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Bu calismada, Kahramanmaras yoresinden alinan cesitli toprak, su ve atik
orneklerinden izole edilen mikroorganizmalarin lignin biyodegradasyonu iizerine
olan etkisi incelenmistir. Sonucta Bacillus firmus % 64,31, Bacillus sp. % 36,59,
Micrococcus luteus % 30,15, Pseudomonas fluoroscens ise % 15,66 oraninda lignin
kaybina neden oldugu belirlenmistir. Branhamella sp.’in ise lignin biodegradasyonu
iizerine herhangi bir etkisinin olmadig tespit edilmistir.
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In this study, the effect of microorganisms isolated from water, wasted and soil
samples around Kahramanmaras, on lignin biodegradation has been examined. As a
result, it has been observed that microorganism, Bacillus firmus , Basillus sp.,
Micrococcus luteus and Pseudomonas fluoroscens have caused lignin lose accordingly
in proportion of 64,31%, 36,59%, 30,15% and 15,66%. It has also been observed that

Branhamella sp. had no effect on lignin biodegradation.
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ONSOZ

Endiistriyel agidan biiyiilk 6neme sahip olan ligninin, degradasyonu teknolojide
kullanabilirliginin artirilmasina yonelik yapilan bu calisma, bilimsel olarak dahada
gelistirildigi taktirde lilkemizde kagit sanayinin gelisimine biiylik katkilar sagliyacagi
diistiniilmektedir.

Ulkemizde kamu sektoriinde ana hammaddeyi , kagitlik odun basta olmak i{izere
sap,saman, gol kamigtlinter, kendir, atik kagit ve seliiloz , 6zel sektoriin hammaddesi ise
sap , saman, atik kagit ve ithal seliiloz teskil etmektedir.Bitki biyokitlesi, lignoseliilozik
materyallerden baslica ii¢ polimerden olusmustur; seliiloz, hemiseliiloz ve lignin. Bunlara
ilaveten ¢esitli miktarlarda bulunan nisasta, pektin, proteinler ve cesitli extraktlar veya
recineli materyalleride igermektedir.

Odunsu materyallerin en 6nemli bilesenlerinden birisi olan lignin, son derece
kompleks bir polimerdir.Lignin’in biyolojik olarak degrede olabilmesi oldukga gii¢ olup,
hiicre duvarinin istenen diger kisimlarmin biyolojik olarak kullanabilirligini
azaltmaktadir.Simdiye kadar lignini tek karbon kaynagi olarak kullanabilen higbir
mikroorganizma bulunamamugtir.

Ligninin mikroorganizmalarla 6zellikle mantarla pargalanmasi konusunda pek ¢ok
arastirma yapilmis olmasina ragmen bakterilerin lignin parcalamasi konusunda yapilan
caligmalar oldukga azdir.

Yapilan bu calismada ise bakterilerin lignin biodegradasyonu {izerine olan etkileri
arastirilmis ve sonugta bazi bakterilerin lignin biyodegradasyonunu gerceklestirebildikleri
gozlenmistir.

Bu ¢alismay1 tamamlamama yardimci olan basta danigman hocam Dog¢. Dr. Metin
DIGRAK’ a, Ars. Gor. Metin KERTMEN’ e, Nurcan ERBIL ve Giilhan CORUK’ a
tesekkiirlerimi bir borg bilirim.

Eyliil 2006 Murat KIRECCI
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1. GIRIS

Kagit, kiiltiirel ve sanayi alanindaki yeri ile insanligin en 6nemli ihtiyaglarindan
biridir. Kagit sanayisinin gelismesi bir {ilkenin sanayi ve kiiltiirel gelismesi ile paraleldir.
Diinyada en ¢ok iiretilen ve tiiketilen maddelerden biri olan ve {ilkelerdeki iiretim ve
titketimindeki gelismenin aninda diger iilkeleri etkiledigi, bu yoniiyle {ilkeler aras1 entegre
bir durumda olan kagit iilkemizde de stratejik bir 6neme sahiptir. Kagit sanayinin temel
hammaddesi igne yaprakli ve genis yaprakli orman agaclarinin gévde ve dallarindan,
hububat, tiitiin, hashas, aycicegi, kamis, pamuk, jiit ve kendir gibi yillik bitkilerin sap,
tohum ve yapraklarindan elde edilmektedir (Crawford, 1982; Hon, 1996).

Ligninin kendisi bir karbonhidrat olmasina karsin dogada daha cok seliilloz ve
hemiseliiloz ile bir arada bulundugundan karbonhidratlar iginde incelenir. Temel yap1 tast
fenil propan bilesigi olan sinapil ve koniferil alkollerdir. Vejetasyon esnasinda polisakkarit
hiicre membrani ve hiicre arsasi oda dolgusu olarak depolanir. Geng bitkide seliiloz fazla
iken bitki yaslanip kartlagtiginda lignin miktar artar. Kuru ot ve samanda (%13-17) ytiksek
oranda ligno-seliiloz kompleksi halinde bulunur. Lignin hayvanlar tarafindan sindirilemez
(El gammal ve ark., 1997).

Giliniimiizde sanayi ve endiistri gelisiminde g¢esitli kimyasallarin kullanilmasi,
enerji, stirekli kontrol gerektirmesi, komplike islemler olmasi ve bu siireclerde de olusan
atiklarin aritilmasi ya da atiklardaki maddelerin tekrar kazanilmasi gibi maliyeti yiiksek
olan basamaklar endiistrileri daha ekonomik ¢oziimler arayisina yoneltmistir. Bu nedenle,
gelismis iilkelerde ekstrem cevre kosullarinda yasayan mikroorganizmalarin kullanimina
yonelik aragtirmalar olarak biiylik miktarlarda desteklenmektedir (Aguilar, 1996). Bu
arastirmalarda, yeni iiriinlerin kesfi ve yeni mikroorganizmalarin endiistriyel proseslerde
faydalanilmasi ¢esitli ekstrem ve moderate gevrelerden mikroorganizmalarin izole edilip
izleme yontemleri ile incelenmesi esasina dayanmakta ve disiplinlerarasi ¢alisma sekilde
yiritiilmektedir.

Dogada en ¢ok bulunan biyolojik materyallerin basinda seliiloz ve lignin gelir.
Bunlarin dogada mikrobiyolojik olarak siirekli bir rejenerasyonu séz konusudur. Her yil
milyonlarca ton biyolojik molekiil ¢esitli organizmalar tarafindan kimyasal olarak
yikilmakta ve yapilmaktadir. Boyle biiyliik miktarlarda madde yapim ve yikimi haricinde,
dogada pek ¢ok makromolekiil de mikroorganizmalar sayesinde siirekli olarak
doniistiiriilir. Bu olaylarin biyokimyasal mekanizmalarin1 6grenmek , 6zellikle de daha
karmagik gibi gorlinen yikim mekanizmalarini kavramak, dogayi olusturan biyolojik
molekiillerin insanlarin yararina daha verimli bir sekilde kullanilabilmesi i¢in ¢ok 6nemli
bir etken olusturmaktadir.

Ulkemiz kamu sektdriinde ana hammaddeyi, kagithk odun basta olmak iizere sap
saman, gol kamisi, linter, kendir, atik kagit ve seliiloz, 6zel sektoriin hammaddesini ise sap
saman, atik kagit ve ithal selilloz teskil etmektedir (Basaglia ve ark., 1992). Bitki
biyokitlesi, lignoselillozik materyallerden baglica 3 polimerden olusmustur: seliiloz,
hemiseliiloz ve lignin. Bunlara ilaveten ¢esitli miktarlarda bulunan nisasta, pektin,
proteinler, ve ¢esitli ekstraktlar veya regineli materyalleri de igermektedir. Lignoseliilozik
kaynaklar1 olusturan gerek igne yaprakli ve genis yaprakli orman agaclari, gerekse yillik
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bitkilerin, lignoseliilozik materyallerin kimyasal kompozisyonlarini, 30-95% seliiloz, 2-
50% hemiseliiloz ve 0.9-49%’ni lignin teskil etmektedir.

Kagit hamuru elde etme yontemlerin hepsindeki ortak amag¢, hammadde igerisinde
bulunan lifsel hiicreleri birbirinden ayirip bireysel lifler haline getirmektir. Lifleri bir arada
tutan etkenlerin basinda, biiyiik ¢ogunlugu orta lamelde, kismen de primer zarda bulunan
ve hiicreleri birbirine yapistirict bir rol oynayan ligninin baglayict etkisi gelmektedir.
Kompleks bir yapiya sahip olan ligninin ¢oziindiiriilmesi ise kolay bir islem olmayip,
endiistride tiretim i¢in kimyasal ve mekanik yontemlerden yararlanilir (Bostanci ve
Yalinkilig, 1988). Odunsu materyallerin en énemli bilesenlerinden birisi olan lignin, son
derece komplex bir polimerdir (Kirk ve Haskin., 1973; Eriksson ve ark. 1990) .

Bu calisma ile mantar tiirlerine gére daha hizli gelisen dolayisiyla daha fazla
biyolojik aktivite gdsteren bakterilerle ligninin parcalanma durumu arastirilacaktir. Cesitli
ekstrem ve moderate cevrelerden bakterilerin izole edilmesi ve bunlarin lignin
degradasyonundaki potansiyellerinin arastirilmasi ile kagit endiistrisinin daha verimli hale
getirilebilmesi i¢in alt yapinin hazirlanmasi amaglanmistir.

1.1. Ligninin Yapis1

Bitkide kok ve gdovdenin odunsu yapisini olusturan madde olarakta bilinir.Odunun
Oziide denen su gecirmez bir yapiya sahiptir.Yaslanmis 6lii hiicrelerin seliilloz g¢eperleri
tizerinde birikerek bitkiyi uygun olmayan cevre sartlarindan korurlar (Martinez ve ark,.
2001).Lignin bir glikozit olup kolayca glukoz ve aromatik bir alkole ayristirilabilmektedir.
Bu glikozit koniferin olarak adlandirilir. Bu bilesikten tlireyen (elde edilen) alkole de buna
uygun olarak koniferil alkol denilmistir (Strayer ve ark., 2002). Potasyum permanganat ile
ligninin oksidasyonu sonucu “Hemipin Asitleri ve Tiirevleri” meydana gelmektedir
(Sfountoulakis, 2002). Igne yaprakli aga¢ odunlar1 lignininden esas itibari ile “guayasil”
kalintis1 tasiyan pargalanma iirlinleri elde edilmesine karsilik, yaprakli aga¢c odunu
lignininden yukaridaki iiriinlerin yani sira ayni seri i¢inde “siringil” kalintis1 tagiyan
tirinlerde elde edilmektedir (Elke ve ark., 1997).

Lignin bir karbonhidrat olmamakla beraber fonksiyonlar1 bakimindan
karbonhidratlara yakin bir madde, kimyasal olarak fenil propan tiirevleridir.Hiicrede
sekonder ceper yapisina biiyiikk oranda istirak eder.Hiicre ceperini olusturan seliiloz
misellerin arasin1 amorf lignin doldurur ve bdylece dokuda odunlasma meydana gelir
(Hirofimi ve ark., 1999).

Cam agaclarinin ignelerinde yogun miktarda bulunan lignin,toprakta ¢dzlinmesi
clriiyiip topraga karismasi uzun bir zaman aldigindan ¢am agaglarinin altinda birikir.Bu
biriken maddeler yavas yavas c¢oziindiikce toprakta asit birikmesi olur.Ayrica alt
tabakadaki bitkiler olusan bu igne yumagimin altinda kaldigi icin 151k alamayarak
cliriirler.Olgunlagsmis yogun bir ¢am ormani genelde altinda c¢ok bitki barindirmaz, bu
ylizden zaten yogun golge yaparakta alttan yetisen golgeye dayaniksiz agaclari bastirir
(Breen, 1999).

Parcalanma iirlinlerinden anlagilmaktadir ki; ligninin temel yap1 tasi bir aromatik

¢ekirdek ile bir propan zincirinden olusmaktadir(Guiraud ve ark., 1998). Burada
molekiiliin baz1 yerlerinde ¢esitli fonksiyonel gruplar bulunmaktadir. Bu guruplar
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sayesinde ¢ok cesitli diger birimlere baglanabilme olasiliklar1 ortaya ¢ikmaktadir(Adosinda
ve ark., 2002). Ligninin temel yap1 tast veya temel birimi fenil propan olarak
adlandirilmaktadir. Fenil propan tiyeleri ¢cok ¢esitli tarzlarda birbirlerine baglanarak lignini
meydana getirirler(Adosinda ve ark., 2001).

Fenil propandan igne yaprakli aga¢ odunlar1 ya da yaprakli aga¢ odunlari
ligninlerinin temel Ogeleri olan koniferil veya sinapil alkoller olusmaktadir.
monokotiledonlarda ayrica kumaril alkol de goriilmektedir .

Ligninin kimyasal olarak polisakkaritlerle bagli bulundugu ortaya ¢ikmistir.Bunca
caligmalara ragmen lignin hakkinda yeterli bilgi elde edilememistir.Bunun nedeni elde
etme esnasinda ; Oziitleme asamasinda maddenin dogasinin bozulmasidir.Bu yiizden
kimyacilar odun 6ziinii (lignini) dogada bulundugu bicimiyle elde edememekte, asil madde
yerine tlirevlerini incelemek zorunda kalmaktadirlar.

Lignin; kagit iiretiminde kiikiirtdioksit, sodyum siilfit yada sodyum hidroksit gibi
maddeler yardim1 ile odun hamurundan ayrilir.Ayrilan bu lignin kendisinden
yararlanilacak uygun bir kimyasal teknolojinin yoklugu nedeni ile ¢ogunlukla yakilir .

Ligninin kimyasal yapisini inceledigimizde birbirine yakin ii¢ aromatik bilesikten
meydana  geldigini goriiriiz. Bu maddeler koniferli alkol, sinapil alkol ve p-kumar
alkoldiir. Lignin asitlerle hidroliz olmaz. Bu alkoller i¢cinde koniferli alkol esas bilesen
olup, kozalakli agaclarin lignininde %90, yayvan yaprakli agaglarin lignininde %350
oraninda koniferil alkol bulunur (Chrestini ve ark., 1998).

Ligninin biyolojik olarak parcalanabilmesi oldukca gii¢ olup, hiicre duvarinin
istenen diger kisimlariin biyolojik olarak kullanilabilirligini azaltmaktadir. Simdiye kadar
lignini tek karbon kaynagi olarak kullanabilen higbir organizma bulunamamstir.
Bakteriyel ligninin degradasyonu Actinomisetler (6zellikle Streptomyces spp. Streptomyces
viridoendosporus ve Streptomyces setonii) kullanilarak genis sekilde caligilmistir
(Crawford, 1982; Basaglia ve ark.,, 1992). Lignin ve lignin model bilesiklerini
pargalayabilen pek cok alkalifilik mikroorganizmalar izole edilmistir (Kawakami ve
Shumiya, 1983).

Kompleks lignin polimeri, g¢esitli fungilerin saf kiiltiirleri ile tamamen
ayrigtirilabilmektedir (Claudiacrestini ve ark., 1998). Tamamen ligninlesmis dokulari
ayrigtirilabilen (lignin > 20%) en O6nemli mikroorganizmalar Basidiomycetes’lerin bir
grubunu teskil eden beyaz ciiriik¢lil mantarlardir (Sfountoulakis ve ark., 2002). Beyaz-
cliriik¢iil mantarlar sahip olduklar1 kompleks ekstraseliiler enzim sistemleri selektif olarak
lignin polimerini uzaklastirir yada degistirerek seliiloz fibrelerinin elde edilmesine olanak
saglar (Michizoe ve Okazaki 2001).

Ligninin tek karbon/enerji kaynagi olarak mikroorganizmalar tarafindan
kullanilamamas1  standart zenginlestirme yontemleri ile lignini degrade eden
mikroorganizmalarin  izolasyonunu  gii¢lestirmektedir  (Crawfort, 1981). Cesitli
caligmalarda belirli mantarlar disinda lignin polimerini ayristiran mikroorganizmalarin
cesitliligi giiniimiizde tam kesin olarak belirgin degildir. Ve belirsizlik secilen tiirlerle
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yetersiz ve kapsamli ¢alismalarin eksik oldugunu gostermektedir. Ligninin kimyasal yapisi
Sekil 1’ de gosterilmistir

Ligninin tek karbon/enerji kaynagi olarak mikroorganizmalar tarafindan
kullanilamamas1 standart zenginlestirme yontemleri ile lignini degrade eden
mikroorganizmalarin  izolasyonunu  giiclestirmektedir  (Crawford, 1981). Cesitli
calismalarda belirli mantarlar disinda lignin polimerini degrade eden mikroorganizmalarin
cesitliligi giiniimiizde tam kesin olarak belirgin degildir. Ve belirsizlik secilen tiirlerle
yetersiz ve kapsamli ¢aligmalarin eksik oldugunu gostermektedir. Ligninin kimyasal yapisi
Sekil 1’ de gosterilmistir
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Sekil 1.1. Ligninin kimyasal yapisi

1.2. Seliiloz ve Genel Ozellikleri

Seliiloz karasalortamda fazla miktarda bulunan bir biyopolimerdir.Ozellikle kuru
bitkisel materyalin yapisinda fazla miktarda bulunmaktadir (Eriksson ve ark., 1990).
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Seliiloz glikoz f{initelerinin B-1,4 baglar1 ile baglanmasi sonucu olusmus bir
homopolimerdir.Seliiloz molekiiliiniin ~ biiylikliigii (polimerizasyon derecesi) bitki
hiicresinin duvarinda bulunan ikincil duvarda her molekiilde 500°den daha az glukoz
biriminin bulunmasina bagli olarak degisir ( Ljungdal ve Eriksson, 1985).

Genellikle seliilozun bitki hiicre duvarindaki orani hiicre tipine ve evresine gore
degismektedir. Ornegin; birincil duvarm kuru agirhiginin %20-40 seliilozdan olusurken
ikincil duvarin %40-60°1 selillozdan olugmaktadir (Nugzar ve ark., 1997).

Pamuk tohumunun ikincil duvarinin %100°t selillozdur. Ikincil hiicre duvar
mikrofibrilleri birincil hiicre duvart mikrofibrillerine gére daha daha yogundur ve daha
¢ok seliiloz kristalleri igerir .

Seliiloz dogada hemen hemen higbir zaman tek basina bulunmaz.Genellikle diger
bitkisel maddelerle beraber bulunur.Bu seliillozun dogal ortamda pargalanmasini
etkilemektedir.Seliiloz fibrilleri 6ncelikle hemi seliiloz, pektin ve proteinleri dahil oldugu
diger polimerlerin matrixine gomiilmiis sekildedirler.Seliiloz,hiicre duvarina turgor
basincina dayanabilecek gerilebilir bir kuvvet verir.Eger hiicre duvarindaki su lignin ile
degistirilirse yliksek bir kuvvet elde edilir.

Bitki diinyasinda en fazla bulunan ve en basit yapiya sahip olan, ayn1 zamanda
hiicre duvar1 yapisinda yer alan yapisal polisakkaritlerin en Onemlilerinden birisi
polisakkarittir(Anonim, 1969).

Seliiloz ; biitlin bitki ,ot ve agaclarin temel yap1 tagidir.Seliilozun en 6nemli gorevi
bitkilere saglamlik , diklik ve destek saglamaktir. Dogada saf halde bulunmaz.Odunun
agarlikga %40’ 11 , ketenin %60-85’ini pamuk liflerinin %85-90’1m1 seliiloz olusturur
(Johansson, 1991).

Dogada birkag ¢esit selilloz bulunmaktadir.Bunlarin hepside endiistri agisindan
onemlidir,fakat degisik amaglar i¢in kullanilir.Seliiloz tiirleri birbirinden a,b,d harfleriyle
ayirt edilir. A- seliiloz, pamuktaki seliiloz tiiridiir.Biitiin tiirler arasinda en O6nemli
olanidir.”Hemi-seliiloz” adin1 alan b-seliiloz ve d-seliiloz ise asitler ve bazlara karsi daha
az dayanikli molekiiller dallanmis halde ve daha kolay kopabilme o6zelligine sahiptir
(Anonim, 1969).

1.3. Hemiseliiloz ve Genel Ozellikleri

Hemiseliilozlar, odundaki seliilloz olmayan baslica polisakkaritlerdir. Hiicre
ceperindeki polisakkaritlerin %20-35 ‘ini hemiseliilozlar teskil etmektedir.Odunun {i¢ ana
bileseni arasinda 1stya en duyarli olan hemiseliilozlardir ve 200-260 “Carasinda bozunurlar
(Gunnar, 2000).

Hemiseliiloz, art1 seliiloz odundaki holoseliilozu olusturur. Hemiseliilozlar,
seliilozdan asagidaki 6zellikleri ile ayrilir (Yoon ve ark., 2005).

Odunun diger elemanlarindan ayrildiktan sonra seyreltik alkali ¢ozeltisinde ve
kaynayan suda ¢oziinebilirler. Hemiseliilozlarin kimyasal yapisi hakkinda bugiin ¢ok az
sey bilinmektedir. Ama su acike¢a bilinmektedir ki hemi seliilozlar seliillozdan daha
heterojendir (Robert ve ark., 2001).
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2- ONCEKI CALISMALAR

Benner ve ark. (1984),yaptiklari calismada, lignin ve polisakkarit
komponentlerinden lignoseliiloz ve sentetik lignin mikroflora sedimenti ile anaerobik
par¢alanmasin1 incelemis ve sonugta yaprak benzeri yapilarda meydana getirilen
lignoseliilozdan kullanilmig olan lignin komponentlerinin % 16.9’u ve polisakkarit
komponentlerinin % 30’unun gazli son iiriinlere par¢alandigini tespit etmislerdir.

Beguin,1990,Trichoderma reesei gibi seliilotik mikroorganizmalarin kristal
selillozu pargalayan ve sinerjistik olarak aksiyon gosteren enzim serisi iretebildigini
belirtmisglerdir.

El-Gammal ve ark. (1997), yaptiklar1 ¢aligmada lignoseliilozik materyallerin,
lignin ve seker irilinlerinin, secilen dort tane mikroorganizma ile biyodegradasyonunu
incelemis ve sonugta C. equisetifolia’nin lignoseliilozik yapisindaki lignin kayiplari P.
chrysoendosporium NRRL 6359 da %84.06; P. chrysoendosporium NRLL 6361 de
%67.66; C. versicolor NRLL 6102 de %62.9; S. viridoendosporus NRLL 2414°te %26.25
oraninda goézlemlenmistir.

B.Kurek ve ark. (1997) , Peroksidazlar ve laccasesler lignin bio-¢iirlime prosesinin
anahtar enzimleri olduklar1 ve bu enzimlerin fenolik ve non-fenolik lignin bilesiklerini
okside ederek fenoksi ve katyon radikallerinin olusmasini ortaya ¢ikarmiglardir.

Rodriguez ve ark. (1997) , yaptiklar1 ¢aligmada kuru enzim ortaminda bugday
samanimi ~ farkli  Streptomyces  tarafindan  biyolojik ~ bozunuma  ugramasi
arastirilmistir. Modifiye edilmis ligin polimeri (Asid- polimerik ligin APPL) NaOH ve su
ile karistirilmis , proliz gaz kromotogrofisi ve kiitle spektroskopisi ile karakterize
edilmistir.P-hidroksi fenol guarasil syrigil i¢indeki belirleyici farkliliklar , kontrol gruplar
ile karsilastirilmastir.

Tatarko ve Bumpus (1997),Azo boyali Kongo kirmizis1 wood rotting
basidiomycetes tarafindan biiyilk oranda indirgendigini yaptiklar1 ¢aligmalarda
saptamiglardir.

M.Adamovicrk. (1998) , yaptiklari ¢alismada Pleurotus ostreatus enziminin bugday
samant degradasyonu iizerindeki etkisi laboratuar kosullarinda incelenmis ve c¢alisma
sonucunda bugday samaninin énemli 6l¢iide degradasyona ugradigi gézlemlenmistir.

Crestini ve Sermanni (1998), Bugday ligninin bio-indirgenmesi sirasinda yapisal
degisikliklerin tespit edilmesi P-H-P homo ve hetero niikleer NMR spektoskopilerinin
ortak kullanimi 1ile saglanmistir.Belirgin olarak ¢lirimiis lignin i¢indeki kiigiik
miktarlardaki fenolik hidroksi ve metoksi gruplar az miktardaki aromatik birimler igin
belirleyici olabilecegi, fakat bunlarin yani sira karboksilik asit miktarindaki artis
oksidasyon zincir reaksiyonlarinin esaslar ile agiklanamamustir.

Alexander ve Ark. (1999) , ayptiklar1 ¢aligmada non-fenolik B-O-4 bagli lignin
modelinin okside olmasiyla meydana gelen ii¢ farkli peroksil radikal {iretim sistemini
gostermiglerdir.Bunlar: 1- Mnp, Mn(Il),linolenik asit 2- Arsidonik asit 3- Cyanvalenik
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asit olduklar1 ve sonug¢ olarak biogenik peroksi radikalleri ligninin indirgenmesinde rol
alan ajanlar olabilecegi hipotezini ortaya atmislardir.

A. leonowicz ve Ark. (1999) , kiigiik molekiiler bilesiklerin ve radikallerin
enzimlerle olan ilgisi ¢alisilmiglardir.Bu ¢alismada odun ¢iiriigii basidiomycetous mantari
oduna s1zip kolayca metabolize olmustur. Beyaz-rot mantar1 direk olarak lignin bariyerini
etkileyebilmektedir.Bu enzimler tek basina ve ortak olarak fonksiyon yapabilirler.

Lars Hilden ve Ark. (2000) , yaptiklar1 ¢alismada ekstraseliiler bir enzim olan
manganez peroksidazin lignini indirgedigini diisiinmiisler bu indirgenmenin ise hidrojen
peroksit varliginda Mn(II)  nin Mn(III) ‘e oksitlenerek etki etmesiyle miimkiin oldugunu
gormiislerdir. .Boylece cellobioz ve manganez peroksidaz ekstraseliiler yol i¢inde ligninin
biyolojik degradasyonunda rol almakta oldugunu gérmiislerdir.

Johansson ve ark. (2000) yaptiklar1 ¢calisma klorlama ve lignin biyodegrodasyonunu
incelemis ve sonucta klorlamanin degroasyon {iizerine etkili oldugunu ve organik klorinin
P. chrysoendosporium’un enzim sistemin aktiflestirerek lignin biyodegraasyonuna etki
ettigini gozlemlemislerdir.

Taumela, M. ve ark. (2000), Kagitin lignoselillozdan {iretilebildigini ve
lignoseliilozunda %20 oraninda lignin i¢erdigiyle ilgili bir caligma yapmislardir.

Yamamoto, H. ve Ark. (2000), Yapmis olduklari ¢alismada bazi
mikroorganizmalarin ¢apraz bagli LPR-GA indirgenmesine neden oldugu gozlenmistir.
Lignin jelleri, organik ¢apraz bagl glutareldehitin 25 derecede ii¢ giin boyunca derisik
metanol LPR resin ile etkilesiminden hazirlamistir. Lignin jel, etanol ve su igine
daldirildiginda reversibil genisleme — daralma hareketi sergiler. Bu ¢aligmadan su sonuglar
elde edilmistir: Lignin ve GA jellerinin dort Basidiomycotia mantari ile indirgendigi tespit
edilmis, lignin-GA jellerinin en ¢ok indirgenmesi bir fungus olan Flammulina velutipes
ilesaglanmustir.

J.C. del Rio ve M.Speranza (2001), Eucalyptus globulus odununun belirli
basidiomycetes’ler tarafindan indirgenen kisimlar1 dogal agag ¢iiriitme yontemleri ile izole
ederek gaz kromotografisi ve kiitle spektroskopisi gibi iki analitik metod ile ¢alismislar.
Benzer zirve degerler, guaiacylpropanoid (G) ve syringylpropanoid (S) lignin degerleri
icin hesaplanmistir. S/G lignin oraninda azalma gozlenmistir. Hem en diisiik
lignin/karbohidrat hemde S/G oranlar1 Phanerochaete crassa ile muamele edilen odunlarda
gozlenmistir.

Andre ferraz ve Ark.(2001), demir selat bilesikleriyle yaptiklari lignin degradasyon
calisamasinda , ligninin belirli oranlarda ayristigini gérmiislerdir .

Kumar ve ark., (2001), B.catarrhais, Brohotrix tiirleri, micrococcus luteus ve
Bacillus tiirleriyle yaptig1 lignin biyodegradasyonu g¢alismasinda micrococcus luteus’un
%11,7 oraninda lignini degrade ettigini belirtmis ama Branhamella sp. ‘nin ise degrade
isleminde basarili olmadigini1 kanitlamstir.
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M.S. Fountoulakis ve Ark. (2002) , zeytin imalathane atiklarinin degradasyonu,
liginin degradasyonu ile benzerlik gosterdigi i¢in bununla ilgili bir calisma yapmislar ve bu
calismada birgok mikroorganizmay1 kullanmiglar.Ama sonu¢ olarak hi¢bir mikro
organizmanin white-rot-basidiomycetes kadar biodegradasyon yapabilme kabiliyetinin
olmadig1 gozlenmistir.

M.Tuomela, P.Oivanen ve A. Hattaka (2002), Yaptiklar1 ¢alismada sentetik
ligninin ¢esitli beyaz ¢iirlik¢lil mantarlar ile degradasyonunu arastirmislardir.Calismada
kullanilan mikroorganizmalar, Abortiporus biennis , Bjerkandera adusta, Dichomitus
squalens , Phanero chrysosporium, Phanerochate sordida , Trametes hirsuta dir.

T.Watanabe,H. Teranishi ve Ark. (2002), Yaptiklar1 bu ¢aligmada 1-nanodecene-
2,3 dikarboksilik asid (ceriporik acid) tiretiminin OH radikali ile inhibe edilerek Fenton
reaksiyonlarma direkt olarak etkisi arastirilmistir. Aktif oksijen tiirlerinden biri olan
hidroksil radikali aga¢ hiicre duvarlarinin erozyununda bas rol oynamaktadirlar ve bu
tahribat1 gergeklestiren mikroorganizmalar ise beyaz ve kahverengi-rot mantarlaridir .

Viikari ve ark.,(2004) Trichoderma reesei tarafindan selillaz enzimi {iretimi
oldugunu ortaya koymuslar.

Grigorevski De Lima ve ark., (2005) Streptomyces drozdowiczi tarafindan iiretilen
seliilaz enziminin aktivitesini bulmak i¢in , mikroorganizma 30 C’de temel karbon
kaynaklar1 ve temel nitrojen kaynaklarinin bulundugu kiiltiirde iiretilmis siipernatant da
maksimum CMSase aktivitesinin 50 C’de pH -5 de oldugu gosterilmistir.

Kudanga ve Mwenje (2005), yapmis olduklari ¢alismalarinda Aureobadium
pullulans’dan seliilaz iiretimi oldugunuortaya koymuslardir.

Wen ve ark., (2005) Trichoderma reesei, Aspergillus phoenicis ‘den seliilaz enzimi
iretimi tizerine ¢alismuslardir.Calismlar sirasinda T. Reesei ve A. Phoenicis’in ise enzim
tiretiminin optimal oldugunu belirtmislerdir.Her iki mantarin bulundugu karisik kiiltiirde
ise optimal sicaklik degerlerinin 27 C ve pH ‘1n 5.5 oldugunu ortaya koymuslardir.

Yoon ve Kim ,(2005) Fomitopsis palustris mantarlarindan ti¢ temel seliillazin
(ekzoglulanaz, endoglukanaz beta-glukanaz) tiretimi oldugunu bildirmislerdir.

Sehnem ve ark., (2006) Penicillium echinulatum 9A02S1’den seliilaz iiretimi
oldugunu bildirmislerdir ve enzim fiiretimi iizerine laktozun etkisini ise aktiviteyi artirici
yonde oldugunu gdstermislerdir.
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3. MATERYAL VE METOD
3.1. Materyal
3.1.1. Ornekler

Calismalarimizda bakteri izolasyonu ig¢in kullanilan 6rnekler Kahramanmaras
cevresindeki ekstrem alanlardan toplanmustir.

3.1.1.1. Orneklerin toplandig alanlar;

a. Kahramanmaras Kagit Fabrikasi atiklar

b. Kahramanmaras Kagit Fabrikasi atik sulari

¢. Kahramanmaras Kagit Fabrikas1 ¢evresinden toplanan toprak drnekleri
d.Ciirtimekte olan bitki kalintilarinin bol oldugu bélgelerden alinan toprak drnekleri
e. Sanayi Bolgesi Agac Isleri Bolgesindeki toprak drnekleri

3.1.2. Besiyerleri

3.1.2.1. Nutrient Broth

Et peptonu 7.8 g
Kazein peptonu 7.8 ¢
Maya ekstrakti 28¢g
NaCl 56¢g
D(+)-Glikoz 1.0g
Destile su 1000 ml
pH 7.5

Maddeler distile suda eritilmis otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir.

3.1.2.2. Nutrient Agar
Nutrient Broth’daki maddelere 15.0 g Agar-agar ilave edilerek hazirlanmistir
3.1.2.3. Lignin Agar
Lignin 50¢g
Agar-agar 17,3 g
Fizyolojik tuzlu su 1000 ml

Maddeler distile suda eritilmis otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmisgtir.
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3.1.2.4. Lignin Degradasyon Buyyon

KI‘I2P04 1,0 g
NaHPO, 40¢g
NaCl 02¢g
MgS04.7H,0 02¢g
CaCl, 0.05¢g
Maya extrakti 20¢g
Lignin 50¢g
Distile su 1000 ml

Maddeler distile suda eritilmis otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir.

3.1.2.5. Nutrient Jelatin Ortami

Nutrient broth 23g
Jelatin 40 ¢
Distile su 1000 ml
pH 7,0

Maddeler distile suda eritilmis otoklavda 121°C’de 15 dakika siire ile sterilize
edilmistir.

3.1.2.6. Pseudomonas Agar F

Tryptone 10,0 g
Peptone 10,0 g
Dipotassium phosphate 1,5 g
Magnesium sulfate 1,5¢g
Agar 150¢g
Distile su 1000 ml
pH 7,0

Ortam 121°C’de ve 1,1 atmosfer basing altinda sterilize edilerek hazirlanmistir. Bu
ortam Pseudomonas genusunun izolasyonunda kullanilmistir (Anonim, 1984).

3.1.2.7. Nitrat Broth

Nutrient Broth 130g
KNOj; veya NaNOs 50g
Distile su 1000 ml
pH 7,0

Ortam 121°C’de ve 1,1 atmosfer basing altinda sterilize edilerek hazirlanmstir.
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3.1.2.8. Ure Agar
Pepton 1,0g
NaCl 50¢g
KH2P04 2,0 g
Fenol Red (%2 ‘lik) 6,0 ml
Agar 10,0 g
Distile su 1000 ml
pH 6,9

Ortam 121°C’de ve 1,1 atmosfer basing altinda sterilize edilerek hazirlanmistir.
3.1.2.9. Karbonhidrat Fermentasyon Ortamlar:

Glukoz, Sakaroz, Son konsantrasyonunda % 1,Laktoz, Maltoz vb..

Beef extract 1,0g
Peptone 10,0 g
NaCl 50¢g
Phenol red 0,0018 g
Distile su 1000 ml
pH 7,0

Ortam 121°C’de ve 1,1 atmosfer basing altinda sterilize edilerek hazirlanmistir.
3.1.3. Cozeltiler
3.1.3.1. a-Naftol Cozeltisi (%5’ lik)

a-Naftol 50g
Etil alkol 100,0 ml

a-Naftol 80 ml metil alkol igerisinde ¢oziilmiis ve hacim 100 ml’ye tamamlanmustir.
Bu ¢ozelti, MR-VP brothda nétral iiriinlerin varligini belirlemek i¢in kullanilmistir. Nitrit
indirgeme testinde nitritlerin varliginin belirlenmesinde de kullanilmustir (Ozgelik, 1998).

3.1.3.2. Sulfanilik Asit Cozeltisi

Siilfanilik asit 5,0g
Asetik asit(5N) 1000ml

Nitrat broth’da nitrit olusumunun tespit edilmesinde kullanilmistir (Bradshaw, 1992).
3.1.3.3. Nessler Cozeltisi

50g KI, 35 ml soguk suda ¢oziilmiis ve hafif bir ¢cokelti kalincaya kadar doymus
cozelti elde edilmistir. Daha sonra KOH’nin %50’lik solisyonundan 400 ml eklenmis,
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hacim 1000 mI’ye tamamlanmustir ve iistte kalan s1vi kismi kullanilmistir. Nessler ¢ozeltisi
nitrat broth’da amonyagin varliginin belirlenmesinde kullanilmistir (Sentiirk, 1993).

3.1.3.4. %2’lik Fenol Red Cozeltisi

Fenol Kirmizisi 0,1g
Etanol (% 95°lik) 250 ml
Distile su 250 ml

Fenol red %95’lik etil alkol igerisinde ¢oziilerek hazirlanmistir. Bu ¢ozeltisi iireaz
testinde kullanilmistir (Sentiirk, 1993; Giicin ve Diilger, 1995).

3.1.3.5. %20’ lik Ure Soliisyonu
20 g iire, 100 ml deiyonize suda ¢oziilmiistiir. Urenin yapisinin bozulmamas: igin
filtrasyon veya tindalizasyon ile sterilize edilmistir. Yine bu soliisyon mikroorganizmalarin

tireaz aktivitesinin tespitinde kullanilmistir (Sentiirk, 1993; Giicin ve Diilger, 1995).

3.1.3.6. Metilen Mavisi Cozeltisi

Metilen mavisi 1,0g
Fenol 0,50 g
Disitile su 100 ml

Bu ¢ozelti izole edilen mikroorganizmalarin endospor boyama testinde
kullanilmistir (Giicin ve Diilger, 1995).

3.1.3.7. % 5’lik Malasit Yesili Cozeltisi

Malasit Yesili 50¢g
Distile su 100 ml

Malasit yesili ¢ozeltisi endospor boyamada kullanilmistir (Giicin ve Diilger, 1995).
3.1.3.8. % 0,5’lik Safranin Cozeltisi

Safranin 0,50 g
Distile su 100 ml

% 0,5’1lik safranin ¢ozeltisi endospor boyamada kullanilmistir (Giicin ve Diilger,
1995).

3.1.3.9. Kristal Viyole Cozeltisi

Kristal viyole 20¢g
Etil alkol(% 95°lik) 200 ml
Amonyum okzalat 0,80 g
Distile su 80 ml
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20 ml Etanolde 2 g Kiristal viole ¢oziilmiistiir. 80 ml distile suda 0,8 g amonyum
oksalat ¢6ziilmis ve bu ¢ozelti alkolde ¢oziilmis olan Kristal viole ilave edilmistir. Bu
¢ozelti Gram (Gr) boyama testinde kullanilmistir (Giicin ve Diilger, 1995; Ozgelik, 1998).

3.1.3.10. Safranin Cozeltisi

Safranin 0,25¢
Etanol (% 95°lik) 10 ml
Distile su 100 ml

Safranin etanolde c¢ozilmistiir, distile su ilave edilip iyice karstirilarak
hazirlanmistir. Bu ¢ozelti gram boyama yonteminde kullanilmistir (Giicin ve Diilger, 1995;
Ozgelik, 1998).

3.1.3.11. Gram lyodiir Cozeltisi

Iyot 1,0g
KI 20¢g
Distile su 300 ml

Iyot ve KI havanda iyice karistirilarak toz haline getirilmistir. Ve iizerine yavas
yavag distile su ilave edilerek hazirlanmustir. Bu ¢dzelti gram boyama metodu i¢in
kullanilmigtir (Giicin ve Diilger, 1995; Ozgelik, 1998).
3.1.4.Calismada Kullanilan Deney Ekipmanlar:

Hassas Terazi: 0.0001-220 gr arasinda 6l¢lim yapabilme 6zelligine sahiptir.

Inkiibatér: Lignini degrade edebilen mikroorganizmalarin gelistirilmesinde kullanilmustir.
Mikroskop: Mikroorganizmalarin morfolojilerinin belirlenmesinde kullanilmistir.

Cam malzemeler:100,150 ve 250 ml ‘lik erlen ve 250 ml’lik beherler kullanilmistir.

Steril kabin: Calismada kullanilan bakterilerin besiyerlerine asilanmasi esnasinda saf
kiiltire baska mikroorganizmalarin kontaminasyonunun engellenmesi amact ile
kullanilmustir.

Oze:Petri kablarma bakterilerin asilanmasinda kullanilmustir.

Otoklav:Ekimler yapilan besiyerlerinin sterilizasyonunda ve genel sterilizasyonda

kullanilmastir.

Pasteur firin1:Cam malzemelerinin kuru sterilizasyonlarinda kullanilmistir.
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3.2. METOD
3.2.1. Ligninin elde edilisi

Siyah kavak’in (Populus nigra) odun pargalari, etanol-su karigimi [180 ml;
60:40(v/v)] ve 0.02N H,SOj4 (katalizlemek icin; % 0.2 karigimin iizerine ilave edilir)
iceren ortamda 75 °C’de 2 saat bekletilmistir. Elde edilen karisim sulandirilmis ve filtre
edilmistir. Bekleme sonunda iistte kalan partikiiliin igerigi ilk Once organik ¢oziicii
[60:40(v/v)] ile ve daha sonra ise distile su ile yikanmistir. Filtrat 40°C’de, azaltilmis
basing altinda yogunlastirilmistir. Alkol-su karisimi igerisinde kalan lignin (koyu kahve
renkli) HCI ile sulandirilarak ¢okeltilmis ve 40°C’de 24 saat kurutulmustur (Fengel ve
Wegener, 1984).

3.2.2. Orneklerin Alinmasi

Su, toprak ve atik Ornekleri steril kavanoz ve polietilen torbalara alinmis ve
orneklerin toplandig1 alanlar kaydedilerek laboratuara tasmmustir. Ornekler toplandiktan
sonra analiz yapilincaya kadar 4 °C’de muhafaza edilmistir (Ozgelik, 1998; Malloch, 1981;
Brock, 1979)

3.2.3. Orneklerin Ekimi ve izolasyonu

Toplanan Srneklerden 10™"lik diliisyonlar hazirlanmistir. Hazirlanan bu diliisyonlar
Nutrient Broth ortamina ekilerek Bakterilerin gelismesi i¢cin 37°C’de 24 saat siire ile
inkiibe edilmistir (Collins ve ark., 1989; Buchanon ve Gibbons, 1984). Siire sonunda
aktivite kazanan mikroorganizmalar igerisinde lignin parcalayabilenlerin belirlenmesi igin
Lignin Agar’a ¢izme ve siirme yontemiyle ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan plaklar 37
°C’de 15 giin siire ile inkiibe edilmistir. Lignin Agar’da gelistigi gozlenen
mikroorganizmalarin koloni morfolojilerinin belirlenmesi amaci ile Nutrient Agar’a
transfer edilmis ve slirme yontemiyle saf kiiltiir eldesi i¢in ekimi yapilmistir (Sekil 2-4).
Plaklar 37 °C’de 24 saat siire ile inkiibe edilmistir (El-Gammal ve ark., 1998).

Sekil 3.1. Kahramanmaras bélgesin(ié farkli alanlardan toplanan orneklerde lignin
biyodegradasyonu i¢in yapilan diliisyon ve izolasyon islemleri
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Sekil 3.2. Kahramanmaras yoresindeki farkli ortamlardan alinan Orneklerden bakteri
izolasyonu ve saf kiiltiirlerin stok islemi(Kumar, 2001)

Sekil 3.3. Kahramanmaras yoresmdekl farkl1 ortamlardan alinan orneklerden bakterl
izolasyonu ve saf kiiltiirlerin stok islemi(Kumar, 2001)

3.2.4. Lignin Biyodegradasyonu

Koloni morfolojisi fakli olarak belirlenen izolatlarin lignini parcalayabilme
durumlarim1 belirlemek amaciyle Nutrient Broth ortamina ekimi yapilarak aktivasyonu
saglanmistir. Nutrient Broth’da zenginlestirilen bu izolatlar daha sonra, Lignin
Degradasyon Buyyon’a asilanmis ve 37 °C’de 8 hafta siire ile inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol olarak bakteri asilanmayan ve kiiltiir ortaminda gelisen bakterilerin agirliginm
belirlemek i¢in bakteri asilanan fakat lignin i¢ermeyen ortamlar kullanilmistir (E1-Gammal
ve ark., 1997).

3.2.5. Lignin Biyodegradasyon Oraninin Belirlenmesi

Sekiz haftalik siire sonunda bakteri asilanmis ve 37 °C’de inkiibe edilmis olan
Lignin Degradasyon Buyyon otoklavda steril edildikten sonra, kurutulmus ve agirliklari
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kaydedilmis olan filtre kagitlarindan siiziilmistiir. Slizme isleminden sonra filtre
kagitlarinin iizerinde kalan lignin Pastér firininda tekrar kurutulmugstur. Bu islemin
ardindan tartim islemi tekrarlanmis ve kagidin kaydedilen ilk agirligi son agirligindan
cikarilmistir. BOylece olusan fark filtre kagidi {izerinde kalan lignin agirhigi olarak
belirlenmigtir (Sekil 5, 6) (EI-Gammal ve ark., 1998). Degradasyona ugrayan ligninin
miktari ise agagida verilen formiil ile hesaplanmigtir.

% Degrede Lignin = LBL_ Ls 100

B
Lp=Baslangictaki lignin miktar
Ls= Son lignin miktar1

Sekil 3.4. Kahramanmaras yoresindeki farkli ortamlardan alinan 6rneklerden bakterilerin lignin
biyodegradasyonunun belirlenmesi

Sekil 3.5. Kahramanmaras yéresindeki farkli ortamlardan alinan 6rneklerden bakteri suglarinin
lignin biyodegradasyonun belirlenme ¢aligmalari
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3.2.6. Bakterilerin Tanimlanmasi

Lignin agarda gelisen izolatlarin tanimlanmasi ig¢in izolatlarin gram boyama,
katalaz aktivitesi, hareketlilik, morfoloji, endospor olusumu, oksidaz, fluorasan pigmenti,
jelatin, arjinin, nisasta ve kazein hidrolizi, nitrat olusumu, 4, 42, 50 ve 60 °C’de gelisme,
iireaz, glikoz, sakaroz, ksiloz, manitol, laktoz, fruktoz ve maltozdon asit olusumu, Voges
Proskauer testi gibi 6zelliklerine bakilmistir. Elde edilen sonuglar dikkate alinarak (Collins
ve ark., 1989; Horikoshi ve ark., 1996 ’nin belirledigi metotlara gére bakterilerin teshisi
yapilmistir. Teshis i¢in yapilan bazi kiiltiirel, biyokimyasal ve fizyolojik testler sunlardir:

3.2.6.1. Gram Boyama

Izolasyonu yapilan saf koloni bir damla fizyolik tuzlu su icinde ezilerek bir lam
lizerine yayildi. Havada kurutulup alevden bir ka¢ defa gecirilmek suretiyle tespit edildi.
Daha sonra kristal viyole boyasi ile 2,5 dakika boyanip liigol soliisyonuyla 1 dakika
beklendikten sonra %95 alkol ile renksizlestirme islemi yapildi ve fuksin boyasi ile 15 sn
boyandiktan sonra kurutulmus ve immersiyon yagi damlatilarak mikroskopta incelenmistir
(Collins ve ark. 1989; Giicin ve Diilger, 1995).

3.2.6.2. Proteolitik Aktivite

Nutrient Jelatin ortami mikroorganizmalarin proteolitik ekzoenzimlere sahip olup
olmadiklarini belirlemek i¢in kullanilmistir. Ortam 121°C’ de ve 1,1 atmosfer basingta 15
dakika sterilize edildikten sonra dik bir sekilde dondurulmustur. Oze ile dik bir sekilde
mikroorganizmalarin ekimi yapilmistir. Ekimi yapilan izolatlar 22 C° de iki giin siire ile
inkiibe edilmistir. Bu nedenle inkiibasyon 20-25°C’de 7 giin siire ile yapilmustir.
Inkiibasyon sonucunda ekim yapilan ¢izginin etrafinda sivilasma var ise bu proteolitik
ekzoenzimlerin varlig1 i¢in pozitif, sivilasma yoksa sonug negatif kabul edilmistir (Giicin
ve Diilger,1995).

3.2.6.3. Nitrat Rediiksiyonu

Ortam durham tiiplii olarak deney tiiplerinde hazirlanmistir. 121°C’de ve 1,1
atmosfer basing altinda 15 dakika siire ile sterilize edilmistir. Bu ortam nitratlarin-nitrite,
nitritlerin-amonyaga, = amonyagmn-N,  gazina  indirgenmesinin  belirlenmesinde
kullanilmistir. Deney tiipleri mikroorganizmalarla inokiilasyondan sonra 37°C’de 7 giin
stire ile inkiibasyona birakilmis ve ikinci glinden itibaren her giin kontrol edilmistir. Temiz
test tiipleri igerisine iiremenin oldugu deney tiiplerinden steril pipetlerle 1’er ml transfer
edilmistir. Bunlarin {izerine siilfanilik asit ¢ozeltisinden 3 damla ve a-Naftol ¢ozeltisinden
2 damla ilave edilmistir. Ortamda nitrit mevcut ise nitritlerle bu iki ¢ozeltinin karisimi
pembemsi-kirmizimsit bir bilesik olusturacaktir. Bu rengin olusumu nitrit varligi igin
pozitif sonu¢ olarak kabul edilmistir. Nitritler i¢in pozitif sonu¢ veren deney tiipleri NH;
olusumunu saptamak i¢in yine birka¢ gilin inkiibasyona birakilmistir. Yine test tiiplerine
kiiltiirlerden 1’er ml transfer edilerek, iizerlerine birka¢ damla Nessler c¢ozeltisi
damlatilmistir. Ortamda NH; mevcut ise sarimsi-turuncu renk olusur ve bu da NHj varligi
icin pozitif sonuca isarettir. Yine bu yedi giinliik periyot icerisinde ortamda N, gazinin
varlig1 da durham tiiplerinde gaz birikimine bakilarak tespit edilmistir (Bradshaw, 1992;
Sentiirk, 1993; Giicin ve Diilger, 1995).

18



MATERYAL VE METOD Murat KIRECCI

3.2.6.4. Ureaz Aktivitesi

Ortam deney tiiplerinde hazirlanmig ve 121°C’de ve 1,1 atmosfer basing altinda 15
dakika siire ile sterilize edilmistir. Daha once tindalizasyon yontemi ile sterilize edilmis
tirenin %20’lik sollisyonundan, erimis ortamdaki final konsantrasyon %2 olacak sekilde
aseptik kosullarda, bazal ortama ilave edilmistir. Bu besiyeri iireaz enzimine sahip olan
izolatlarin belirlenmesinde kullanilmustir.

NH,CONH,; +H,0 (Ureaz) — 2 NH; + CO,

NH; olusumu indikatoriin rengini bazik hale getirmektedir. Boylece fenol red
indikatoriiniin sar1 olan rengi kirmiziya doniismektedir. Bu sonug¢ iireaz enziminin
varliginin pozitif oldugunu gostermektedir (Anonim, 1984; Sentiirk, 1993, Giicin ve
Diilger, 1995).

3.2.6.5. Karbonhidrat Fermentasyonu

Deney tiiplerine durham tiipli yerlestirildikten sonra, ortam tek bir seker igerecek
sekilde hazirlanmistir. Ksiloz ve fruktoz igeren ortamlar tindalizasyon yontemi ile, glukoz,
sakkaroz, maltoz ve laktoz 115°C’de 10 dakika siire sterilize edilmistir (Bradshaw, 1992).
Bu ortam yukarida bahsedilen sekerlerin mikroorganizmalar tarafindan fermentasyon
yoluyla kullanilabilirligini belirlemek amaci ile kullanilmistir. Fermentasyon sonucunda
ortamda asit veya hem asit hem de gaz gozlenecektir. Ortamdaki indikatoriin kirmizi olan
rengi asit olusumu durumunda sartya donecektir ki bu da asit olusumu igin pozitif
sonuctur. Yine Durham tiipleri icerisinde gaz birikimi de fermentasyon sonucunda gaz
olusumu i¢in pozitif sonu¢ olarak kabul edilmistir (Anonim, 1984; Bradshaw, 1992;
Sentiirk, 1993, Giicin ve Diilger, 1995).

3.2.6.6. Katalaz Aktivitesi

Katalaz enzimi, Hidrojen peroksiti (H,O,) aynstirarak O, ve H,O’yu meydana
getirmektedir. Taze bakteri kiiltiirline H,O, ilave edildiginde O, kabarciklarinin ¢ikmasi
katalazin varligin1 kanitlamaktadir. Test edilecek bakteri kiiltiirii Tryptose Agar besiyerine
platin 6ze yardimiyla inokiile edilmistir. 30°C’de 1-7 giin inkiibasyondan sonra besiyerine
%?3’liik H,O,’den 3 damla damlatildiginda kabarcik olusumu pozitif bir reaksiyon olarak
kabul edilmistir (Giicin ve Diilger, 1995).

3.2.6.7. Oksidaz

Bu test Pseudomonas, Vibrio, Aeromonas, Neisseria, Alcaligenes gibi
mikroorganizmalar1 diger mikroorganizmalardan ayirmak igin kullanilir. Orneklerden izole
edilen bakteri kolonileri nutrient broth ortaminda 37°C’de 24 saat siire ile inkiibe edildi.
Siire sonunda bakteri siispansiyonu lizerine tetrametil-p-fenilendiamin hidroklorit’in %
I’lik sulu ¢ozeltisinden bir miktar damlatildi. Oksidaz pozitif kolonilerde pembe renk
olusumu goriilmistiir (Seeley ve VanDemark, 1981)
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3.2.6.8. Endospor Olusumu

Endospor olusturan bakteriler PCA (Plate Count Agar) besiyerinde belirlendi.
Nutrient broth ortaminda aktiflestirilen izolatlar 80 °C’de 20 dakika tutulduktan sonra
hemen sogutuldu ve 0,1 ml 6rnek, steril petri kutularinda 40-45 °C deki yaklasik 10 ml
besiyeri ile kanistirilarak, petriler 37%1.0 °C’deki etlivde 48 saat siireyle inkiibe edildi
(Collins ve ark, 1989, Giicin ve Diilger, 1995).

3.2.6.9. Arginin Hidrolizi

Bakteri izolatlar1 Arginin Buyyona ekilmis ve tlipler 30°C’de 2-7 giin siire ile
inkiibe edilmistir. Kiiltiir iizerine belirtilen siire sonunda Nessler ayiraci damlatilarak
arginin hidrolizi gdzlenmistir. Argininin hidroliz edilmesi durumunda ayiracin portakal
rengine donlistiigii goriilmiistiir (Seeley ve VanDemark, 1981).

3.2.6.10. Nisasta Hidrolizi

Bakteri izolat1 Nigasta Agarli petri kutusuna ¢izgi yontemiyle ekilmis ve 37°C’de
48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Kiiltiir {izerine belirtilen siire sonunda Lugol ayiraci
damlatilarak nisasta hidrolizi gdzlenmistir. Nisastanin hidroliz edilmesi durumunda kiiltiir
ortaminin maviye boyanmadig1 gozlenmistir (Seeley ve VanDemark, 1981; Collins ve ark.,
1989, Giicin ve Diilger, 1995).

3.2.6.11. Kazein Hidrolizi

Bakteri izolatt Skim Milk Agar dokiilmiis petri kutusuna ¢izgi yontemiyle ekilmis
ve 37°C’de 48 saat siire ile inkiibe edilmistir. Siire sonunda kazeinin hidroliz edilmesi
durumunda bakteri kolonisinin etrafinda acik bir zon gozlenmistir. (Seeley ve VanDemark,
1981, Collins ve ark., 1989, Giicin ve Diilger, 1995).
3.2.6.12. Sitrat1 Degerlendirme

Bakteri izolat1 Sitratli besiyerine ekilmis 37C°’de dort giin inkiibe edilmistir. Siire

sonunda kazeinin hidroliz edilmesi durumunda bakteri kolonisinin etrafinda agik bir zon
gozlenmistir. (Seeley ve VanDemark, 1981, Collins ve ark., 1989, Giicin ve Diilger, 1995).
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4. BULGULAR ve TARTISMA

Yukarida belirtilen ¢aligma alanlarindan toplanan 6rneklerden nutrient agar ortaminda
gelisme gosteren ve morfolojik yapilar1 farkli olan toplam 87 izolat elde edilmistir. Bunlardan
Kahramanmaras Kagit Fabrikas1 artiklarindan izolasyonu yapilan 16 adet izolattan sadece 1
ornek, Kahramanmaras Kagit Fabrikasi atik sularindan izole edilen 21 izolattan 2 Ornek,
clirimekte olan bitki kalintilarinin bol oldugu bolgelerden alinan toprak drneklerinden izole
edilen 19 izolattan ise 2 O0rnek lignin agarda gelisme gostermistir. Diger bolgelerden alinan
orneklerden izole edilen 31 adet izolattan ise lignin agarda gelisme gosteren olmamistir.
Izolatlara ait baz1 fiziksel, biyokimyasal ve morfolojik 6zellikler Cizelge 1, Cizelge 2 ve
Cizelge 3’te gosterilmistir.

Konu ile ilgili olarak 6nceki yillarda yapilmis olan ¢alismalar incelendiginde, genel
olarak mantarlar iizerine calisildigi ve bu mantar tiirlerinden bazilarinin lignini degrede
edebilecek enzimlere sahip oldugu goriilmiistiir. El-Gammal ve ark. (1998) lignin
degradasyonu iizerine yaptiklari ¢alismada, bazi mantar tiirlerinin P. crhysoendosporium, C.
versicolar ve S. viridoendosporus’un lignini degrede edebilecegini gozlemlemis ve bunlardan
en fazla degradasyona sebep olanin % 84.06 oraninda P. crhysoendosporium ve en az
degradasyona sebep olanin ise % 26.25 oraninda S. viridoendosporus oldugunu tespit
etmiglerdir. C. versicolar ise % 62.9 oraninda degradasyona sebep olabilmektedir. Adamovic
ve ark. (1998) ise yaptiklar1 ¢aligmalarda lignin biyodegradasyonunda Pleurotus ostreatus’un
oldukgca etkili enzimlere sahip oldugunu belirtmiglerdir.

Arastirmada elde edilen izolatlara ait bazi ozellikler su sekilde irdelenmistir.
Calismada kullanilan bir nolu izolat +4 °C de iireme gostermezken +42 °C de iireme
gostermektedir. Gram boyama, hareketlilik testi, endospor olusumu, oksidaz, fluorasan
pigmenti, lireaz aktivitesi, sakaroz, ksiloz, manitol ve maltozdan asit olusumu i¢in negatif,
katalaz, jelatin hidrolizi, nitrat rediiksiyonu, glikoz, laktoz ve fruktozdan asit olusumu igin ise
pozitif sonu¢ vermistir. Ayrica morfolojik olarak kok seklinde gozlenmis olup, arginin
hidrolizi test edilmemistir. Belirtilen bu 6zellikleri tagiyan bir mikroorganizma Collins ve ark.
(1989) tarafindan Branhamella sp. olarak tanimlanmustir.
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Cizelge 4.1. Kahramanmaras yoresindeki farkli ortamlardan alinan 6rneklerden izole edilen
mikroorganizmalarin fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri .
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Iki nolu izolatta +4 °C de gelisme gdzlenmezken +42 °C gelisme gdzlenmektedir.
Morfolojik olrak ¢ubuk olarak belirlenen bu mikroorganizma Gram (+) olup, katalaz,
hareketlilik, endospor olusumu, oksidaz, jelatin hidrolizi, nitrat rediiksiyonu, glikoz, sakkaroz,
ksiloz, laktozdan asit olusumu bakimindan pozitif; fluorosan pigmenti ve fruktozdan asit
olusumu bakimindan negatif sonu¢ verdigi goézlemlenmistir. Arginin hidrolizi, maltoz ve
manitolden asit olusumu test edilmemis olup, lireaz aktivitesi yoniinden degiskenlik
gostermektedir. Bu mikroorganizma yukarida belirtilen o6zellikleri itibari Collins ve
ark.(1989) tarafindan Bacillus sp. olarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.2. Kahramanmaras yoresindeki bazi ekstrem ortamlardan alinan 6rneklerden izole
edilen mikroorganizmalarin fiziksel ve biyokimyasal 6zellikleri

izolat Asit Olusumu
Glikoz | Sakkaroz | Ksiloz | Manitol | Laktoz | Fruktoz | Maltoz
1 + - - - + + -
2 + + + T + - T
3 + + - v + \% +
4 - + - \% - - -
5 + - - + + - +
T: Test Edilmedi v: Degisken

Yapilan gozlemlerde ii¢ nolu izolatin ise 4 °C de gelisme gostermeyip, 42 °C de
gelisme gosterdigi belirlenmistir. Bu mikroorganizma arginin hidrolizi yoniinden tespit
edilmeyip, manitol ve fruktozdan asit olusumu ve oksidaz aktivitesi yoniinden degisiklik
gostermektedir. Gram (+) olan bu mikroorganizma, morfolojik yonden kok olarak
belirlenmigtir. Katalaz aktivitesi, jelatin hidrolizi, nitrat rediiksiyonu, glikoz, sakkaroz, laktoz
ve maltozdan asit olusumu yoniinden pozitif sonu¢ verirken; ksilozdan asit olusumu,
hareketlilik, endospor olusumu, fluorosan pigmenti ve lireaz aktivitesi yOniinden negatif
sonu¢ vermistir. Belirtilen 6zellikler itibari ile bu mikroorganizma, Collins ve ark.(1989)
kaynak alinarak Micrococcus luteus olarak belirlenmistir.

Cizelge 4.3. Kahramanmaras yoresindeki bazi ekstrem ortamlardan alinan 6rneklerden izole
edilen mikroorganizma kolonilerinin morfolojik 6zellikleri

Izolat No Renk Koloni Sekli Kenar Yiikselti Yiizey
1 Sar1 Nokta Diiz Kubbeli Parlak
2 Beyaz Dairesel Dalgali Konveks Parlak, Diiz
3 Sar1 Dairesel Dalgali Konveks Piiriizli
4 Kirli Beyaz | Gayrimuntazam | Loblu Yiikselmis Parlak,Diiz
5 Beyaz Dairesel Diiz Yiikselmis Diiz

Gram (+) 6zellik gosteren dort nolu izolat endospor olusturmaktadir. Izolat 4 °C de ve
42 °C de gelisme gostermekte olup, 50 ve 60 °C’de gelisme gdstermemektedir. Morfolojik
olarak c¢ubuk seklinde ve hareketlidir. Oksidaz aktivitesi degiskenlik gostermekte olup,
arginin hidrolizi tespit edilememistir. Ayrica, katalaz aktivitesi pozitif, jelatin hidrolizi negatif
ve nitrat rediiksiyonu degisken olarak tespit edilmsitir. Sakarozdan asit olusumu pozitif ve
glikozdan asit olusumu yoniinden ise negatifdir. Fluorosan pigmenti, iireaz aktivitesi, laktaz,
fruktoz ve maltozdan asit olusumu yoniinden ise negatif sonu¢ verdigi tespit edilmistir.
Amilaz enzimine sahip olan 4 nolu izolat citrati ve kazeini degerlendirmekte ve %7 NaCl
iceren ortamda gelisme gostermektedir. Ayrica, anaerobik ortamda da gelisme
gosterebilmektedir. Ozellikleri belirtilen bu mikroorganizmanin Collins ve ark. (1987)’ye
gore Bacillus cinsine ait oldugu, Claus ve Berkeley (1986)’in verilerine gore Bacillus firmus
oldugu tespit edilmistir.

Yapilan caligmada kullanilan bes nolu izolat Pseudomonas Selective Agar ortaminda
gelisme gostermis ve fluorosans 6zelligi gostermistir. Gram (-) olup, morfolojik olarak kisa
cubuk seklinde oldugu gozlenmistir. 4 °C de gelismekte olup, +42 °C de gelisememektedir.
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Katalaz, hareketlilik, fluorosan pigmenti, jelatin hidrolizi, arginin hidrolizi, nitrat
rediiksiyonu, glikoz, manitol, laktoz ve maltozdan asit olusumu acisindan pozitif; endospor
olusumu, sakaroz, ksiloz ve fruktozdan asit olusumu acgisindan ise negatif 6zellik gosterdigi
belirlenmistir. Oksidaz aktivitesi yoniinden ise degisiklik gostermektedir. Bu belirtilen
Ozellikleri tasiyan bir mikroorganizmanin Pseudomonas flouroscens olacagi Collins ve ark.
(1989) ve Horikoshi ve Akiba (1982) tarafindan bildirilmistir.

Cizelge 4.4. Kahraman Maras yoresindeki bazi ekstrem ortamlardan alinan 6rneklerden izole
edilen bakterilerin asilandig1 ortamda olusan lignin kaybi

izolat No ve Ad Kontrol Agirlik Kayb1,% Lignin Agirlik Kayb1,%
1 | Pseudomonas fluoroscens 0 15.66
2 | Bacillus sp. 0 36.59
3 | Micrococcus luteus 0 30.15
4 | Bacillus firmus 0 64.31
5 | Branhamella sp. 0 0

70+

60+

50

40|

30|

20|

10

o,

1 2 3 4 5

Sekil 4.1. Yiizde olarak degrade edilen lignin miktarlart (1. Pseudomonas
fluoroscens 2. Bacillus sp. 3. Micrococcus luteus 4. Bacillus firmus 5.
Branhamella sp.)

Yukarida cizelge 4’te de gorildiigii gibi Kahraman Maras bolgesindeki farkli
alanlardan toplanan 6rneklerden izole edilen bakteriler Lignin Broth ortaminda bulunan lignin
miktar1 Bacillus firmus olarak teshis edilen dort nolu izolatta % 64.31 oraninda en fazla
azalma gosterirken, Pseudomonas fluoroscens’te % 15.66 oraninda en az azalma
gostermektedir. Branhamella sp. ise gelistigi Lignin Broth ortamindaki lignin miktarinda
herhangi bir azalma meydana getirmemistir.

Konuyla ilgili onceki yillarda yapilan calismalar incelenmis ve Kumar ve ark.
(2001)’nin  kirli topraklardan izole edilen bakteriler ile lignin biyodegradasyonunu
incelemisler ve sonugta  Brochothrix species, Micrococcus luteus ve Bacillus firmus
tarafindan lignin biyodegradasyonun gerceklestirilebildigi tespit edilmistir. Yaptigimiz bu
calismada da Micrococcus ve Bacillus cinslerine ait tiirler izole edilmis ve kiiltiir ortamindaki
lignin miktarinda azalmaya neden oldugu gozlenmistir. Yapilan calismalara uygunluk
sagladig1 gozlenmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

Tiirkiye, dogal kaynaklar yoniinden diinyanin en zengin iilkelerinden biridir. Hem
ekstrem hem de moderate ¢evreler yoniinden oldukca zengin bir potansiyele sahiptir. Bu
cevrelerde yasayan mikroorganizmalarin ¢esitligi ve bunlarin endiistride kullanilabilirligi
konusunda yapilan bu ¢aligmalarin iilke ekonomisini ve insan sagligini tehlikeye sokacak
cevre kirliligine ¢dzlim saglayacagi diisliniilmektedir. Ayrica izolasyonu tanimlamasi
yapilan bakterilerde bulunan ve lignin pargalayan enzimlerin etkisi, karakterizasyonu,
tiretilme hiz1 ve kullanma potansiyeli degerlendirildikten sonra, etkili olan bakterilerden
enzim eldesi ve ekonomik olarak endiistrinin ¢esitli alanlarinda (kagit fabrikalar1 gibi)
kullanilabilme imkanlarinin arastirilmasinin yararl olacagi kanisindayiz.

Kagit atiklarinin tekrar doniistiiriilmesinin endiistiriyel a¢idan oneminden dolay1
yapilan bu caligsma, farkli yerlerden alinan toplam 87 farkli izolattan elde edilmistir.
Nutrient Agar besiyerlerine ekimleri yapilan bu izolatlardan, Kahramanmaras kagit
Fabrikasi artiklarindan izole edilen 16 izolattan sadece 1 Ornek, Kahramanmaras kagit
Fabrikas1 atik sularindan izole edilen 21 izolattan 2 Ornek, c¢iirimekte olan bitki
kalintilarinin bol oldugu boélgelerden alinan toprak drneklerinden izole edilen 19 izolattan
ise 2 ornek lignin agarda gelisme gdstermistir. Diger bolgelerden alinan 6rneklerden izole
edilen 31 adet izolat lignin agarda gelisme gdsterememistir.

Bakteriler kiiltlir ortaminda mantarlardan daha kisa siireli bir generasyona sahip
oldugu icin, istenilen tirlinleri daha kisa zamanda ve fazla miktarda liretebilme kapasitesine
sahip olmaktadirlar. Bdylece endiistriyel iriinlerin eldesi ve kazanimi daha verimli
olmaktadir. Mantarlarin gelismesi ise yavas oldugu i¢in daha uzun siirede gelisebilmekte
ve istenilen {riinleri daha ge¢ verebilmektedir. Bu nedenle calismamizda bakteri
izolasyonuna agirlik verilmistir.

Uzerlerinde ¢alisilan bu mikroorganizmalarin fiziksel, biyokimyasal ve morfolojik
ozelliklerine bakilarak identifikasyonlar1 yapilmistir ve gerekli laboratuar calismalarinin
ardindan degrade edebildikleri lignin miktarlar1 tespit edilmis ve tablolarda belirtilmistir.
Buna gore Pseudomonas fluoroscens’un sebep oldugu lignin agirlik kaybi %15.66,
Bacillus sp.’nin sebep oldugu lignin agarlik kayb1 %36.59, Micrococcus luteus’un %30.15,
Bacillus firmus’un da %64.31 oraninda agirlik kaybina neden oldugu tespit edilmis ama
Branhamella sp.’nin degradasyon olayina higbir katkida bulunmadig: belirlenmistir.

Ulkemiz dogal kaynaklar yoniinden oldukga zengin bir iilkedir. Daha 6ncede
belirtildigi gibi bu tlir atik trlinleri mikroorganizmalarin enzimleri vasitasiyla geriye
dontistiirtiliip tekrar ekonomiye kazandirilma c¢alismalari, hem iilke ekonomisi, hem de
insan sagliginin korunmasi agisindan biiylik 6neme sahip oldugu diisiiniilmektedir.
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Ek Sekil 3. Ciiriimekte olan bitki, kalintilarimin bol bulundugu boélge
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4 AN

Ek Sekil 4. Ciiriimekte olan bitki kalintilarinin bol bulundugu bolge

Ek Sekil 6. Agac altlarinda (;iiiimiis bitki kalintilarinin oldugu bolge
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lrcgrim furmer fibres
Ek Sekil 7. Odunsu yapinin mikroskobik goriintiisii

Ek Sekil 8. Lignin’in mikroskobik goriintiisii
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