artmistir (Biicking and Hyser, 1994). Baska bir calismada Denny ve
Wilkins (1987a,b) mikorizal betula’daki ¢inko toksisitesinin, hif yiizeyine g¢inko
adsorpsiyonu yoluyla azaltildigini gostermislerdir.

Karigik metal kontaminasyonlu alanlarda agir metallerin varligi teknolojik
islemlerle onemli bir simirlama olmaktan cikarilabilir. Ileriki arastirmalar metal fungal
iligkileri i¢in olacak, boylece metaller tarafindan arindirilmig lignolitik enzimlerde in
vitro enzimatik siireglere dayanmasinin regiilasyon veya atik sulardan metallerin segici
alimi icin fungal misellerin orijinal biyoteknolojik prosesler gibi uygulamalarin gelisimi
veya ilerlemesi ve basit ekolojik kavramlarin anlasilmast icin iyi bir firsat olabilir
(Baldrian, 2003).

Makrofunguslar tarafindan endiistriyel atik sulardan agir metallerin giderimi ile
ilgili olarak yapilan c¢aligmalar genellikle biyosorpsiyon kapasitelerinin belirlenmesi,
metal alim mekanizmalar1 ve metallerin geri kazanilmasia yoneliktir. Yaptigimiz bu
calisma ile gergeklestirilen biyosorpsiyon c¢alismalarina bir katki saglamak, daha 6nce
calistimamis makrofunguslarin, farkli c¢inko konsantrasyonlarinda biyosorpsiyon
kapasitelerinin belirlenmesi amacglanmistir. Bu c¢alismada kullanilan ektomikorizal
fungus izolatlariin dordii Tricholoma auratum, Lepista nuda, Clavaradelphus
truncatus ve Rhizopogon roseolus idi. Toprak ortamindaki bu izolatlarin yiiksek ¢inko
toleransi simbiyotik kosullar altindaki metal toleransi hakkindaki ¢aligmalara onderlik
edebilir.

Makrofunguslar ile yapilan bu tip agir metal giderimi calismalari ile endiistride
daha ucuz maliyetli biyosorbentlerin ¢esitliligi ortaya ¢ikarilabilir. Biiyiiyen hiicrelerle
metal gideriminde iyi sonuglar alinabilir. Bununla birlikte ¢alismamizda biyosorpsiyon
kapasiteleri belirlenen funguslarin, metal alim mekanizmalarinin aydinlatilmasi, metalin
geri kazanimi, biyosorpsiyon degerlerinin artirilmasina ydnelik optimal sartlarin
belirlenmesi, metallerin makrofunguslarda ortaya c¢ikardigi fizyolojik etkiler, farkli
metaller ile biyosorpsiyon, G.carnosum’un hiicre duvari yapisinin arastirilmasi gibi ¢ok

yonlii caligmalara konu olmasini bekliyoruz.
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