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HAM PETROLLE KiRLENMIS TOPRAKLARDA ISTIRIDYE
MANTARI (Pleurotus ostreatus)'NIN MIKOREMEDIASYON
KAPASITESININ ARASTIRILMASI

OZET

Cevrenin sentetik organik bilesiklerle kirlenmesi diinya genelinde biiylik bir sorun
haline gelmistir. Biyosferde dogal olarak bulunmayan bu sentetik bilesiklere
ksenobiyotik denir. Bu sentetik bilesiklerin ¢ogu dogal mikroflora ve fauna
tarafindan kolayca parcalanamazlar. Endiistriyel ve gevresel biyoteknolojiye dayali
biyolojik yaklasimlar, atik iiretimi azaltimi, atiklarin temizlenmesi ve bu atiklarin
kullanish ya da zarar1 olmayan, kolayca ayrisabilen kimyasal formlara doniisiimii
Uzerinde galisan "temiz teknolojiler” konusunun gelistirilmesine odaklanir. Temiz
teknolojiler atiklarin iyilestirilmesi i¢in canli organizmalarin metabolik yollarini
kullanmay1 hedefler. Bu tarz biyolojik yontemlerden birisi de mikoremediasyon
(fungal remediasyon) yontemidir. Mantarlar ve diger funguslar, genis sayida
atik/kirleticinin pargalanmasi igin enzimatik birer mekanizma olarak gorev alir.
Biyoremediasyon araci olarak mantarlarin, daha ¢ok bazitli mantarlarin, giiniimiizde
iyilestirme amaciyla kullanimi daha yaygin hale gelmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda funguslari, 6zellikle beyaz-ciiriik¢iil mantarlari, kullanmanin
getirecegi beklentilerden birisi olan yapay olarak kirletilmis topraklarin temizlenmesi
arastirilmistir. Bu beyaz-¢urukgil mantarlar hiicre-disi lignin modifiye edici enzimler
salgilamalarindan otlirli, ¢cok ¢esitli sayida kirletici molekiillerin ayristirilmasinda
oldukga etkilidirler. Diisiik substrat spesifiteleri vardir (¢ok sayida substrata etki
edebilir), bu yiizden lignine genis ¢apta benzeyen birgok molekil tzerinde etkili
olabilirler. Sistemlerinde lignini parcalamak icin kulanilan enzimler; lignin
peroksidaz (LiP), manganez peroksidaz (MnP), gesitli H2O2 Ureten enzimler ve
lakkaz enzimini igerir. Ayristirma siireci kirlenmis bolgelere kiymik, saman ve misir
kocan1 gibi karbon kaynaklar1 eklenerek artirilabilir.

Bu ¢alismada 25 ve 50 giinliik siireler boyunca, 5, 10 ve 15 g (% 2.5, % 5 ve % 7.5)
Irak (light) ham petrolii ile yapay olarak kirletilen ve steril edilen topraklarin, beyaz-
curukell bir fungus olan istiridye mantar1 (Pleurotus ostreatus) tarafindan giderimi
incelenip, ham petrol igerisindeki Toplam Petrol Hidrokarbon (TPH) seviyelerindeki
degisimler, dnceden olusturulan standart egriye gore belirlenmistir.

Ticari komposttan saf kiiltiir hazirlanmasi, tohum ve saman kompostu ile mantar
kiiltiiri yapimi, sterilizasyon ve pastorizasyon asamalari, deney kurulumu, ham
petrol konsantrasyonlarinin eklenmesi, toprak ve misel drneklerinin ekstraksiyon,
distilasyonlari, ekstrakte olmus organik madde miktar1 hesaplamalar1 ve standart
egrinin olusturulmas: 5. Boliimde anlatilmistir. Boliim 6'da deneysel sonuglar
tartisilip, tartisma ve Oneriler Boliim 7'de verilmistir.

Deneyde hem toprak, hem misel Orneklerindeki TPH miktarlar1 Irak (light) ham
petrolii kullanilarak UVF spektrofotometrede bakilip bunlar arasindaki korelasyonlar
STATISTICA 6.0 istatistiksel analiz programiyla hesaplanmugtir.
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Deney Seti | 15 g ve Deney Seti Il 10 g toprak 6rneklerinde gbzlenen TPH
bulgularinin, kendi kontrol gruplarindan daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Set Il
misel TPH miktarlarinin Set | misel TPH miktarlarina gore gerceklesen artisi, 5, 10
ve 15 g konsantrasyonlar1 ic¢in sirasiyla % 14.5, % 62.5 ve % 57.1 olarak elde
edilmistir. Bu verilere goére misele gegcen miktar en yiksek olarak 10 g érneklerinde
goriilmiistiir.

Kiimelenme (Cluster) Analizi sonuglarina gore 25. ve 50. giinlerdeki setler arasinda
tek bir kiimelenme altinda toplanan birbiriyle oldukga iligkili bir uyumun oldugu
anlasilmistir.

Bu tez ¢alismasina paralel yiiriitiilen, ti¢ farkli konsantrasyonda ii¢ farkli agir metal
Uzerinde P. ostreatus’un mikoremediasyon etkisinin arastirildigi benzer bir deneyde
60 giinlin sonunda mantarin vejetatif govde biiylimesi (pin olusumu), bu deneyde ise
50. gilin sonunda sadece primordia olusumu gozlenmistir.
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THE RESEARCH OF THE MYCOREMEDIATION CAPACITY OF THE
OYSTER MUSHROOM IN THE CRUDE OIL CONTAMINATED SOILS

SUMMARY

The pollution of the environment with synthetic organic compounds has become a
major problem all around the world. These synthetic compounds are called as
xenobiotics which do not occur naturally in the biosphere. Many of these synthetic
compounds are not easily degraded by the natural microflora and fauna. Biological
approaches based on the industrial and environmental biotechnology are focusing on
the development of “clean technologies” which emphasizes on reducing waste
generation, treatment and conversion of waste in some useful or non-virulent, easily
degradable chemical forms. Further, these clean technologies focus on the use of
metabolic pathways of living organisms for the remediation of waste.

Different technologies for soil and groundwater cleanup of petroleum hydrocarbons
have been developed in the last three decades. Each technology has certain
restrictions and advantages in the applied field. One such biological method is
mycoremediation (fungal remediation). The mushrooms and other fungi act as
enzymatic machinery for degradation of a wide variety of waste/pollutant. However
mushrooms, basidiomycetous fungi, are becoming more popular nowadays for
remediation purposes as bioremediation tools. Therefore their cultivation all around
the globe has become more popular.

Mushroom cultivation is carried out successfully on many industrial wastes. The use
of mushrooms as mycoremediation tools in the bio-transformation of industrial
wastes to protein-rich fruiting bodies provides mushroom itself while it helps to
solve the problems that are caused by the disposal of pollutants, at the same time.

Fungi that are used by humans for thousands of years for a variety of applications,
plant polymers such as cellulose, hemicellulose and lignin are one of the main
parsers in any ecosystem. Mushrooms have the ability to mineralize, release many
elements and ions and store toxic substances in their bodies. They can facilitate the
energy exchange between underground and aboveground systems. It has been proven
that the mushrooms modify the soil permeability and soil ion exchange and eliminate
the harmful effects of contaminated soil. Edible and/or medicinal mushrooms, also
aquatic fungi play a role as natural healers.

Fungal remediation is one of the most complex areas in applied remediation
engineering. Over the last 20 years, many mycologists and engineers have tried using
mushrooms for the purpose of the reduction of organic compounds and have
achieved positive results from the studies.

Much of the information known about the interaction between mushrooms and the
waste materials are mostly based on studies conducted in the laboratory. However,
mushrooms have been used in the treatment of a wide variety of waste and
wastewater in the last two decades and their role in remediating different numbers of
hazardous and toxic compounds in soil and in the sediments have been determined.
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Removal of metals, degradation and mineralization of phenols and chlorinated
phenolic compounds, petroleum hydrocarbons, polycyclic aromatic hydrocarbons,
polychlorinated biphenyls, chlorinated insecticides and pesticides, dyes by
mushrooms have been proven.

Oyster mushroom (P. ostreatus) is a fungus which can be produced easily and grows
on various plant residues as substrate. Also, it is one of the most successfully
colonizing species in soil and is often used in bioremediation studies. Pleurotus spp.
can reduce lignocellulosic compounds and convert into protein-rich biomass. It also
helps the management of agricultural waste which constitutes disposal problems.
Oyster mushrooms grown on different agricultural waste shows higher colonization
rate, early development and sporophore efficiency compared to other fungal species.
Due to the ability of keeping up with the different agro-climatic conditions,
cultivation of this mushroom has increased greatly in the last few years.

Soil pollution by petroleum hydrocarbons, usually occurs during the supply or
discharge of oil that is caused by the flowing leakage from storage tanks. Most of the
oil component is dangerous to human health and to soil biota, therefore the
measurement of total petroleum hydrocarbons (TPH) is the first and most common
hazard indicator necessary for peripheral diagnose.

Petroleum hydrocarbons are known to have entered the environment frequently in
various ways and in large volumes. One of the largest and naturally occuring ways is
the leaks from natural deposits that cause the appearance of petroleum oils in aquatic
environments. Other methods comprise production, storage and transmission steps
which constitute a significant potential for the accidental spread of petroleum
hydrocarbons. Numerous cases have been documented on the oil leakages from
underground storage tanks and the pipelines for the last two decades.

Crude oil is a colloidal mixture of myriad of hydrocarbon and non-hydrocarbon
materials. The source material for nearly all oil products is the crude oil.

In this study, the remediation process by a white-rot fungi, Pleurotus ostreatus of the
sterilized soils that are previously contaminated with 5, 10 and 15 g of Iraq (light)
crude oil artificially has been observed and the changes in the Total Petroleum
Hydrocarbon (TPH) levels in the crude oil according to the pre-established standard
curve of oil has been determined during the period of 25 and 50 days.

Preparing the pure culture from the commercial compost, mushroom cultivation
process by making grain and straw spawn, sterilization and pasteurization steps,
experimental design, adding crude oil concentrations, extractions and distillations of
soil and mycelium samples, calculation of extracted organic matters and creating a
standart curve are explained in Section 5. Experimental results are discussed in
Section 6. Discussions and recommendations are given in Section 7.

Both soil and mycelium samples are extracted in order to evaluate the levels of TPH
that are present in the related samples. The correlations between them are calculated
via STATISTICA 6.0, a statistical analysis program.

The TPH findings in the experimental design Set 1 15 g and Set Il 10 g soil samples
are observed to be higher than their control groups. The increase in the amount of
TPH levels in the Set 11 mycelium samples according to the amount of TPH levels in
the Set | mycelium samples are respectively 14.5 %, 62.5 % and 57.1 % for 5, 10 and
15 g concentrations. With respect to these data, the highest amount that has passed to
mycelium was seen in the samples of 10 g.

XX



Considering the results of Cluster Analysis, each set results (25th and the 50th days)
collected under one single cluster which is understood to be a fairly compliance for
the overall set results is occuring.

In a similar experiment, which was carried out correspondingly with this thesis
study, investigating the mycoremediation effect of P. ostreatus on three different
heavy metals with three different concentrations, mushroom fruiting body vegetation
was observed at the end of 60 days. In this study, only mushroom primordia
formation was observed at the end of 50 days.
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1. GIRIS

Tarihteki en eski kayitlar, insanlarin gevrelerindeki dogal kaynaklari kendi faydalari
i¢in islediklerini ve kullandiklarini gostermektedir (Mrozik ve dig., 2003). Modern
cagda kaynak islenmesi ve kullanimi 6nemli miktarda artmistir. Bu kaynaklardan
uretilen malzemelerden bir kismi1 insan sagligi agisindan zararsiz iken, bir kismi ise
ginimuzde tehlikeli atik olarak siniflandirilmaktadir. Hizla artmaya devam eden
endiistriyel gelisme sonucu, toplumlar yizeysel su kaynaklariyla birlikte toprak ve
yeralt1 suyu kirlenmesi sorunuyla karsi karsiya gelmis bulunmaktadir. Ortaya ¢ikan

kirleticilerin cogu toplum ve gevre sagligi agisindan direkt tehdit olusturmaktadir.

Kirlenmis sahalarin remediasyonu i¢in degisik yaklagimlar gelistirilmistir. Ancak her
bolge kendine 0zgu toksisite, volatilite, mobilite gibi degerlere sahip oldugundan
remediasyon acisindan uygulanabilecek standart bir yaklasim c¢ogu zaman s6z

konusu olamamaktadir.

Kirlenmis sahalarin mikroorganizmalar kullanilarak zararli maddeleri toksik olmayan
bilesiklere doniistiiren bir proses olan biyoremediasyon teknigi yoluyla
temizlenmesine, 1960’11 yillarda tarimsal alanlarda pestisitlerin davraniglarini
incelemek amaciyla yapilam aragtirmalarla basglanmgtir. Bilim insanlart 20. yiizyilin
ortalarina dogru ksenobiyotik organik bilesiklerin indirgenmesi icgin funguslar ve
bakterileri kullanmaya baglamigtir (Frazar, 2000). Bakterilerin kullanimi hizli ve
umut verici sonuglar géstermis ancak funguslarla yapilan arastirmalar, bakterilerle
yapilan arastirmalarin gerisinde kalmistir. Ozellikle son yillarda mantarlarla ilgili
yapilan biyoremediasyon c¢alismalari, cevreye zararli Kkirleticileri indirgeme
konusunda mantarlarin en az bakteriler kadar basarili oldugu elde edilen olumlu

sonuglarla kanitlanmistir (Goltapeh ve dig., 2013).

Laboratuvar temelli yapilan ¢aligmalar, mantarlarin genis ¢apta organik Kirleticiyi
ayristirabildigini ve kirlenmis topraklarin 1iyilestirilmesinde inokiilant olarak
kullanim potansiyalleri oldugunu gostermistir. Topragin heterojen yapisindan 6tir(,

kirleticileri gidermek icin fungal inokilimlerin kullanildigi calismalarin farkli



derecelerde basar1 gostermesi beklenmektedir. Ornegin fungal biiyiime veya kirlilik
dontisiimiinde rol alan fungal hiicre-dis1 enzim aktivitesi i¢in gerekli pH, besin ve
oksijen seviyesi gibi toprak ortam sartlarini olusturan parametreler bazi durumlarda
misel buytmesi igin uygun olmayabilir. Buna ek olarak, kalic1 organik kirleticilerin
(KOK) funguslar yardimiyla degisiklige ugratilmasiyla ilgili ¢ikan laboratuvar
calismasi sonuglariinin, toprak ortamindan elde edilen sonuclardan farkli olmasi
muhtemeldir. Buna ragmen, kirlenmis alanlarin iyilestirilmesine yonelik biiyiik
Olcekli uygulamalarda, funguslarin KOK’lerin biyik bir ¢ogunlugunu dontistiirdiigii

kanitlanmistir (Lamar ve dig., 1994).

Toprak remediasyonunun amaci sadece kirletici ayristirmayi, doniistirmeyi veya
detoksifikasyonu gelistirmek degil ayni zamanda cevresel kaliteyi ve biyolojik
uretkenliligi devam ettirebilmek, ekosistem sinirlari igerisinde canliligini devam
ettirebilmesi igin topragin kalitesini ve kapasitesini korumaktir (Goltapeh ve dig.,
2013).

Biyolojik remediasyon teknolojileri mikrobiyoloji, kimya, hidrojeoloji, mihendislik,
toprak ve bitki bilimleri, jeoloji ve ekoloji gibi disiplinlerarast bilimlerin yardimina
ihtiyag duyar. Biyolojik surecler genellikle daha diisiik bir maliyete sahiptir ve
biyolojik iyilestirme metotlari, kirlenmis topraklar, petrol hidrokarbonlariyla
kontamine olmus yagl atik ¢amurlari, yeralti sulari, ¢ozliciler, pestisitler ve diger
kimyasallarin gevreye olan kotl etkilerini azaltmak amaciyla basarili bir sekilde
kullanilmaktadir (Goltapeh ve dig., 2013).

Biyolojik remediasyon caligmalar1 Diinya’nin bir ¢ok bolgesinde siklikla
uygulanmaktadir. Bunlardan birisi fungal remediasyon teknolojisini ekolojik bir
sekilde Ekvador Amazonlari’ndaki petrol kirliligine uygulamaya calisgan Amazon
Mycorenewal Projesidir (AMP). Bilindigi iizere giiniimiizde Diinya’nin akcigerleri
olarak tanimlanan Amazon Yagmur Ormanlari, ciddi bir petrol kirliligi ile karsi
karsiyadir. Bu ormanlar yeryuzinin biyo-gesitlilik agisindan en zengin boélgesi olup

ekolojik agidan essizdir.

30 yildan fazla siiredir petrol devi Texaco (suan Chevron tarafindan satin alinmustir)
Ekvador Amazonlari’nda 18,5 milyon galondan fazla zehirli petrol atigini, 6nlem
alinmadan agilmus yizlerce astarsiz ¢ukura desarj etmistir. Genis biiylikliikte ¢cevresel

kontaminasyonla sonuglanan bu olay, yerel halk i¢in ¢ok énemli saglik problemleri



olusturmaktadir. Sirketler tarafindan birakilan petrol, bu silire zarfi boyunca civar
topraklara ve yeralti sularina sizmakta, siddetli yagan yagmurlarla tasarak kirliligi
nehirlere tasimaktadir. Ormanlarda yasayan ¢ok sayida canli da bolgedeki ham petrol
kirliliginden direkt olarak etkilenmekte, hatta Olmektedir. Bu cukurlarin ¢ogu
yerlesim bolgelerine ¢ok yakin kuruldugu igin bir atik ¢ukurunun sadece yaninda
durmak bile zehirli gazlari igeren atik buharmmi solumayir miimkiin kilmaktadir.
Birgok atik ¢ukuru bolgede hicbir temizleme islemi yapilmadan yillarca oldugu gibi
birakilmistir. Texaco’nun 1990’larda % 37,5’ini “temizledigi”ni iddia ettigi petrolle
kirlenmis bolgelerin, gunimuizde cogunun gergek anlamda temizlenemedigi ve

sadece bir sekilde kamufle edildigi bilinmektedir (Darwish, 2013; Url-1)

AMP, Ekvador Amazonlari’'nda yanlis petrol ¢ikartma ¢aligmalar1 sirasinda
birakilmis zehirli petrol cukurlarini, mikoremediasyon teknolojisini kullanarak
temizlemek i¢in testler yapan halk tabanli bir projedir. AMP, endustriyel petrol
cikarimiyla iligkili olarak diigsiik maliyetli ve etkili bir proje olup, bdlgedeki ciddi
saglik sorunlarma dikkat ¢ekmek amaciyla dogal sistemler gelistirmek i¢cin 2006
yilindan beri Ekvador’un kuzey bdlgesi Lago Agrio/Sucumbios’ta ¢aligmaktadir.
AMP, bolgeye ait zellikle petrol kirliligine maruz kalmis ortamlarin Uzerinde veya
civarinda yetisen yerel mantar tiirlerini siniflandirip kiiltiirlerini yapmakta ve in-situ
ve ex-situ yontemlerle biyoremediasyon teknikleri gelistirmeye ¢alismaktadir (Url-
2).

Bu tez ¢alismasi, Amazon Mycorenewal Projesi’nden ilham alinarak yapilmistir. Bu

projeyle ilgili resimler EK-A’da verilmistir.

1.1 Amag ve Kapsam

Bu caligmanin amaci, insan faaliyetleri sonucu petrol hidrokarbonlartyla kirlenen
topraklarin, dogal, ekonomik, ekolojik wve sirdurulebilir bir yodntem olan
mikoremediasyon (fungal remediasyon - mantarlarla yapilan ¢evresel iyilestirme) ile
temizlenmesini arastirmaktir.

Bu amacla secilen istiridye mantar1 (Pleurotus ostreatus) tarimsal bir Uriin olan
saman Uzerinde blyutullp, yapay olarak farkli miktarlarda ham petrolle kirletilmis
topraklara eklenerek, iki farkli zaman diliminde mantarin gergeklestirdigi biyolojik

remediasyon sireci incelenmistir.



1.2 Literatiir Arastirmasi

Fungal remediasyon, uygulamali remediasyon miihendisligindeki en karmasik
alanlardan birisidir. Gegtigimiz 20 y1l boyunca bir¢ok mantar bilimcisi ve muhendis,
funguslar1 organik bilesiklerin indirgenmesinde kullanmaya c¢aligmis ve yapilan
calismalardan olumlu sonuglar elde etmislerdir. Beyaz-giiriik¢iil funguslarin
biyoremediasyon uygulamalarindaki degerinin kesfi biiyiik basarilar getirmis ve bu
yiizden diinya genelinde yapilan arastirmalarda bu mantar ile calisilmasi tesvik
edilmistir. Zararl organik bilesiklerin zarar teskil etmeyecek bilesiklere doniligmesi
i¢in fungal teknolojilerin kullaniminda yeni bir donem baslamistir (Goltapeh ve dig.,

2013).

Mantar yetistiriciligi bircok endiistriyel atik {izerinde basarili bir sekilde
gerceklestirilmektedir (Singhal ve dig., 2005; Kulshreshtha ve dig., 2010; Dulay ve
dig., 2012; Kulshreshtha ve dig., 2013). Endiistriyel atiklarin proteince zengin mantar
karpoforlarina (mantarin viicut bulmus hali) biyo-cevriminde mantarlarin
mikoremediasyon araci olarak uygulanmasi, bir yandan mantar eldesi saglarken diger
yandan Kirleticilerin bertaraf edilmesinin doguracagi sonuglarin ¢éziimiinde yardimci

olmaktadir (Kulshreshtha ve dig., 2014).

Son yillarda, tehlikeli atik yonetiminde biyoremediasyon metodu olduk¢a Onem
kazanmustir. Trikloroeten (TCE) ve bazi poliklorlubifeniller (PCB) gibi klorlu tirleri
igeren, parcalanmaya direngli olacagi diisliniilen bazi kimyasallarin laboratuvar

kosullarinda biyolojik olarak pargalanabildigi goriilmiistiir (Mohn, 2004).

Bir ¢ok arastirma, Pleurotus tirlerinin biyoremediasyon g¢alismalarinda kullanimina
yonelik aragtirma yayinlarini rapor etmistir. Isikhuemhen ve dig. (2003) ham petrolle
Kirletilmis topragin, 6zellikle mantarin substratiyla birlikte topraga yerlestirilmesi ve
tam olarak kolonize olmasina izin verildiginde, ham petroliin biyoremediasyonunun

miimkiin oldugunu gdstermistir.

P. ostreatus, topraga en basarili sekilde kolonize olabilen tirlerden birisidir ve

siklikla biyoremediasyon ¢alismalarinda kullanilmaktadir (Baldrian, 2008).

Farkl1 substrat kombinasyonlar1 kullanarak P. ostreatus iizerinde ¢alisan Liu ve dig.
(2005), substrat kombinasyonunun verimi etkiledigini bulmuslardir. Diger
arastirmacilar da seliilozik atiklarin ve kiimes hayvanlarinin giibrelerinin, petrol

hidrokarbonlartyla  kirlenmis topraklarda mantar biiyiimesini  gelistirdigini
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bildirmislerdir (Lamar ve Glaser, 1994; Zeddel ve dig., 1993; Minai-Tehrani ve
Herfatmanesh, 2007).

Okparanma ve dig. (2011), kullanilmis beyaz-¢irikgil fungus (Pleurotus ostreatus)
substratinin Nijerya petrol-bazli sondaj kesim boélgelerinden alinan ve polisiklik
aromatik hidrokarbon (PAH) igeren 6rneklerin laboratuvar kosullar1 altinda biyolojik

gideriminin yapilabilecegini belirtmistir.

Bhattacharya ve dig. (2014), Benzo[a]piren’in Pleurotus ostreatus tarafindan
degradasyonunun agir metal katyonlarmin ve vanilin ve 2,2’-azinobis-(3-
etilbenzotiyazolin-6-silfonat) gibi medyatorlerin varligindan ¢ok kuvvetli bir sekilde
etkilendigini bildirmistir.

Biyoremidasyon sektoriinde 6nemli bir katkisi bulunan Dr. S. A. Thomas ile birlikte
2000 yilinda yurutilen bir deneyde, mazot ile kirletilmis toprak, istiridye mantar
miseliyle inokiile edilmis ve geleneksel biyoremediasyon teknigi (bakterilerle)
kontrol ornekleri tizerinde uygulanmistir. Dort hafta sonra % 95°ten fazla (PAH) in,
miselle inokiile edilmis Orneklerde zehirli olmayan bilesiklere indirgendigi
goriilmiistiir. Kontaminantlarin nihai olarak karbondioksit ve suya par¢alanmasinda,
dogal mikrobiyal toplulugun mantarlara istirak ettigi goriilmiistiir. Hifli yapilarindan
otiric  kirlenmis topraga daha iyi giris yapip, (PAH)’lara daha kolay
erigebilmelerinden dolay1 mantarlarin bakteriler tizerinde avantaji vardir (Novotny ve

dig., 1999; April ve dig., 2000).






2. TOPRAK KIiRLILiGINE YOL ACAN KAYNAKLAR VE KiRLETICIiLER

Her yil biiyiik miktarda organik ve inorganik bilesik, endustriyel aktiviteler
sonucunda cevreye salinmaktadir. Toprak kirliligi, endustriyel aktivitelerin
kag¢inilmaz bir sonucudur (Sabate ve dig., 2004). Toprakta sik¢a Kkarsilagilan
kirleticiler; (PAH)’lar, klorlu ugucu organik bilesikler (VOC), alkil benzen (benzen,
toluen, etil benzen ve ksilenler; BTEX) bilesikleri, (PCB)’ler ve TCE gibi
antropojenik kaynakli organik bilesiklerdir (Reible ve Demrenova, 2002). Bunun
yani sira, petrol endiistrisinin genislemesiyle birlikte tanklardan ve dolum bosaltim
esnasinda tankerlerden kaynaklanan sizma veya patlamalar sonucu meydana gelen
petrol sagilmasi atik petrol {irlinlerinin olusmasina ve bu sebeple de ¢evre kirliligine

sebep olmaktadir (Adeniyi ve Afolabi, 2002).

2.1 Petrol Hidrokarbonlari ve Ham Petrol Kirliligi

Dogaya petrol hidrokarbonlarinin salinimiyla ilgili gittikce artan bir toplum endisesi
vardir. Petrol hidrokarbonlarinin ¢evreye gesitli yollardan siklikla ve buyuk
hacimlerde giris yaptigi bilinmektedir. En biiylik ve dogal yollardan biri sucul
ortamlarda petrol yaglarinin goériillmesine sebep olan dogal birikintilerden
kaynaklanan sizintilardir. Diger yollar ise, petrol hidrokarbonlarinin kaza sonucu
yayilimi i¢in énemli bir potansiyel olusturan iiretim, depolama ve iletim agsamalarini
icerir. Son yirmi yil boyunca yeralti depolama tanklari ve boru hatlarindan ¢ikan
petrol sizintilarina dair sayisiz vaka belgelemistir. Denizde meydana gelen sizintilar

da ayn1 zamanda su ve kiyisal kirlenmenin baslica kaynaklarindandir (Etkin, 1997a,
Etkin 1997b).

1960’larin baslarindan beri Birlesik Devletler deniz sularina yaklasik olarak 1.14 x
106 m® (1.02 x 10° kg) petrol sizitist listelenmistir. Tankerler, mavnalar ve diger
deniz araglarini igeren 826 vaka meydana gelmistir ve yaklasik 0.76 x 108 m® (0.68 x
10° kg) petrol, kara boru hatlarindan Birlesik Devletler topraklarma sizint1 yapmustir
(Etkin, 1998). 1965’ten beri Avrupa ve Asya’da 1.9 x 105 m? (1.7 x 10° kg) ve 0.76 x



105 m® (0.68 x 10° kg) petroliin tankerlerden sizdig1 belirlenmistir (Etkin, 1997a,
Etkin 1997b).

Petrolden elde edilen iiriinler endiistriyel ve giinliik hayatin baslica enerji kaynagini
olusturur (Harayama ve dig., 1999). Petrol ayn1 zamanda kozmetikler, boyalar ve
plastikler gibi ¢esitli iirtinlerde ham madde olarak kullanilir. Petrol yaglarinin ve
tiriinlerinin biiylik miktar1 sucul ve karasal ortamlara girip tiim yasam formlarin1 ve
dogal kaynaklar1 etkileyerek ciddi uzun vadeli sorunlara neden olur. Petrol
sizintilariin ve petrol iirlinlerinin kaynaklar1 ve etkileriyle ilgili yiizlerce makale
yayinlanmigtir. Tatlisu, karasal ve sucul ortamlardaki petrol hidrokarbonlarinin
degradasyonu yogun ilgi c¢eken bir alan haline gelip, bircok yazar tarafindan

inceleme konusu olmustur (Singh, 2006).

Ham petrol, ¢ok sayida hidrokarbon olan ve olmayan maddelerin kolloidal bir
karisimidir (Cadwallaer, 1993). Neredeyse tiim petrol {iriinleri i¢in kaynak malzeme
ham petroldir. Benzin, motorin, gaz yakitlari, 1sitma yaglar1 ve diger petrol
tiriinlerinin  dokiilme, sizinti ve baska sekillerdeki yayilimi toprak ve suyun
kontaminasyonuyla sonuglanir. Petrol yaglarinin % 90'indan fazlasini olusturan
hidrokarbonlar kimyasal yapilarina gore diiz, dallanmis, siklik alkanlar ve
aromatikler olarak gruplara ayrilir. Petroliin hidrokarbon olmayan bilesenleri (Oz2, N,
S ---) ve porfirin oksijeni iceren naftenik asit, karboksilik asit, esterler, ketonlar,
fenoller gibi bilesiklere ihtiya¢ duyan bazi metalleri igerirler (Odu, 1981). Petrol
kirliligi, petroliin insan etkileri sonucu direkt veya dolayli yoldan ¢evreye girdigi ve
herhangi bir canlinin giivenligini tehlikeye soktugu olumsuz bir durum olarak ifade
edilebilir. Ham petrol suya dokiildiigiinde kaygan bir form olusturarak genis bir alana
yayilir ve derhal yiliksek ucgucu fraksiyonlarin buharlasmasi, suda ¢dziinen
fraksiyonlarin ayrigsmasi, fotokimyasal oksidasyon, emiilsifikasyon, mikrobiyal
degradasyon ve sedimentasyon gibi ¢esitli fiziksel, kimyasal ve biyolojik degisimlere
ugramaya baglar. Ham petrol, hidrokarbonlar ile kikurt, azot ve oksijenin organik
bilesiklerinin ve bolgeden bdlgeye yapist degisen belli miktar su iceren petroliin bir
karisimidir (Anoliefo, 1991). Ham petrol bitkilerin ve hayvanlarin milyonlarca yildir
siiregelen cliriimesinden Tretilir. Deniz yiizeyine bosaltilan ham petrol fiziksel,
kimyasal ve biyolojik degisiklige ugrar. Hizli fiziksel ve kimyasal siirecler, petroliin
rlizgar ve akintilarla yayilimi ve hareketini, havaya enjeksiyonunu, ugucu bilesiklerin

buharlagmasini, suya kii¢ilk damlaciklarin serpilmesini, bozulma ve kimyasal



oksidasyonunu kapsar. Bunlarla es zamanli gergeklesen diger olaylar ise biyolojik
sreclerdir. Mikroorganizmalar tarafindan yapilan ayristirma ile daha biylk
organizmalar tarafindan gerceklestirilen metabolizma, depolama veya bosaltma

eylemlerini igerir (Nelson-Smith, 1972).

Karmagsik yapili bilesiklerinin varligi, biyodegradasyonun ilerlemesini etkiledigi igin
ham petroliin tam olarak parcalanmasi gerceklesmez; karmasik yapili kalinti kismi
her zaman kalir. Siyah zift rengindeki bu kalinti, yiiksek oranda asfaltik bilesen
icerir. Kalmti karisimi bir bolgeyi tikamadigi siirece genellikle ¢ok diisiik bir
toksisite ve biyolojik fayda gosterir (Atlas, 1995). Bu tarz bolgelerde bulunan agir
yapili ham petrol, ya zaman igerisinde ortamdaki mikroorganizmalarin uyarmasiyla
ya da bolgeye sonradan eklenecek mikroorganizmalarin aktiviteleri sonucu

doniisiime ugratilabilir.

Son 30 yilda petrol hidrokarbonlarinin temizligine yonelik farkli toprak ve yeralti
suyu teknolojileri gelistirilmistir. Her teknoloji uygulanan alaninda belirli

kisitlamalara ve avantajlara sahiptir.

Petrol hidrokarbonlar1 giderim yontemleri maliyet agisindan biyiik bir degiskenlik
gostermektedir. Petrol hidrokarbonlarinina yonelik remediasyon teknolojilerinin

maliyet a¢isindan karsilastirilmasi Sekil 2.1°de gosterilmektedir.
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Sekil 2.1: (PAH)’larin remediasyon metotlarinin maliyet karsilagtirmasi
(Stamets, 2005).



Buna gore remediasyon teknolojileri arasinda biyoremediasyon teknolojilerinin daha
diisiik maliyete sahip oldugu goriilmektedir. Biyoremediasyon teknolojilerinin
icerisinde de mikoremediasyon yontemi en ekonomik yontem olarak belirtilmektedir
(Stamets, 2005).
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3. BIYOREMEDIASYON

“Remediate” iyilestirme, bio-remediate ise toprak ve yer alti suyu kirliliginin

biyolojik ajanlar kullanilarak temizlenmesi anlamina gelir (Url-3).

Tehlikeli maddeleri, zararsiz veya daha az zararli maddelere doniistiirmek, notralize
etmek (Url-4) i¢in mikroorganizmalarin kullanildigi uzun siire¢li aritim prosesleri
biyoremediasyon olarak bilinmektedir (Scragg 1999; Dua, 2002). EPA’ya gore
biyoremediasyon “ortamda dogal olarak bulunan organizmalar1 kullanarak zararh
maddeleri daha az zararli veya zararsiz maddelere doniistiiren bir aritma” olarak

tanimlanir.

Biyoremediasyon dogal olarak meydana gelen bir sirectir ve bu surecgte cevresel
kirliligin baska bolgelere yayilmasinin engellenmesi ve mikroorganizmalarin kirliligi
donilisime ugratarak nihai/son {iriin  haline getirmesi  amaclanmaktadir.
Biyoremediasyonun etkili olabilmesi i¢in, mikroorganizmalarin kirliliklere enzimatik
saldirida bulunarak onlar1 ¢evreye ve diger canlilara zarar vermeyecek hale
dontistiirmeleri gerekir. Bu yontem sadece ¢evresel sartlarin mikrobiyal biiylime ve
aktiviteye izin verdigi durumlarda etkili olabilir. Mikroorganizmalar, kirleticiler ile
yakin iligkide ve dogru yerde olmalidirlar. Eger mikroorganizma popiilasyonu
mevcut degilse, onlar1 kirleticilerle temas ettirmek icin bazi miihendislik
mekanizmalar1 gelistirilmelidir (Singh ve Ward, 2004). Cevresel kosullar kontrol
edilmeli veya mikroorganizmalarin metabolik aktivitelerini ve biiylimelerini optimize
etmek icin  sartlar  degistirilmelidir. = Biyoremediasyon ig¢in  g¢evrenin
optimizasyonunda; sicaklik, nutrientler (basta azot ve fosfor), elektron alicilar
(oksijen, nitrat, stlfat) ve pH gibi cevresel faktorler dizenlenmelidir (Baker ve
Herson, 1994). Saglik ve ekolojik yonden genis alana yayilmis olan petrol ve petrol
tirevleri, gazolin, PAH, perkloretilen (PCE), TCE ve klorlu aromatik hidrokarbonlar
mikroorganizmalar tarafindan kolayca detoksifikasyona wugratilirlar. Metaller
biyolojik olarak pargalanamasalar dahi mikroorganizmalar tarafindan daha az zararh
hale doniistiirebildikleri i¢in biyoremediasyon dahilinde degerlendirilirler (Vidali,

2001).
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Biyoremediasyon toprakta ve yeralti suyunda dogal olarak yasayan organizmalarin
varligima dayanir. Biyoremediasyonu uyarmak icin eklenen kimyasallarin imsan
saglig1 agisinda tehlike arzetmemesi gerekir. Ornegin, organizmalarin bilyiimesi igin
eklenen besin maddeleri genellikle bahgelerde veya seralarda kullanilabilen

uranlerdir.
Biyoremediasyon dort kategoride incelenebilir:

o Bakteriyel Remediasyon (Mikrobiyal remediasyon): Bakteriyel remediasyon
hidrokarbon gibi molekiiler kirleticileri daha basit ve giivenli bilesiklere yikmak

icin bakterilerin kullanildig: bir prosestir (Kellogg ve Pettigrew, 2008).

o Fitoremediasyon: Fitoremediasyon kirlenmis c¢evrelerin temizliginde bitkileri
kullanir. Bitkiler, metaller, pestisitler, klorlu ¢Ozuctler, PCB’ler, patlayicilar,
radyoniiklitler ve petrol hidrokarbonlarimi igeren bir ¢ok kirletici ¢esidini
baglayip, ekstrakte edip ve doniistiiriip bu maddelerin temizlenmesine yardim eder
(Darwish, 2013).

e Kompost Biyoremediasyonu: Kompostlama, organik ve/veya inorganik yan-
urdnlerin ve enerjinin 1s1 formunda {iretimiyle sonuglanan, mikroorganizmalarin
organik maddeleri indirgedigi (ayristirildigi) veya yedigi bir prosestir (Williams
ve Keehan, 1992).

e Mikoremediasyon (Fungal remediasyon): Mikoremediasyon kelimesi Paul
Stamets tarafindan tiiretilmis (Url-5) bir terim olup, biyoremediasyonda 6zellikle
fungal miselin (mantar miseli) kullanilmasi anlamma gelir. Ekosistemde
funguslarin  en Onemli rollerin birisi misel tarafindan gerceklestirilen

ayristirma/¢liriitme olayidir (Bavarva, 2015).

Mikofiltrasyon da mikoremediasyona benzer bir islem olup topraktaki sudan fungal

misel yardimiyla zehirli atiklar1 ve mikrooranizmalari filtreleme teknigidir (Url-4).

Toprak remediasyonu icin beyaz-¢iiriikk¢iil mantarlarin kullanimi bir ka¢ firma
tarafindan patentlenmistir. Bunlar; Utah’taki EarthFax Development Corporation ve
Almanya’daki Gebruder Huber Bodenrecycling firmalaridir. Bu sirketler toprak

remediasyonu i¢in beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar1 kullanmaktadirlar (Singh, 2006).
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4. MIKOREMEDIASYON ARACI OLARAK MANTARLAR

Fungal alem ¢ok c¢esitli yapilara sahip organizmalarin bir grubunu temsil eder.
Mantarlarin biiyiik bir ¢ogunlugu cifter sekilde (Sekil 4.1) dallanan agaglar gibi ugtan
biiyliyen ve miselyum denen vejetatif yapilardan olusur (Viniegra-Gonzales ve dig.,
1993). Miseller genis dallanma gosteren ve iletisim kurabilen bir sisteme sahip, iplik
benzeri ince boru sekilli essiz yapilardir. Her misel, her bir agacin hif olarak bilindigi

bir orman gibidir (Bartnicki-Garcia, 1990).

Sekil 4.1: Petri kab1 igindeki kahve cekirdegi tizerinde Istiridye Mantar1
(Pleurotus ostreatus) miseli blytumesi (Url-6).

Funguslar, atik maddelerin ayrismasinda doganin en giiglii ajanlar1 arasinda bas
gosterirler ve toprakta yasayan diger biyotalar i¢in gida saglayan, toprak besin aginin

olmazsa olmaz bilesenidirler (Rhodes, 2012).

Ormanlarin zemini, bitkilerin direkt olarak {izerinde biiyliyemedigi bir Onceki
mevsimden kalma yaprak atiklariyla doludur. Dokiilmiis yapraklar diger canlilarin
parcalamasi ve sindirmesi i¢in fazla dayaniklidir ve bu ylizden icerdikleri tiim

besinler dokularinda kilitli olarak bulunmaktadir. Yaprak dokintiilerini pargalayan
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anahtar organizma ise funguslardir. Tam olarak bu isi yapan kisim, 6li odun, yaprak
gibi materyaller Uzerinde blyurken gorilen ince, beyaz iplik seklindeki yap1 olan
miselyumdur. Esasen funguslar, yeryiiziinde odunu ayristirabilen tek organizmadir.
Misel, hiicre disina bitki fiberinin temel iki bileseni olan selillozu ve lignini
parcalayabilen gucli enzimler ve asitler yollar. Mantar, odun ve yapraklari
pargalarken humus denilen zengin bir malzeme olusur. Dogal ekosistemde, farkli
alemlerden organizmalar, bu farkl: iki substrat {izerine saldir1 diizenler ve toprakta N,
P, K ve diger temel inorganik elementlerin oldugu iyi bir besin kaynagi varsa

ayristirma hizi maksimum diizeye ulasir (Rhodes, 2013).

Mantarlar 61t bitkilerden karbonu, hidrojeni, nitrojeni, fosforu ve mineralleri,
yasayan bitki, bdcek ve o habitati paylasan diger organizmalar i¢in besine doniistiiren

yegane canlilardir (Stamets, 2005).

Mantarlarin biiylimesi genellikle yavastir ve kometabolizma i¢in ¢ogunlukla birden
fazla substrata ihtiya¢ duyar. Bu organizmalarin misel seklinde biiylime aligkanligi
substratlarin (izerinde hizli bir sekilde kolonize olmalarina sebep olur. Fungal sivi
kiltirleri genis gapta bilesigin biyotransformasyonunu incelemek i¢in uygun model
sistemlerini  olusturur.  Bilesiklerin, atiklarin  veya  atiksularin  fungal

biyotransformasyon sireci mikotransformasyon olarak adlandirilir (Singh, 2006).

Mantarlar beslenme sekillerine gore dort ana kategoriye ayrilabilir: saprofitik,
parazitik, mikorizal ve endofitik. Yaklasik 8000 makrofungus (¢iplak gozle
goriilebilen) saprofit, 2000 ile 3000 aras1 mikorizal ve geri kalanlar da endofitik veya

parazitiktir. Bircok tur surekli kesfedilip siniflandirilmaktadir (Stamets, 2005).

4.1 Saprofitik Mantarlar: Ayristiricilar

Saprofitik mantarlar yani ayristiricilar, Olii bitki, bocek ve diger hayvanlarla
beslenerek, besin zincirindeki ilk meniyii olusturup sekillendirir ve biyolojik
topluluklar1 ¢ogaltacak bir yol izlerler. Birgok gida amaglh tiiketilen ve tibbi olarak
kullanilan mantar, gezegendeki birincil dondstiirticiilerden olan odun-ayristirict
mantarlardir. Her ne kadar bazi tiirler, degisen kosullar altinda bir kategoriden
digerine gecebilse de birincil, ikincil ve iglinciil ayristiricilar olarak saprofitik
mantarlar U¢ ana gruba ayrilabilir. Birincil, ikincil ve Uglncll ayristiricilar bir
boélgede bir arada bulunabilir (Stamets, 2005).
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Birincil ¢urukgiiller genellikle hizli biiyiiyiip, bitki dokularma kolayca baglanarak
onlart ayristiran uzun misel ipliklerini hizlica yayarlar. Bu agaclik yerde yasayan
tarler istiridye (Pleurotus tiirleri), sitaki (Lentinula edodes) ve maitake (Grifola
frondosa) mantarlarin1 kapsar. Ancak bu tiirler, bitki maddesini ¢esitli ayristirma
basamaklarina yikmak icin farkli kimyaya sahip enzimler kullamirlar. ikincil
cUriikgiiller baslangigta, az miktarda olsa bile, bitki ve hayvan dokularini yikan
birincil funguslarin aktivitesine dayanir. Uglinciil ve en zor kategorize edilen grup
olan iciinciil ¢iiriik¢iiller de ¢iiriitme prosesinin sonuna dogru bulunan funguslar
kapsar. Bunlar birincil ve ikincil giirtik¢iiller tarafindan yillar boyunca olusturulmus
habitatlarda gelisirler (Stamets, 2005).

Saprofitik terimi, bir maddenin bozulma siirecinde rol oynayan herhangi bir mantari
tanimlamak ic¢in kullanilan genel bir kelime oldugundan, bunlar ayni zamanda
curtkeul mantarlar olarak da bilinir. Bu tarz funguslar ve onlarin irettikleri kuvvetli
sindirim enzimleri son yillarda siklikla ¢alisilmaktadir. Saprofitler, bir¢ok iyi bilinen
Ve ticari olarak kiiltiirii yapilan, yenilebilir ve tibbi amacla kullanilan tiirleri (sitaki,

istiridye, portobello ve reishi mantarlari) igerir (Darwish, 2013).

4.2 Odun Ayristirict Mantarlar (Wood-degrading fungi)

Bazitli mantarlar (Basidiomycota) Mantarlar Alemi'nin bir subesidir. Bunlar
patojenler ve ortak yasayan simbiyotik organizmalarin yanisira, daha ¢ok odun

ayristiran tlirleri kapsayan funguslarin %32'sini olusturur (Riley ve dig., 2014).

Odun bilesenini par¢alama konusundaki becerisine dayanarak odun-ayristiran bazitli
mantarlar beyaz-curikcul ve kahverengi-cgiiriik¢iil olarak siniflandirilmistir (Riley ve
dig., 2014). Beyaz-cUrikcul mantarlarin uyguladigi strateji, odundaki lignini
ayristirmak ve lignin matrisinde gomiilii bulunan seliilloz ve hemiseliiloza ulagim
saglamaktir. Kahverengi-¢iriukc¢il mantarlar tercihen odundaki seltlozu curatir ve
lignini tam olarak parcalamaz (Hammel, 1997). Lignini ayristirma yetenegine sahip
olan bu iki grup ligninolitik mantarlar olarak adlandirilir. Baz1 beyaz-¢urikel
mantarlar once lignini ortadan kaldirarak hemiseliiloz ve seliilozu enerji kaynagi
olarak kullanir (Winquist, 2014). Beyaz-¢lrikcul mantarlarin ismi, enzim salgilartyla
lignini sindirip, ¢oziinmemis seliilozdan otiirli, odun iizerinde agartilmis, beyaz bir
gorinim  olusturmalarindan otiirti verilmistir. Koyu renkli ligninin gideriminden

sonra, ¢lirlimils odun kalintis1 beyaza donerek yumusak ve lifli bir yap1 kazanir.

15



Tersine kahverengi-clrikcul mantarlar selulozu parcalar ve lignini tipik

kahverengimsi bir birikinti olarak birakir (Stamets, 2005).

Birgcok odun-ayristirict tiir, Phanerochaete, Pleurotus ve Trametes cinslerinin
tiyelerine aittir. Bu tiirler, uygun substrat varliginda toprakta da hayatta kalma

yetenegine sahiptir (Baldrian, 2008).

Lignin ve (PAH)’larin (piren & benzo[a]piren) molekiiler yapisinin benzerligi Sekil

4.2’de gorilmektedir.

(a) (b)
Sekil 4.2: (a) Lignin’in molekiiler yapisi, (b) (PAH)’larin molekdiler yapisi.

Lignin degradasyonu icin beyaz-ciiriik¢iil mantarlar yarim yiizyildan fazla siiredir
incelenmektedir. Beyaz-gurukgul bir fungus olan Phanerochaete chrysosporium'un
hiicre dis1 oksidatif ligninolitik enzimlerinin kesfinden sonra, Bumpus ve dig.
1985’te bu mantarin biyoremediasyon i¢in kullanimini 6n gormiistir. P.
chrysosporium organo-kirleticilerin degradasyonuyla iligkilendirilen ilk fungustur
clinkii lignin parcalama mekanizmalariyla ilgili yapilan arastirmalarda model bir
organizma olarak kapsamli bir sekilde ¢alisilmistir (Evans C. ve Hedger J., 2001).
Inatc1 bilesiklerin ve ksenobiyotiklerin pargalanma mekanizmalarin ile ilgili P.
chrysosporium hakkinda ¢ok sayida arastirma makalesi vardir. P. chrysosporium’a
ek olarak diger farkli beyaz-gUrikgul funguslarin da (Pleurotus ostreatus, Trametes
versicolor, Bjerkandera adusta, Lentinula edodes, Irpex lacteus, Agaricus bisporus,
Pleurotus tuber-regium, Pleurotus pulmonarius) kalici ksenobiyotik bilesikleri
ayristirabildigi bilinmektedir (Singh, 2006; Adenipekun ve Lawal, 2012).

16



4.3 Mantarlarin Mikoremediasyon Potansiyeli

Mikoremediasyon araci, genis cesitlilikteki bircok c¢evresel kalici kirleticinin
indirgenmesi (Cizelge 4.1), endustriyel ve tarimsal sanayi atiklarinin tiriinlere
donistiiriilmesi yetenegine sahip olmasindan 6tiirii mantarlara ve onlarin enzimlerine

verilen bir isimdir (Kulshreshtha ve dig., 2014).

Bazitli mantarlar (bazidiomisetler), sadece biyoremediasyon araci olarak degil, ayni
zamanda bir protein kaynagi olarak misel ve olgun mantar sagladiklarindan dolay1
giiniimiizde daha popiiler bir konumdadir. Farkli atiklardan elde edilen biyokiitle
veya olgun mantar formundaki, yiyecek proteini iiretiminde kullanilan mantar
tiirlerinin verimi, ¢esitli hidroliz ve oksidasyon enzimlerinin salinimi vasitasiyla
atig1 parcalamasindaki yetenektedir (Kuforiji ve Fasidi 2008; Zhu ve dig., 2013). Bu
durum, arastirmalarin ilgisini mantar kiiltiirleme ve atik remediasyonu iizerine ¢eker

(Kulshreshtha ve dig., 2014).

Civa, PCB’ler ve dioksinleri i¢eren zararli maddeler birgok kaynaktan ¢ikarak besin
zincirimizde alt kademelerden {ist kademelere dogru geger ve her seviyede daha
konsantre olmus bir halde bulunur. Besin zincirinin en tepesindeki memeliler zincirin
alt kademelerindeki toksik maddeleri bilinyesine almis olan organizmalari
tiikkettiginde zarar goriirler. Miseller, toprakta bulunan bu toksinleri besin zincirine

girmeden once tahrip eder (Stamets, 2005).

Mantarlar kirli bolgeleri arindirmak ve dogayi canlandirmak i¢in farkli yontemler
kullanir. Bu yontemler; Biyo-ayristirma  (Biyodegradasyon), Biyo-emilim

(Biyosorpsiyon) ve Biyo-gevirim (Biyokonversiyon) olarak ayrilir.

4.3.1 Biyo-ayristirma (Biyodegradasyon)

Biyodegredasyon terimi nihai bozulma ve karmasik molekiillerin kendi mineral
bilesenlerine geri doniislimiinii tanimlamak i¢in kullanilir. Baglangig¢ bilesiginin canli
organizmalar tarafindan daha basit olan CO2, H20, NO3 ve diger inorganik

bilesiklere tam mineralizasyonuna yol agan siiregtir.

Mantarlar hiicre dis1 peroksidazlar, ligninaz (lignin peroksidaz, manganez baglh
peroksidaz ve lakkaz), selilazlar, pektinazlar, ksilinazlar ve oksidazlar Uretebilir

(Nyanhongo ve dig., 2007). Bu enzimler inat¢1 kirleticileri in-vitro ortamda okside
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eder ve kendi substratlar1 tarafindan uyarilirlar. Ayni zamanda bu enzimlerin
polimerik olmayan , nitrotoluenler, (PAH)’lar, organik ve sentetik boyalar ve
pentaklorofenol gibi zorlu kirleticileri in-vitro sartlarda indirgedigi bulunmustur.

Yakin zamanda mantar tiirlerinin plastik gibi polimerleri de indirgedigi bildirilmistir.

4.3.2 Biyo-emilim (Biyosorpsiyon)

Mantarlar tarafindan c¢evreden metallerin/kirleticilerin giderimindeki ikinci onemli
siire¢ biyo-emilimdir. Bu asama, metallere ve diger zit kosullara karsi genellikle
belirgin bir tolerans sergileyen canli ya da kuru biyokiitle tarafindan, ¢ikis suyundan
metal iyonlarinin/kierleticilerin/ksenobiyotiklerin emilimine dayanan bir siiregtir.
Atiksuda bulunan metallerin geri kazaniminin yaninda endiistriyel atik sularin

iyilestirilmesi i¢in de bir alternatif olarak kabul edilir (Gavrilescu, 2004).

Kirleticilerin/ksenobiyotiklerin emilimi iki prosesin birlesimini igerir. Hem hiicre
igine iletim hem de hiicrelerarasi bilesenlere pargalanma olan, aktif metabolizmaya
dayali siiregleri kapsayan Biyoakimulasyon ve metabolik enerjiye ihtiya¢ duymadan

Kirleticilerin biyokiitleye baglanmasi olan Biyosorpsiyon.

4.3.3 Biyo-cevirim (Biyokonversiyon)

Gunumuzde endustriyel veya agro-endiistriyel ¢amurlarin baska faydali formlara
gevirimi iizerine yapilan arastirmalar siirmektedir. En 6nemli biyo-¢evirim Urln(
mantardir. Endiistriler tarafindan olusturulan lignoseliilozik atiklar mantar tirlerinin
tretimi asamasinda kullanilabilir. Kdiltlrleme igin gerekli substratin se¢imi
cogunlukla maddenin bolgesel ulasilabilirligi tarafindan belirlenir (Kulshreshtha ve
dig., 2014).

Kontamine olmus boélgelerin belirli kirleticileri ve onlar1 temizleyen genel tiirler

Cizelge 4.1°de verigmistir.

Cizelge 4.1: Dogal Ortam Kirleticileri ve Onlar1 Temizleyebilecek Mantar Tirleri
(Stamets, 2005).

Dogal Ortam Kirleticileri Onerilen Mantar Tirleri

Petrol Urlnleri (petrol, dizel,
benzin,petrokimyasallar)
Kimyasal boyalar Ganoderma ve Trametes tirleri

Pleurotus ostreatus
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Cizelge 4.1 (devam): Dogal Ortam Kirleticileri ve Onlar1 Temizleyebilecek Mantar
Turleri (Stamets, 2005).

Endiistriyel metaller (kursun,
kadmiyum, arsenik, civa, selenyum,  Yetiskin Agaricus, Lepiota ve
radyoaktif sezyum-137 ve sezyum-  mikorizal tlrler

134)

Savas Malzemeleri (TNT) Hypholoma ve Flammulinas turleri
Organofosfatlar, kimyasal silahlar Poliporlular, istiridye ve Psilocybe
(VX sarin) tarleri

Calvatia gigantea, Coprinus
cornatus, Fomes fomentarius,
Ganoderma tirleri, Piptoporus
betulinus, Pleurotus tirleri,
Polyporus umbellatus ve Stropharia
rugoso annulata
Agaricus bernardii, Agaricus
Nitratlar ve fosfor bagli toksinler silvicola ve muttefikleri , Coprinus
comatus ve Psilocybe tlrleri

Biyolojikler (Escherichia coli,
Bacillus sp.)

4.3.4 Beyaz-¢iiriik¢iil mantarlarin biyoremediasyonda kullanmimi

Gegtigimiz otuz yilin literatiiriine bakildiginda, funguslarin biyoremediasyonda
kullanimi ile ilgili yapilan toplam arastirmalarin en az %30'unun beyaz ciiriikgiil
mantarlardan olustugu goriilmektedir. Bu mantarlar fungal biyoremediasyonun zaten

karmasik olan sistemine yeni bir boyut eklemislerdir.

Organik molekiillerin ¢ok genis bir kismi, beyaz-ciiriik¢iil funguslarin cesitli
suslarinin faaliyetlerine gore degisen seviyelerde duyarlilik gosterirler ve hatta,
(PAH)’lar1 da igeren son derece inat¢1 ve kalict maddeler bile bu mantarlar tarafindan

ayristirilabilir (Singh, 2006).

Topraklar, ayn1 zamanda topraktaki fungal tirlerin biyumesini desteklemek igin
lignoseliilozik substratlarin (talas, saman ve misir kogani) gereksinimi saglanarak da
ham petrolden aritilabilir (Lang ve dig., 1995). Beyaz-curuke¢ul funguslar
kullanilarak basarili bir sekilde indirgenen diger toksik maddeler: PCB’ler ve
dioksinler, pestisitler, fenoller ve klorofenoller, kagit fabrikasi atik sulari,

boyarmaddeler ve agir metallerdir (Singh, 2006).

Basarili bir mikoremediasyon elde edebilmek i¢in, belirli bir kirleticiyi hedefleyen

dogru fungal tiir se¢ilmelidir (Matsubara ve dig., 2006).
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4.4 istiridye Mantar1 (Pleurotus ostreatus)

Bilinen isimleri: Istiridye Mantar1, Kavak Mantar1, Agag Istiridyesi, Saman Mantar.
Diger isimleri: Oyster Mushroom (ingilizce), Hiratake (Japonca “Diiz Mantar”),
Tamogitake (Japonca). istiridye mantarinin bilimsel simflandirma Cizelge 4.2°de

verilmistir.

Cizelge 4.2: Pleurotus ostreatus mantarinin bilimsel siniflandirmasi.

Alem: Fungi

Sube: Basidiomycota
Sinif: Agaricomycetes
Takim: Agaricales

Aile: Pleurotaceae
Cins: Pleurotus

Tar: P. ostreatus

P. ostreatus yaygin olarak istiridye mantar1 olarak bilinen yenebilen bir tiirdiir. Bu
tiir bir saprofitik basidiyomisettir ve dogal bir ayristiricidir ¢iinkii organik polimerleri
parcalayan enzimler ve asitler salgilar. Insan tiiketimi icin lignoseliilozik substratlar
Uzerinde blytk olgekli fungal biyokiitle tiretimi zaten gelistirilmis oldugundan ve
substratlarin sterilize edilmesine ihtiya¢ olmadigindan (pastorizasyon yeterlidir)
Evans ve Hedger (2001) bu mantarin iretiminin ekonomik olarak uygulanabilir

olmasi biiytik bir avantajdir.

Biyoremediasyon uygulamalarinda in-situ ve ex-situ olarak tanimlanan iki yaklasim
vardir. In-situ yontemlerinde kirlenmis materyale yerinde miidahale yapilirken ex-
situ yontemlerinde materyal fiziksel olarak uygulama yapilmak icin baska bir yere
taginir. Kirli topragi kaziyip ¢ikarmak ve uzaklastirmak, kimyasal metotlarla veya
atik yakma stireciyle birlestiginde oldukca pahali bir islemdir. Aksine, toprak oldugu
yerde birakilir ve orada arindirma yapilirsa toplam masraflar ¢ok daha az olur.
Dahasi, atik yakimi kendi i¢inde problemlere sebep olurken, topraktan toksik
maddeleri yikama veya ekstrakte etme siiresi boyunca kontaminasyon bir yerden

digerine rahatca tasiabilir ve kendiliginden yok olmaz.

Fungal remediasyon gevre dostu bir yaklagimdir ve sadece kiigiik bir alana, diisiik
maliyete, daha az kalifiye ¢alisana ihtiya¢ duyar ve alan i¢inde kolayca uygulanabilir.
Bunlara zit olarak bu mikoremediasyon aracinin uygulamasinda bazi dezavantajlari
da vardir. Mantarlar cevreye ve atik temizlemeye uyum saglamak icin zamana

ihtiyac duyarlar. Endiistriyel atitklar ~ lizerinde  yetisen  mantarlar
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toksisiteye/genotoksisiteye sahip olabilir. Mantarlarin genotoksisitesi, yetistirildikleri
atikta bulunan genotoksikantlar (Genotoksikler, yani hiicre DNA’sinda hasara yol
acan maddeler DNA’da mutasyona ve koti huylu kansere yol acar) tarafindan
etkilenir (Kulshreshtha ve dig., 2014).

Mantarin viicut (karpofor) kismindaki toksisiste seviyesi iki gercege dayanir, biyo-
ayrigtirma ve biyo-emilim. substrattan kirleticilerin indirgenmesi ve daha az zararh
iriinlere dontistimiine Onciiliik eden elverisli enzimatik biyo-ayrigtirma sistemlerine
sahip olmalari, viicut kisimlarimin tiiketim i¢in gilivenli olmasimi saglar. Son
yillardaki calismalar mantarlarin sadece kirleticileri ayristirmadigi ayni zamanda
toksisite veya mutajenisiteyi azaltabildigini de bildirmistir (Kulshreshtha ve dig.,
2014).

Toksisite azaltma ayni1 zamanda substrata da baghidir. Ayni fungus, farkl kirleticileri
sadece ayristirmada gorevli olan enzimlerinden Gtiirli degil, toksik ve genotoksik
Kirleticilerin Choi ve dig. (2013) etkilerini azaltmada da gorevli enzimlerinden 6tiird
farkli kabiliyete sahip olabilir. Farkli arastirmacilar kirleticilerin genotoksisitesini
azaltmada kullanilabilen mantarin antimutajenik ve antigenotoksik gucinu

kanitlamiglardir (Kulshreshtha ve dig., 2014).

Bu tarz mantar tiirleri yeme ve hayvanlar1 besleme amaglh kullanilabilir. Bu durum,
kirleticilerin bagka bir sorun yaratmayacak ve viicut kisimlarinin giivenle
tlketilebilecegi bir sekilde bertaraf edilmeleri hakkinda yapilacak arastirmalara
odaklanilmasimi gerektirecek olan gelecekteki calismalara dogal bir rehberlik
edecektir. Buna karsin, mantar tarafindan kirleticilerin absorplanmasi onlar1 tiiketme
acisindan kullanigsiz hale getirir. Cok sayida arastirmaci kirlenmis substrat iizerinde
dogal veya yapay olarak biiyiimiis olan mantarlarin, absorpsiyon siirecinden Gtiirii
viicutlarinda ¢ok yiiksek miktarda metal icerigi ve mutajenisite oldugunu bildirmistir
(Mendez-Espinoza ve dig., 2013; Taira ve dig., 2005; Mlinaric ve dig., 2004; Filipic
ve dig., 2002; Menoli ve dig., 2001).

Mantarlar biyolojik kokenli iirlin olduklarindan dolayi biyolojik, tarimsal, agro-
endustriyel ve endstriyel atiklardan elde edilebilirler. Bunun yani sira bu mantarlar
sadece besin saglamakla kalmazlar ayn1 zamanda tedavi amacgli olarak kullanilan
protein, aminoasit ve ¢esitli biyo-aktif molekilin kaynagi olarak da kullanilabilirler
(Kulshreshtha ve dig., 2014).
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4.4.1. Istiridye mantarinin yetistirilmesi

Mantarlar1 temizleme amacli kullanmak icin bol miktarda misel gerekir. Onem teskil
eden remediasyon isinin esas kismini miseller yaptigi igin, bu miktar ne kadar ¢ok
olursa o kadar iyi sonu¢ elde edilir. Mantar yetistirme isinin en kolay kismi1 miseli
blyitmektir. Mantarin vejetatif viicut olusumunu tesvik etmek igin titizlik gerektiren
hijyenik ortami saglamak zordur. Ancak remediasyon g¢alismalar1 kapsaminda yenen
mantar elde etme endisesi yoktur, sadece Kkirli bolgeye bol miktarda misel

uygulamasi yapilmasi gerekmektedir (Darwish, 2013).

Cogu endiistriyel kiiltiirleme prosesi, mikroorganizmalarin biylitiildigi karistirma
tank1 biyoreaktorlerinde su iginde gerceklestirilir. Ancak ligninolitik funguslarin
yetistirilmesi i¢in daha ¢ok kati-faz (zerinde buyitme yapildigi gozlenmistir. Kati-
faz yetistiriciliginde secilen mikroorganizma kati bir madde iizerinde (Substrat),
serbest su olmadan biiyiitiilir. Kati-faz yetistiriciliginin kiiltiirleme kosullar1 ve
funguslarin dogal yasam sartlar1 arasindaki benzerlikten 6tiirii bu yéntem, hem daha
iyi oksijen transferini saglar hem de biiyiitme boyunca karistirmaya ihtiya¢ duymaz
ve bilhassa bu ylzden mantar yetistiriciligi i¢in daha uygundur (Viniegra-Gonzéles
ve dig., 2003; Holker ve dig., 2004).

Kati-faz yonteminin avantajlarindan birisi ¢esitli tarimsal, gida, agac isleme ve kagit
tiretim enddstrileri atiklarini substrat olarak kullanilabilir (Winquist ve dig., 2008).
Bu atiklar yeterli karbon miktarini ve diger besin 6gelerini ihtiva eden karmasik bir
ortam olusturur. Bu atik maddeler yetistiricilik siirecinde kullanilmadan once bir

Onislemden ge¢cmelidirler.

e Yiizey alanin1 artirmak i¢in substrat olarak kullanilacak atik maddeleri

kesmek, ezmek veya 6giitmek,

e Nem oranmin ayarlanmasi igin substratin suya batirilip yumusatilmas: ve su

emmesini saglamak,

e Zararli organizmalar1 elemek veya istenmeyenleri dldiirmek ve yapilarini
kismen de olsa bozmak icin pastorize etmek veya otoklavlamak

(sterilizasyon).
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4.4.1.1 Sterilizasyon ve pastdrizasyon farki

Saman gibi hacmi blylk olan (bulk) substratlar (glibre, kompost, odun kiymigi)
genellikle inokulasyondan once pastorize edilir. Sterilizasyon toprak karisimindaki
iyi ya da kotu huylu her canli organizmanin segici olmayan sekilde o6ldiiriilmesi
demektir. Pastorizasyon ise rekabetgi olmayan 1siya dayanikli canlilarin
(termotolerant) populasyonunu korurken, en énemli rakipleri olan patojen yapili
organizmalar1 secgici olarak o6ldurdr. Pastdrizasyon, kontaminasyon icin ortaya
cikacak firsatg1 organizmalarin faliyetlerini engeller ve mantar miselinin dominant
hale ge¢mesine olanak saglar. Pastorizasyon genellikle 60-82 °C (140-180 °F)'de
atmosferik basing (1 psi) altinda gergeklesir (Stamets, 2000; Adenipekun ve Fasidi,
2005).

Mantarin iizerinde kolonize oldugu substratin yiizay alan1 ve homojenligi dnemlidir.
Bu substratin, mantar tarafindan {retilen karbondioksit ve 1smin yayilmasini
saglamak i¢in ortamin oksijen dagitimina izin veren gozenekli bir yapida kalmasi

gerekir (Moilanen ve dig., 2014).

Pastorizasyon sadece 1siya duyarli organizmalari ve onlarin sporlarini, sterilizasyon
ise tlim organizmalar1 Ortadan kaldirir. Pastdrizasyon sirasinda hayatta kalan faydali
mikroorganizmalar (¢cogunlukla bakteriler), miselin gelisimine zarar vermez ve

substrati diger kontaminantlardan (farkli tiirdeki kiifler gibi) korur (Url-7).
4.4.1.2 Mantarin yetistirilme kosullari

(i) Oksijen: Hemen hemen tiim mantarlar aerobiktir ve oksijenin eksikligi
durumunda ya yetersiz biyilr yada hi¢ blyimezler. Bununla birlikte az sayida
anaerobik mantarin gevig getiren hayvanlarin rumeninde biiyliidiigii bilinmektedir

(Carlile ve dig., 2004).

(if) Su: Su tiim yasam formlari igin gereklidir. Hiicre kiitlesinin % 70-90'1 sudan
olusur ve hiicre icinde gergeklesen tiim biyokimyasal reaksiyonlar su fazinda
meydana gelir. Ancak, ¢ogu mantarin su igerisinde diisiik ¢6ziinlirligii olan oksijene
ihtiyag duymasindan Oturi mantarlar, genellikle serbest suyun sinirli oldugu kiiltiir
ortaminda daha iyi biiyiirler. Su ¢ogunlukla substrat tarafindan absorblanir (Holker

ve dig., 2004).

(iif) Sicakhk: Birgok mantar gelisim i¢in 30-40 °C'de en yiiksek sicakliga, suyun

donma noktasindan biraz Ustinde de minimum sicakliga sahiptir. Baz1 termofilik
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mantarlar sicakligin 40 °C'ye yiikselebildigi kompostlar iizerinde biiyiiyebilir (Carlile
ve dig., 2004).

(iv) Nem: Yetistirilen ¢ogu mantar biiylimek i¢in bir miktar ¢evre nemine ihtiyag
duyar. Eger saglanan besin yeterli derecede suya doymussa ve mantar direkt giines
15181 altina konmadiysa nem miktart blylme icin kafidir. Yine de kompost
kurudukga misel nemlendirilerek/sulanarak, teraryumda veya gevsek sarilmis plastik
torba icinde tutularak ideal sartlar olusturulabilir ve giines 1s1ginin kurutma etkisini
azaltmak i¢in golge olan bir yer saglanarak nem miktar1 oranmi yliksek bir seviyede

tutulabilir (Darwish, 2013).

(V) pH: Cogu mantar pH 4-7 arasi gibi hafif asidik biiyiime kosulunu tercih eder.
Fungal yetistiricilikte diisiik pH fungal biiyiimeyi desteklediginden pH genellikle
bakteriyel kontaminasyonu engellemek i¢in olabildigince diisiik tutulmaya caligilir
(Carlile ve dig., 2004).

(vi) Isik: Pleurotus ostreatus’un govde kisminin diizgiin bir sekilde gelisebilmesi

icin 15182 ihtiyaci oldugu belirtilmistir (Jang ve dig., 2013).
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5. MATERYAL VE METOT

5.1 Toprak Ozelligi ve Olciilen Parametreler

Yaklasik 20 kg toprak 6rnegi Temmuz 2014°te Istanbul Teknik Universitesi Ayazaga
Kampdsu, Etiler Yolu Gzerinden alindi (Sekil 5.1). Topragin kaba yapisindan dolay1
once ¢apt 3 mm (7 mesh) olan elekten gegirildikten sonra, cap1 2 mm (10 mesh) olan

elekten tekrar elenerek, deney i¢in kullanilmak iizere oda kosullarinda bekletildi.

-

Sekil 5.1: Topragin alindig1 bolge.
5.1.1 pH 6lguimi
pH bir c¢ozeltinin asitlik veya bazlik derecesini tarif eden 6l¢ii birimidir. Topragin

pH degeri besin molekiillerinin toprak i¢indeki ¢ozlinirligiini etkilediginden

topragin tiretkenligi acisindan biiyiik 6neme sahiptir.
Toprak pH’1 i¢in EPA 9045D Metodu takip edildi.

e 20 g toprak numunesi 150 mL’lik beherde tartildi.
e Uzerine 20 mL distile su eklendi.
e Bes dakika boyunca cam bagetle karigtirildi.

e Bir saat boyunca askida kalan maddelerin ¢cokmesi beklendi.
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Ustte kalan sivi faz pastdr pipetle ayirilarak 50 mL’lik falkon santrifij
tiplerine koyuldu.

Tipler 10 dakika 9000 rpm’de santrif(j edildi.
Daha sonra siipernatant kismi 100 mL’lik beherlere alindi.

Onceden kalibre edilmis pH metre ile 6lgiim yapildi.

5.1.2 Nem tayini

Toprak nem igerigi ayn1 zamanda su miktarini ifade eder ve kuru toprak 6rneginde

bulunan su kiitlesinin orani olarak veya su hacminin topragin toplam hacmine orani

olarak tanimlanir.

Bu yontem, toprak nemini sabit bir tartima gelene kadar firinda kurutmaya dayanan

laboratuvar tayinini kapsar. Nem igerigi (%), kurutma Oncesi ve sonrasi Ornek

tartilarak asagidaki sekilde hesaplanir:

Aliminyum tartim kabinin agirligi kaydedildi.
Yaklasik 10 g 6rnek aliminyum kaba yerlestirildi ve bu agirlik "islak toprak
+ dara" olarak kaydedildi.

Ornek 105 °C’lik firma yerlestirildi ve bir gece boyunca kurumaya birakildi.

Firindan alinan 6rnek birkag dakika oda sicakligina getirildikten sonra tartild

ve bu agirlik "kuru toprak + dara" olarak not edildi.

Ornek tekrar firina koyuldu ve birkag saat daha kurutuldu ve firindan almarak
tekrar tartildi, agirlik "kuru toprak + dara" olarak not edildi.

Arka arkaya yapilan tartimlar arasinda fark kalmayincaya kadar son asama

tekrar edildi.

Topragin nem miktar1 kuru toprak agirligi olarak hesaplandi (5.1).

_ Wy-W,

0% Nem = —2—= X 100 (5.1)

Wy —W,

Burada:

W1 = Alliminyum tartim kabinin agirligi (g)

W2 = Nemli topragin agirhigi + tartim kab1 (g)

W3 = Kuru topragin agirhigi + tartim kabi (Q)

Olgiim sonuglar1 Cizelge 5.1°de gosterilmistir.
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Cizelge 5.1: Toprakta 6l¢llen parametreler

pH Nem Miktar
(%)
5.9 11.75

5.2 Fungal Kiiltiir Hazirlamsi

Fungal kiiltiir, ticari olarak hazirlanmis komposttan iireyen istiridye mantarindan,

kullanilacak olan tek ve nihai susu elde etmek amaciyla yapildu.

5.2.1 Istiridye mantar kompostu temini

Istiridye mantar1 kompostu ve saman balyas1 Marmara Mantar, Catalca’dan Haziran
2014’te alindi. Karanlik ve sicak bir ortam hazirlanarak, Kompost bir ay boyunca
ortam sicakliginin 25-30 °C derece arasi, neminin de % 67-75 arasi degistigi 0zel bir
odada bekletildi. Bu donemde komposta herhangi bir uygulama yapilmadi. 30 giinin
sonunda, kompost tamamen beyazlayip, mantar misellerinin ¢gimlenmesiyle mantarin
vejetatif kismi goriilditkten sonra (Sekil 5.2), kompost karanlik ortamdan alinarak
daha serin, giines 1s181na direkt maruz kalmayan aydinlik bir yere tasind1 ve her gin
bir miktar suyla sulandi. Biiyiiyen mantar kisimlari kiltiiri yapilmak iizere

komposttan ayrildi.

Sekil 5.2: 30 giinlin sonunda hazir komposttan ¢imlenen mantarlar.
5.2.2 Sterilizasyon ve % 2’lik malt-agar besiyeri hazirlamsi

Malt-extract agar, ¢ok sayida ¢evresel kaynagin yaninda, klinik 6rneklerden mayalari
ve kiifleri izole etmek ve kiiltiirlerini yapmak amaciyla kullanilan genel amagli bir

biiylitme ortamidir. Ortam 4 g kuru malt-extract ve 4 g agar agar 500 mL’lik cam
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besiyeri sisesinde tartilip 200 mL suda ¢ozildd. Magnetik balik yardimiyla 1s1 ayarli
magnetik karigtiricida 15 dakika kanstirildiktan sonra 121 °C’lik otoklavda 15
dakika steril edildi. Hazirlanan kati agar, tek kullanimlik petri kaplaria yaklagik 20-
25 mL olacak sekilde dokiildii ve sogumaya birakildi (Stamets, 2000).

5.2.3 Saf kaltar

Kiiltiirleme ¢alismalar1 ITU Cevre Miihendisligi Kati Atik Laboratuvar1 Laminar

kabininde yapildu.

Saf kiiltiir elde etme siirecinin ilk agamasinda kullanilacak olan laminar kabin, %
80’lik etil alkol ve % 1°lik camasir suyu ile diizgiin bir sekilde dezenfekte edilip 15
dakika UV 15181 agik sekilde bekletildikten sonra kabine kiiltiirii yapilacak olan

istiridye mantarlari yerlestirildi.

Saf kiiltiir hazirhginin ikinci asamasi olarak, hasat edilen mantarin kok kismi, bek
alevinde steril edilmis bistiiri yardimiyla ikiye ayrild1 ve agilan temiz bolgeden hig el
degmeden steril pens ile kii¢iik parcalar kopartilip, daha 6nceden hazirlanmis % 2’lik
malt-agar besiyerine ekildi (Sekil 5.3; Sekil 5.4). Ekimleri tamamlanan petrilerin
kapaklar1 parafin yardimiyla kapatilarak dis ortamdan kaynaklanabilecek herhangi

bir kontaminasyondan korundu.

Mantarin kalin kok kismindan alinan pargalarin petrilere ilk ekimleri yapildiktan
sonra yaklagik bir hafta 25-30 °C sicaklikta (Agustos ayi) biiylimeleri gozlendi.
Sicakligin da etkisiyle hizli bliyiime gosteren petrilerden alinan pargalardan, saf
kiiltiir elde etmek maksadiyla steril bir sekilde ikinci ekimler yapildi. Benzer sekilde
dort-bes kez petrilere aktarim yapildi. Daha sonra kullanilmak {izere petrilerden bir

kism1 +4 °C’de muhafaza edildi (Sainos, 2006).

Sekil 5.3: Istiridye mantarinin u¢ kismindan ikiye ayrilmas.
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Sekil 5.4: Istiridye mantarinin kok kismindan steril parca alimu.
5.2.3.1 Saf kaltirin ham petrole kars1 davramsinin 6nceden gozlenmesi

Elde edilen saf kdltirlerden birkac tanesi, ham petroliin varliginda miselin nasil
davranacagini gozlemlemek i¢in kullanildi. Miseller petri kabimin yaklagik yarisini
kapladiklarinda, steril kabinde tekrar agilip, birkag damla kadar ham petrol, miselin
heniiz ulasmadigi petri kab1 bolgesine damlatildi. Daha sonra tekrar uygun sicaklikta

biiylimeye birakilan petriler nitel olarak gézlendi (Sekil 5.5).

L

Sekil 5.5: Ham petrol {izerinde yayilan istiridye mantar miselleri.
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Sekil 5.5 (devam): Ham petrol {izerinde yayilan istiridye mantar miselleri.

Stamets (2005), istiridye mantart misellerinin ham petrolle doyurulmus ve petri
igerisine yerlestirilmis selilloz plak karsisindaki davranigini gézlemlemistir (Sekil
5.6). Buna gore, petrolii emen mantar miselleri dnce koyulasmaktadir. Koyu renkteki
misellerin petroli metabolize etmesinden sonra ise misellerin rengi gittikce

acilmaktadir (Stamets, 2005).
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Sekil 5.6: Seliiloz plaga emdirilmis ham petrollin istiridye mantar miselleri
tarafindan absorblanmasi (Stamets, 2000).

5.3 Tohum (Grain) Tipi Secimi ve Inokiilasyon

Klingman, (1950)’de kompostu (spawn) uygun bir ortam veya substrat Uzerinde
bliyliyen secilmis bir mantarin miseliyle beraber adlandirilan ismi olarak
aciklamistir. Kompost (spawn), kullanilacak olan substratin igine Kkaristirilan

herhangi bir misel formudur (Stamets, 1993).

Istiridye mantar kompotu iki tirli materyal Gzerinde olusturulabilir. Bunlar; ya
cesitli cinsteki tohum taneleri ve kabuklari, ya da endiistriyel bir atik olan tohum
samandir. Saman (zerine ekilmeden o6nce tohum kompostunun olusturulmasinin

sebebi, misel blyumesi icin gerekli olan azot ve fosforun saglanmasidir.

Tohum kompostu (grain spawn) yapmak, misel kiitlesinin tdstel bir sekilde
cogaltilmasi icin gerekli olan bir asamadir. Tohum kompostu olusturmanin amaci,
kullanilan substrati misel agisindan yogun hale getirip, miselin canliliginin en yiksek
oldugu bir seviyeye yukseltmektir. Tohum, sadece miselin diizgiin bir sekilde
yayilmasi ic¢in gerekli bir madde olmamakla beraber, ayni zamanda besinsel bir
tamamlayicidir. Tohum kompostu olusturmada tam tahil Grinleri kullanilir ¢iinkii her
bir tahil tanesi, miselin ¢evresindeki alana sigrayabildigi bir platform olan misel
kapsulu gorevi goriir. Cogu kiigiik Olgekli galisan mantar yetistiricileri organik
yetistirilmis olan arpa veya bugday tohumundan faydalanirlar. Neredeyse tiim tahil
tohumlar1 kompost {iretimi i¢in kullanilabilir. Her kompost iireticisi tecriibeleriyle en

tatmin edici sonucu elde ettigi tohumu seger (Stamets, 2000).
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5.3.1 Tohum (Grain) se¢imi

Mantar miselinin tohum Uzerinde biyumesini gozlemlemek icin ilk 6nce bugday
tohumu denendi. Tohumlar Eminéni Pazari’ndan temin edildi. Agustos ayindan
Ekim ayimna kadar bugday tohumuyla yapilan ekimler test amacl kullanildi. Daha
sonra kabuksuz arpa tohumunun, yapilan ekimler sonucunda zaman ag¢isindan daha
hizli ve giir biiyiidiigii gézlemlenip optimize edildikten sonra deney igin arpa tohumu

secildi. Kabuksuz arpa tohumu Uskiidar’dan temin edildi.

Kalsiyum siilfat (Alct - CaS0O4 x 2H20)

Tohum kompostu (grain spawn) hazirlama asamasinda sterilizasyondan sonra tohum
tanelerinin yapismasini engelleyip birbirinden ayri tutmak i¢in kullanilan bir tampon
olan kalsiyum silfat, sulfur veya silfirik asite doniisiinceye kadar pH’1 belli bir
noktaya kadar '2 oraninda etkileyebilir. Ayn1 zamanda mantar biiylimesini artiran
temel elementler olan kalsiyumu (Ca) ve stlfiri (S) saglar. Eger substrat bu temel

elementlerden yoksun kalirsa, verim zit yonde etkilenir (Stamets, 2000).

Segilen yaklasik bir Kilo tohum 6nce ¢esme suyunda birkag kez yikanarak i¢indeki
diger yabanci maddelerden arindirildi. Klorsuz distile su, tohumlarin iizerini
kapatacak kadar eklendi. % 2’lik alg1 (CaSO4) (w/w) eklenerek Kathiravan ve dig.
(2014), 12-24 saat arasi bir tencerede kapagi kapali bir sekilde bekletildi. 12 saat
sonunda bir ocak Uzerinde bes dakika boyunca kaynatilan tohumlar daha sonra
stiziildii. Bu asamada tohumlarn kisa bir siire kaynatilmasimin sebebi, tohum
taneciklerine miselin rahatca yayilabilecegi uygun bir kivami saglatabilmek igindir.
Tencereden buhar ¢ikisi tamamen durana kadar ara ara tencere sallandi. Buhar ¢ikisi

durduktan sonra tencerenin agzi1 kapatilarak tohumlarin oda sicakligima gelmesi

beklendi.

5.3.2 Tohum inokllasyonu

Deneyde kullanilan tiim kavanozlarin kapaklari matkapla tam ortasindan delindi.
Sentetik elyaf, delinen kisimlara sikistirilarak cam kavanozlar modifiye edildi.
Kavanozlarin bu sekilde modifiye edilmesinin sebebi, misel icin gerekli oksijen
gecisini saglarken, diger yabanci maddelerin ve mikroorganizmalarin gegisini

engellemek icindir.
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300 g kabuksuz arpa tohumlar1 6zel olarak hazirlanmis cam kavanozlarda tartildi

(Sekil 5.7).

Sekil 5.7: Tohumlarin kaba terazide tartimu.

Daha sonra agizlar1 ¢ok siki olmayacak sekilde kapatilip aliiminyum folyo ile sarilan

kavanozlar otoklavda steril edildi (Sekil 5.8).

Sekil 5.8: Tohumlarin sterilizasyonu
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Oda sicakligina getirilen kavanozlar laminar kabin altinda 6nceden hazirlanmis P.
ostreatus saf kiltiriyle (yaklagik bir petri kulttriyle iki tane kavanoz) dikkatli bir
sekilde inokiile edildi (Sekil 5.9; Sekil 5.10).

Sekil 5.9: Saf kiiltiirlerin laminar kabinde steril edilmis arpa tohumlar1
uzerine ekimi.

Sekil 5.10: Inokiile edilmis arpa tohumlar.

Misel aglar1 cam kavanozlarin yaklasik %2’tinti kapladiginda (Sekil 5.11), tohumlarin
birbirine yapismasin1 engellemek ve tohum tanecikleri arasinda hava boslugu
olusturup miselin daha giir bir sekilde biiytimesini saglamak i¢in kavanozlar ¢cok sert
bir sekilde elle ¢alkalandi. Etraflari tamamen sarilarak biiyiimeleri tamamlanmig olan
miselli tohumlar (tohum/grain kompostu), saman hazirlanincaya kadar biiytimelerini

yavaglatmak i¢in +4 °C’de beklemeye alindi.
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Sekil 5.11: Miselin arpa tohumlar tizerinde yayilima.

5.4 Saman Temini ve Saman Kompostu (Spawn) Hazirlanisi

Catalca’da bulunan Marmara Mantar sirketinden Haziran 2014’te bir balya bugday
samant alindi. Saman kalitesi zaman icerisinde azaldig: i¢in iri ve daha canli saman
taneleri kotlilesmis kisimlarindan ayrildi. Ayirilan bu kisim miselin yayilacagi ylizey
alanini genisletmek i¢in yaklasik 2-5 cm uzunlugunda el ve makas yardimiyla kii¢iik
parcalara bolindi (Krishnakumari ve dig., 2014). Patates filesine doldurulan
samanlar gerekli nem oranimi (% 65-70) elde etmek icin bir buguk saat ilik suda,
tamamen suya batirilmis oldugundan emin olmak igin iizerine sert bir tas konularak
bekletildi. Genellikle 100 g olan kuru saman islatildiktan sonra 300 g yas samana
dontistir (Mushworld, 2004). Neme doyan ve hacmi genisleyen saman torbasi sudan
cikartilarak, samanlar bir damla su akitmayincaya kadar bekletilmek tzere yiksek bir
yere asildi. Daha sonra nemlendirilmis samanlar polietilen firin posetlerine 300 ¢
kadar dolduruldu. Past6rizasyon sirasinda posetlerin i¢ine su kagmasini 6nlemek igin

ikinci bir posete sartlan samanlar pastorizasyon igin hazir hale getirildi.

Bu calismada 1siya dayanikli plastik posetler (firin torbasi) secildi. Poset ici
sicakliklarin poset ¢evresindeki sicakliktan daha yiiksek olmasi beklendi. Bu sicaklik
substratin pastorizasyon seviyesini artirmakta, kompost (spawn) buyimesini ve
verimi gelistirmekte ve ayn1i zamanda kontaminasyondan uzak bir ortam
saglamaktadir. Firin posetleri bu islem i¢in daha uygundur ¢unki kompost biylimesi
siiresince  substrattaki goreceli nemi korur ve boylece diger metotlarla

kiyaslandiginda substratin kurumasini 6nler (Mandeel ve dig., 2005).
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5.4.1 Saman pastdrizasyonu

Pastorizasyon zararli rekabetci organizmalarin miktarmin azaltilmast demektir.
Pastorizasyon islemi bittiginde, substrat iizerinde faydali bakteri formunda hala

mikro-aktivite devam etmektedir.

Pastorizasyonun ilk amaci, besin i¢in yarisacak veya direkt misele saldiracak olan
rekabetci bocekleri, kufleri ve bakterileri elemek ve bu sekilde 6zellikle termofiller
gibi iyi huylu mikroorganizmalarin kaybini en aza indirerek, mantara substrat

tizerinde biiyiliyebilmesi i¢in bir avantaj saglamasidir (Url-8).

Doldurulmus posetlerden dort tanesi diidiiklii tencerenin dibine yerlestirilerek, sabit
durmalar igin iizerlerine iki biiyiik agir beton parcasi konuldu. Uzerlerine gegecek
kadar soguk su eklenerek dijital termometre ile sicakligin yaklasik 71 °C’ye ulagmasi
beklendi. Sicaklik istenilen degere geldiginde bir saatlik pastorizasyon islemi
baslatildi (Sekil 5.12). Bir saat boyunca surekli kontrol edilen sicaklik, ocak arada bir
kapatilip agilarak 71-82 °C arasinda tutulmaya 6zen gosterildi. Past6rizasyon islemi

bittikten sonra posetler oda sicakligina getirildi

Sekil 5.12: Saman pastdrizasyon islemi
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5.4.2 Saman inokulasyonu

Oda sicakligina gelen posetler dis kisimdaki ikinci posetten ¢ikartilarak, daha
onceden hazirlanmig tohum kompostlart (grain spawn) ile inokile edildi.
Tohum/Saman orant % 25 olarak secildi. Daha 6nceden 300 g saman doldurulan
pastorize edilmis posetlere 75 g tohum kompostu, kaba terazide tartilarak eklendi

(Sekil 5.13).

Sekil 5.13: Onceden inokiile olmus tohumlarin pastdrize edilmis samana
eklenmeden once tartilmasi.

Tohumlarin posetin her kdsesine ulasmasini saglamak i¢in posetler ¢ok iyi bir sekilde
calkalandi. Posetlerin agz1 Sekil 5.14°deki gibi tuvalet kagidi rulosu ve sentetik elyaf
kullanilarak kapatildi. Elyafin bu sekilde kullanilmasindaki amag¢ kompostun hava

almasini saglarken, diger yandan yabanci maddelerin gegisini engellemek i¢indir.

Sekil 5.14: Arpa tohumlari ile inokiile edilmis past6rize samanlar.
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Yaklagik iki hafta igerisinde inokiile olan saman kompostu Sekil 5.15°te
gosterilmistir.

Sekil 5.15: Tohum inokiilasyonu ger¢eklesen samanlar.

Bu asamaya kadar yapilan ekim, sterilizasyon ve inokiilasyon kisimlarini daha

anlasilir kilmak i¢in Sekil 5.16’da sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 5.16: Ekim, sterilizasyon ve inokiilasyon kisimlarinin sematik gésterimi
(Stamets, 2000’den alintidir).
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5.5 Deney Kurulumu

Bu calismada, {i¢ farkli konsantrasyonda (% 2.5, % 5, % 7.5) (w/w) ham petrolle
yapay olarak kirletilmis toprak orneklerinin, iki ayr1 zaman diliminde (25. ve 50.
guin) Pleurotus ostreatus mantar miselleri tarafindan gideriminin, spektrofotometrik

yontemle belirlenmesi amaciyla deney kurulumu gergeklestirildi.
25. ve 50. glnler sirasiyla I. ve 1. Set olarak isimlendirildi.

Bunun i¢in deney grubu, deney grubunun bir tekrari, her deney grubunun birer tane
kontrolii ve kirletilmemis (sade) toprak seklinde, her sette 10 kavanoz olmak iizere

iki sette toplam 20 kavanoz diizenegi hazirland1 (Cizelge 5.2; Cizelge 5.3).

Cizelge 5.2: Set | deney kurulumu.

200 gr. Toprak icin eklenen ham petrol miktarlar:
B | s 10g
SET | (% 2.5) (% 5) (%7.5)
200 g toprak 200 g toprak 200 g toprak
Denev 1 + 5 g h. petrol +10gh. petrol  + 15 g h. petrol
y + 25 g saman + 25 g saman + 25 g saman
+ 15 g misel + 15 g misel + 15 g misel
200 g toprak 200 g toprak 200 g toprak
Deney 1 (Tekrar) + 5 g h. petrol + 10 g h. petrol + 15 g h. petrol
+ 25 g saman + 25 g saman + 25 g saman
+ 15 g misel + 15 g misel + 15 g misel
g?:pfg)/lolarak 200 g toprak 200 g toprak 200 g toprak
Kirletilmis) + 5 g h. petrol + 10 g h. petrol + 15 g h. petrol
Sade Toprak 200 g toprak 200 g toprak 200 g toprak
(Kirletilmemis)
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Cizelge 5.3: Set Il deney kurulumu.

200 gr. Toprak icin eklenen ham petrol miktarlar:
50. glin
ornekleri
SET I 59 10g 159
(% 2.5) (% 5) (%7.5)
Deney 1 200 g toprak 200 g toprak 200 g toprak
+5 g h. petrol +10 g h. petrol ~ + 15 g h. petrol
+ 25 g saman + 25 g saman + 25 g saman
+ 15 g misel + 15 g misel + 15 g misel
Deney 1 200 g toprak 200 g toprak 200 g toprak
(Tekrar) + 5 g h. petrol +10 g h. petrol ~ + 15 g h. petrol
+ 25 g saman + 25 g saman + 25 g saman
+ 15 g misel + 15 g misel + 15 g misel
Kontrol 200 g toprak 200 g toprak 200 g toprak
+ 5 g h. petrol +10 g h. petrol ~ +15 g h. petrol
Sade Toprak 200 g toprak 200 g toprak 200 g toprak
(Kirletilmemis)

Set | ve Set Il igin ortak olan
verilmistir.

deney kurulumu sematik olarak Sekil 5.17°de

Ayni1 oda sartlarinda bekletilen kavanozlara deney siiresi boyunca hi¢bir miidahelede

bulunulmadi.

Kontrol gruplarina sadece petrol, deney gruplarina (deney ve deney tekrari) da saman

ve kompost eklendi. Sade toprak da 25. ve 50. giinler sonunda analiz edildi.

Her bir deney grubunda ve deney grubunun tekrarinda bulunan miseller, 25. ve 50.

gunlerin sonunda analiz edildi.

Kavanozlar ac¢ildiktan sonra, dnce toprak ve misel orneklerinin ekstraksiyonu ve
distilasyonu yapilarak, gravimetrik toplam ekstrakte olmus organik madde miktarlari
tespit edildi. Daha sonra gravimetrik sonuglari alinan bu ekstraktlar seyreltilerek

UVF spektrofotometre cihazinda 6rneklerdeki TPH okumalar1 yapilda.
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10g 10g
Deney tekrar Kontrol

15¢g 15¢
Deney Deney tekran Kontrol

Sade toprak
(Kirletilmemis)

Sekil 5.17: Ham petrol konsantrasyonlarina gore olusturulan deney kurulumunun
sematik gosterimi (Her iki set igin).
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5.5.1 Topraga ilave edilen ham petrol konsantrasyonlar:

Kullanilan ham petrol BOTAS tarafindan Irak’tan tedarik edildi. 200 g toprak
ornekleri deney gruplarini olusturmak i¢in sirastyla 5, 10 ve 15 g (% 2.5, % 5, % 7.5)
(w/w) Irak (light) ham petroli ile kontamine edildi.

Deneyde kullanilacak tiim kavanozlarin kaba terazide darasi alindiktan sonra hepsine

200 g elenmis toprak eklenip tartildu.

Topragin nem miktar1 disiik (% 11.75) oldugu i¢in bu miktar1 yiikseltmek, ayn
zamanda petrole akiskanlik saglamak ve bdylelikle ekleme sirasinda ortaya
cikabilecek kayiplari en aza indirebilmek igin her bir kavanoza 10 g saf su eklendi.
Once orta boy tek kullanimlik plastik tartim kabinin darasi alindi. 10 g saf su eklenen
kabin tekrar darasi alindiktan sonra, Uzerine deney grubundaki kavanozlara
eklenecek miktarda petrol sirayla ilave edildi. Boylelikle suyla beraber eklenen
petroliin topraga karigsmasi daha kolay hale gelmis, ayn1 zamanda gravimetrik olarak

daha diizgiin bir sekilde tartimlar alinabilmistir.

Toplam kayiplar

Yapay olarak kirletilen toprakta petroliin topraga en iyi sekilde karigmasini
saglayabilmek i¢in cam baget ve metal kasik kullanildi. Ayni1 zamanda petroliin
kavanozlardaki topraklara suyla karistirilip eklenmesi sonucunda kullanilan bu
gereclerin, yapilan en diizgiin siyirma ve karigtirma islemleri sonucu cidarlarinda

kalan (Sekil 5.18) petrol miktarlar1 hesaplandi. Bu hesap:

Maksimum ortalama kayip = (Eklenen toplam petrol miktar1)g — (Cam baget + metal
kasik + plastik tartim kab1)g

seklinde hesaplanip, ¢ikan maksimum ortalama kayip %1.5’u ge¢medigi i¢in ve tiim

kavanozlarda ayni oranlarda kayip oldugu i¢in ihmal edilmistir.

% 2.5

%5

% 7.5

Sekil 5.18: Ug farkli konsantrasyon igin cam bagetlerin cidarlarinda kalan petrol.
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5.5.2 Saman eklenmesi ve sterilizasyon

[stiridye mantar1 toprakta biilyiiyen bir mantar tirii olmadigindan mantar misellerinin
topragin icine daha rahat bir sekilde yayilmasini saglamak icin kompost (Spawn)
inokiilasyonundan oOnce topragin iizerine saman eklenerek miselin, komposttan
samana gecis yapmasi saglandi. Samanin topragin iizerine eklenmesindeki amac,
komposttaki miselin ¢ogalmasini saglarken ayni zamanda topraktaki kirlilikle
karsilasmadan Once ortama aligmasini saglamaktir. Bu yizden saman ilavesi misel
icin hem topraga bir gecis yolu olustururken, hem de bu siire igerisinde miselin

kullanabildigi bir besin gorevi gormektedir.

Kavanozlara eklenecek samanlar 1lik suya bastirilip bir saat boyunca bekletildi ve
daha sonra asilarak fazla suyun akmasi saglandi. Her bir deney grubuna 25 g saman
cok bastirilmadan, sadece topraga hafifce degecek sekilde eklendi (Sekil 5.19) ve

tim kavanozlar sterilize edilmek iizere otoklava yerlestirildi..

|
5
|
#
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Sekil 5.19: 5 g ham petrolle kirletilmis topraga saman eklenmesi.

5.5.3 Saman kompostu ilavesi ve inokilasyon

Sterilizasyon sonunda oda sicakligina getirilen kavanozlarin deney gruplarina
laminar kabin altinda daha onceden biiyiitiilmiis saman kompostu ile inokilasyon
yapildi (Sekil 5.20).
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Sekil 5.20: Steril edilen kavanozlara kompost ilavesi.

5.5.4 Deney sartlari ve siiresi

Ekimleri yapilan kavanozlar i¢in hazirlanan odada sicaklik ve nem degerleri her giin
not edildi. 50 glin boyunca sicaklik 20-29 °C ve nem % 40-77 arasinda degisiklik
gosterdi. Kavanozlar giinisigi altinda bekletildi.

Deney iki zaman grubunda yapildi. 25. giin kavanozlarindan I. setin, 50. gtinde de I1.
setin kavanozlarindan oOl¢timler yapildi. Analizi ayn1 giin icerisinde yapilamayan

ornekler +4 °C’de beklemeye alindi.

5.5.5 Deney siiresi sonunda kavanozlarin acilmasi

25. gunin sonunda Set | 6rnekleri laboratuvara getirildi (Sekil 5.21). Deney gruplari
ve onlarin tekrarlar1 olan kavanozlardaki miseller dikkatlice topraktan ayrilip daha

sonra ekstraksiyonlar1 yapilmak {izere bekletildi (Bkz: B6lim 5.6.1.2).

Misellerden ayrilan topraklar ise, iyice karigtirilarak Topraklarin Ekstraksiyonu
kisminda anlatilan sekilde tartilip soxhlet ekstraksiyon linitesine yerlestirildi (Bkz:
Bolum 5.6.1.1).

50. giinlin sonunda laboratuvara getirilen kavanozlar (Sekil 5.22) acilarak, igindeki
toprak ve miseller de ayni sekilde muamele edilip ekstraksiyon igin hazir hale

getirildi.

45



o kavaro? (I.Set - Tewar) |
“200 8 topral

15 g h.peival 505
Mo al su

115 g Saman

115 g spavn

Sekil 5.21: 25. giin sonunda acilan kavanozlar. Set I, 15 g 6rnekleri.
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Sekil 5.22: 50. giin sonunda agilan kavanozlar. Set Il, 15 g 6rnekleri.

5.6 Metot ve Analizler

5.6.1 Ekstraksiyonlar

Kontrol grubu ve deney grubu topraklarinin ekstraksiyon on islemleri ile deney
grubu kavanozlarindan ¢ikan misellerin 6n islemleri farkli sekilde yapilirken,
ekstraksiyon islemi ayni1 sekilde ve siirede yapildi.
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5.6.1.1 Topraklarin ekstraksiyonu

Toprak ekstraksiyonlari EPA 3541 Metodu takip edilerek Kklasik Soxhlet
Ekstraksiyonu yontemiyle yapildi (Sekil 5.23). Bunun igin 6nce sistem ¢eker ocak
igerisinde kuruldu. Isitict olarak su banyosu, ¢oziicii olarak da Diklorometan (DCM)
kullanildi.

Kaba terazi iizerinde cam bir beher tartilip darasi alinarak igine soxhlet seliiloz
kartusu yerlestirildi. Her bir kavanozdaki toprak orneginden 25 g alinip kartus
icerisine dikkatli bir sekilde konuldu. Daha sonra kartus pens yardimiyla
ekstraksiyon ¢emberine yerlestirildi. 250 mL’lik bos ekstraksiyon balonu
ekstraksiyon ¢emberine takildiktan sonra, ¢emberin {izerinden numuneyi ilk seferde
yikamak i¢cin 150 mL DCM yavas¢a dokiildii ve c¢ember sisteme takilarak su
banyosuna yerlestirildi. Sistemin su girisi agildiktan sonra sicaklik 50 °C’de sabit
tutulup ilk sifon gerceklesene kadar beklendi. Ilk sifondan itibaren 8 saat boyunca
ekstraksiyon yapildi. Sistemin en az dort kez sifon yaptifindan emin olunduktan
sonra ekstraksiyon sonlandirildi. Su banyosu igerisinde sicakliklar1 yavasca diisen
balonlar ekstraksiyon g¢emberinden ayrilarak agizlar1 cam kapaklarla kapatilip

laboratuvar 1sisinda (~12 °C) bekletildi.

Sekil 5.23: Su banyosu ve Soxhlet Ekstraksiyon Aparati.
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5.6.1.2 Misellerin ekstraksiyonu

Kavanozlardan 6zenli bir sekilde ¢ikartilan miseller temiz kavanozlara alindiktan
sonra Uzerlerine 100 mL DCM dokiiliip hafifce calkalandi. Yaklasik 15-20 dakika
kavanozun agzi kapali bir sekilde bekletilen ve arada bir hafifce galkalanan, misel
icerisindeki petrolii ekstrakte etmis olan ¢oziicti daha sonra 250 mL’lik silifli cam
erlenlere aktarildi. Kapaklar1 kapatilan erlenler distilasyon islemi i¢in laboratuvar

ortaminda bekletildi (Sekil 5.24).

Sekil 5.24: DCM i¢inde ¢ozlinmiis halde bulunan misel ekstraktlari.

Kavanozlardaki DCM ile ekstrakte olmus olan miseller ise, ¢oziicliniin tam olarak
ucmasi i¢in agzi acik sekilde bir gece bekletildikten sonra tartimlari alinarak,

ekstrakte edilen misel miktarlar1 not edildi.

5.6.2 Distilasyonlar

Sabit tartim, iki tartim arasindaki fark 0,0001 grami ge¢medigi tartimdir.
Distilasyonlar gergeklestirilmeden once kullanilacak olan tiim 150 mL’lik silifli cam
balon erlenler numaralandirilip ilk tartimlar1 (dara) sabit bir deger alinca not edildi.
[k tartimlar1 hassas terazide alinan erlenler, distilasyon isleminden ¢iktiktan sonra
desikatorde bekletildi. Yaklasik bir giin desikatorde bekletilen erlenler tekrar hassas
terazide tartildi ve agirliklart degismedigi anda tartimlart not edildi. Gravimetrik
Olctlen Ekstrakte olmus Organik Madde (EOM) miktarlar1 bu iki tartim arasindaki
farkin alinmasiyla hesaplandi (5.2)

[Bos erlen dara + Ekstrakte olmus organik madde] - [Bos erlen dara] (5.2)

48



5.6.2.1 Toprak drneklerinin distilasyonu

Ekstraksiyonlar1 ger¢eklesmis ve laboratuvar sicakliginda bekleyen cam balonlardaki
toprak numuneleri daha sonra ¢oziclnin (DCM) ucurulmasi ve nihai ekstraktlarin
elde edilmesi igin distilasyon finitesine takildi (Sekil 5.25). Su banyosu lzerinde
hazirlanan distilasyon {initesine, distilasyonu olacak erlen ve ¢oziiciiniin toplanacagi
erlen takilarak islem ayni sicaklikta (ekstraksiyonun gergeklestigi sicaklik) baslatildi.
Coziiclinliin tamamen toplandigindan emin olunduktan sonra erlenlerin su banyosu
icerisinde sicakliginin diismesi beklenip setten ¢ikartildi. Disaridan herhangi bir
partikiil girisi olmamasi i¢in bir miiddet ¢eker ocak kabininin igerisinde agizlar1 agik
halde tutulan erlenlerin icinde kalan az miktardaki ¢6zici de ugtuktan sonra, erlenler

tam olarak sabit tarttima gelmeleri i¢in desikatore kondu.

Sekil 5.25: Distilasyon tnitesi.
5.6.2.2 Misel 6rneklerinin distilasyonu

Ekstraksiyonlar1 ger¢eklesmis ve laboratuvar sicakliginda bekleyen 250 mL lik silifli
cam erlenlerdeki misel numuneleri, 150 mL’lik distilasyon erlenlerine aktarildi.
Cozlclnln ugurulmast ve nihai ekstraktlarin elde edilmesi igin erlenler distilasyon
unitesine takildi. Toprak numunelerinin distilasyon prosediiriiniin aynis1 misel

numuneleri i¢in de uygulandi.
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5.6.3 Ekstrakte olmus organik madde (EOM) miktarlar

EOM, ekstrakte edilen Ornekteki tlm alifatik, aromatik ve petroliin bulundugu
ortamdaki diger canli organik maddelerin toplamini ifade eden bir degerdir. TPH’ n1
ve (PAH)" belirlemek igin petrol hidrokarbonlariyla kirlenmis topraklarin analizinde
spektroskopik ve spektroskopik olmayan tekniklerin rolii birbirinden ayrilamaz
(Okparanma ve Mouazen, 2013). Bu yuzden EOM’nin igindeki petrol
hidrokarbonlarindan aromatik halkalarin miktarin1 belirleyebilmek ig¢in, ekstrakte

olmus maddelerin UV floresans spektroskopi ile TPH miktarlar belirlendi.

25. ve 50. gin sonunda Soxhlet Ekstraksiyonu ve distilasyonlar1 tamamlanan tiim
erlenlerdeki EOM miktarlar1 formiile gore hesaplandi (5.2). Toprak ekstraktlari i¢in
Ug farkli konsantrasyondaki deney ve deney grubu tekrarlarinin aritmetik ortalamasi,
ekstraksiyona giren madde miktarlarinin (hepsinde 25 g toprak) aritmetik

ortalamasina boliindii (Cizelge 5.4).
Ekstraksiyona giren misel miktarlar1 degisiklik gdsterdigi i¢cin hepsi 25 g’a esit
olacak sekilde denklestirildikten sonra aritmetik ortalamalar1 alindi (Cizelge 5.5).

Kontrol gruplarinin ve sade topraklarin tekrarlari olmadigi i¢in aritmetik ortalamalari

alinmada.

Cizelge 5.4: 25. ve 50. gun sonunda ekstrakte edilen topraklardan elde edilen
EOM miktarlarinin aritmetik ortalamalari.

5, 10 ve 15 g ham petrol ile kirletilmis topraklarin ekstrakt
miktarlarinin aritmetik ortalamasi.
SET I (25. guin)

5 g petrol/200 g 10 g petrol/200 g 15 g petrol/200 g

0.474 9/25 ¢ 0.9349/25¢ 1.334g/25¢

5, 10 ve 15 g ham petrol ile kirletilmis topraklarin ekstrakt
miktarlarinin aritmetik ortalamasi
SET I (50. guin)

0.445 g/25 g 0.917 g/25 g 1.293 g/25 g
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Cizelge 5.5: 25. ve 50. guin sonunda ekstrakte edilen misellerden elde edilen
EOM miktarlarinin (25 g’a esdeger) aritmetik ortalamalari.

5,10 ve 15 g ham petrol ile kirletilmis topraklardan ¢ikan misellerin,
agirlik olarak esdeger hale getirilmis (25 grama esdeger) miktarlarinin
aritmetik ortalamasi.

SET I (25. guin)

5 g ham petrol 10 g ham petrol 15 g ham petrol
eklenmis kavanozdan  eklenmis kavanozdan  eklenmis kavanozdan
¢ikan misel ¢ikan misel ¢ikan misel
0.130¢g 0.146 g 0.53¢g

5, 10 ve 15 g ham petrol ile kirletilmis topraklardan ¢ikan misellerin,
agirlik olarak esdeger hale getirilmis (25 grama esdeger) miktarlarinin
aritmetik ortalamasi.

SET 11 (50. giin)

0.039 g 0.185¢ 0,775 g

5.6.4 UVF (Ultraviole fluorospektrofotometre) Analizi

Toplam petrol hidrokarbonlar1 (TPH) UV floresans spektroskopi yontemiyle analiz
edildi (Ertekin ve dig., 2011). Numuneler spektrofluorometrinin lineer kalibrasyon

araligina (100-1003 pg/ml) uyacak sekilde seyreltildi.

Numunelerin toplam petrol hidrokarbon miktarlari, referans olarak kullanilan Irak
(light) ham petroli, n-hekzan icinde 7 noktada ve 0.20, 0.30, 0.50, 1.00, 2.00, 2.50,
3.00 pg/ml konsantrasyonlarinda hazirlanarak UVF cihazi ile 310/360 nm (ex/em)

deki fliioresans intensiteleri, ¢izilen standart egri ile hesapland1 (Sekil 5.26).

Referans ham petroller kullanilarak ¢izilen standart egri denklemi (5.3)’de

gosterilmistir.
Irak ham petrolii (Light) F1 = 276.43 x ¢ + 48.556 r?> = 0.9993 (5.3)
F1 = Absorbans (ax+b)

c: Konsantrasyon
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Sekil 5.26: Irak (light) ham petroli standart egrisi.

Ekstraksiyon bakiyeleri n-hekzan ile seyreltilerek UVF okumasi i¢in hazirlandi
(Sekil 5.27). Onceden ¢izilmis olan standart egri baz alinarak olusturulan denklem ile

numunelerdeki TPH miktarlar1 hesaplandi.

.
Sekil 5.27: Ekstraksiyon bakiyelerinin seyreltilmesi

Kavanoz etiketleri grafiklerin daha rahat okunabilmesi i¢in kod seklinde kisaltildi

(Cizelge 5.6). Kontrol gruplarina kod verilmedi.
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Cizelge 5.6: Kisaltma amagli kavanoz etiketlerine verilen kodlar.
KODLAR

Kavanoz Etiketleri SET | SET I

59 - Toprak Tla T1A

5g - Toprak Tekrar T2a T2A

59— (Misel) Mla MIA

5 g - Tekrar (Misel) M2a M2A

5 g - Kontrol 5 g — Kont. 59— KONT.
10 g - Toprak T1b T1B

10 g - Toprak Tekrar T2b T2B

10 g — (Misel) M1b M1B

10 g - Tekrar (Misel) M2b M2B

10 g - Kontrol 10 g — Kont. 10 g — KONT.
15 g - Toprak Tlc T1C

15 g - Toprak Tekrar T2c T2C

15 g — (Misel) Mlc M1C

15 g - Tekrar (Misel) M2c M2C

15 g - Kontrol 15 g — Kont. 15 g — KONT.
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6. DENEYSEL SONUCLAR

Set I ve Set II toprak ve misel EOM miktarlarinin aritmetik ortalamasini gosteren
Cizelge 5.4 ve Cizelge 5.5’ten elde edilen verilerle Sekil 6.1 ve Sekil 6.2 grafikleri
cizildi. Sekil 6.1’e gore gravimetrik olarak dlgiilen ekstrakte olmus toprak miktarlari,
5 10 ve 15 g (% 2.5, % 5 ve % 7.5) ham petrol ilavesinde Set | ve Set Il igin
dogrusal bir artig gosterirken, Set II’deki EOM miktarlarinin Set I’e gore daha diisiik
oldugu goriildii. Bu diislistin, inkiibasyon siiresi arttik¢a topraktaki EOM miktarinin

azaldigina isaret ettigi diisiiniilmektedir.

1,4
12

1
08

0,6

Toprak EOM (g)

0,4
0,2
0

5g 10g 15¢g
W 25.giin 0,474 0,934 1,334

50.giin 0,445 0,917 1,293

Eklenen petrol miktarlar (g)
m25.giin m 50.glin

Sekil 6.1: Ham petrol konsantrasyonlarina gore elde edilen ekstrakte olmus toprak
miktarlarinin 25. ve 50. glnler i¢in alinan aritmetik ortalamasi.

Set 1I’nin Set I’e gore toprak EOM miktarlarinda meydana gelen bu azalis, 5, 10 ve
15 g igin sirasiyla % 6,1, % 1,8 ve % 3.1 olarak elde edildi. Bu verilere gore 50.
giinde 25. giline gore toprak EOM miktarinda gergeklesen azalis en ¢ok 5 g’da

go6zlendi.

Sekil 6.2°e gore gravimetrik olarak Ol¢iilen ekstrakte olmus misel miktarlar 5, 10 ve
15 g ham petrol ilavesinde Set I i¢in artis gosterdi. 5 g igin alinan ortalama EOM
miktarmin diisiik ¢ikmasi, 50. giinde ilk agilan kavanoz olmasinin getirecegi bir el

hatasindan (miseli ¢ikarma veya ekstrakte etme sirasinda yapilan) kaynaklaniyor
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olabilecegi diisiiniilmektedir. Set II, 15 g’da misele gecen EOM miktarinin diger
konsantrasyonlara gore daha yiiksek oldugu gozlendi. 5 g (Set 11)’de gbziken hata
harig¢, Sekil 6.1 ve Sekil 6.2, birbirleriyle ters oranti igerisindedir. Bu orantiy1 géz
onunde bulundurarak, toprakta azalan EOM miktarlariin biyUk bir kisminin misele

gectigi sOylenebilir.

0,800
0,700

Misel EOM (g)

0,600
0,500
0,400
0,300
0,200
L e @
58

0,000
10g 15g
W 25.giin 0,130 0,133 0,528
50.giin 0,040 0,185 0,775
Eklenen petrol miktarlari (g)

W 25.gin m50.gin

Sekil 6.2: Ham petrol konsantrasyonlarina gore elde edilen ekstrakte olmus misel
miktarlarinin 25. ve 50. giinler i¢in alinan aritmetik ortalamasi.

Sekil 6.3’te kontrol gruplarinin 25. ve 50. giinlerde EOM miktarlarinda ¢ok fazla bir
degisiklik olmadigi goriildu.

1,600
1,400
)
20 1,200
= 1,000
8 0,800
'S 0,600
g ’
5 0,400
0,200
0,000
5g 10g 15g
m 25. giin 0,515 1,004 1,525
50. giin 0,515 1,014 1,521
Eklenen petrol miktarlari (g)

MW 25. gin 50. glin

Sekil 6.3: Ham petrol konsantrasyonlarina gore elde edilen ekstrakte olmus
kontrol gruplarinin 25. ve 50. giinlerdeki durumu.
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25. ve 50. giinde UVF analizleri yapilan ornekler Sekil 6.4 ve Sekil 6.5’te
gorilmektedir. Sekil 6.4’¢ gore, artan konsantrasyonla birlikte dogrusal bir artis
egimi olustu. Topraklarda deney ve deney tekrarlar1 arasindaki fark ¢ok az olmakla
birlikte, her konsantrasyon i¢in birbirleri arasindaki artisin dogrusal oldugu goriildii.
Deney miselleri ve deney tekrar miselleri arasindaki farklar az olmakla beraber her

konsantrasyon igin aralarindaki azaligin dogrusal oldugu goriildii.

SET I -25. giin
100000
L —
T 10000 fl
2
=
Z 1000
f=1i]
2
= 100
=
10
2, > > 2, » ¢
% %%‘% ‘9\ %%, 0 ‘3‘%@% L’;o
%, “¢

% ”z
Ham petrol konsantrasyonlari

Sekil 6.4: Set | (25. giin) deney, deney tekrar1 ve bunlarin miselleriyle kontrol
gruplarinin ti¢ farkli konsantrasyondaki TPH miktarlar1 (1g/g).

SET II - 50. giin
100000
e T s N W
5 10000
=
Z 1000
=11}
2
= 100
=
10
7@’\3?%(?4@? %%, e, T G,
“"f &OJI» “,
> >

Ham petrol konsantrasyonlari

Sekil 6.5: Set I (50. glin) deney, deney tekrar1 ve bunlarin miselleriyle kontrol
gruplarinin ti¢ farkli konsantrasyondaki TPH miktarlar1 (1g/g).
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Sekil 6.5’e gore, Set I’de oldugu gibi konsantrasyon arttik¢a dogrusal bir artis e§imi

olustu.
Istatistiksel bilgi analizi programi1 STATISTICA 6.0’da, iki setin birbirleri arasindaki
korelasyon iligkisi Cizelge 6.1°deki gibi elde edildi.

Cizelge 6.1: Set I ve Set II arasindaki korelasyon (Isaretli korelasyonlar p
< 0.05’de anlamli. N=15).

SET I SET Il
SET I 1,00 0,90
SET II 0,90 1,00

Sekil 6.4 ve Sekil 6.5’in toprak ve misellerini ayr1 ayr1 gosteren grafikler, iki setin
toprak ve kontrol érnekleri icin Sekil 6.6 ve Sekil 6.7°de, misel 6rnekleri icin de
Sekil 6.8 ve Sekil 6.9’da verildi. Grafik Gzerinde daha net bir gorint icin toprak
degerleri mg/g 1slak agirlik, misel degerleri pg/g (ppm) slak agirlik cinsinden

verildi.

SETI-25. giin

100 TR TREh b

é 10

.

£

E 1

VR N S L N7 T S S

%, % £,
g % %

Ham petrol konsantrasyonlari (toprak)

Sekil 6.6: Set I toprak 6rneklerinin TPH miktarlar1 (mg/g).
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SET II - 50. giin

)
X e
]En ......................
% ......
= 10
2
£
an
= 1
)/«y ‘é’«y J;o\ ‘?9 }v’@ /060 )}O )‘\)0 {,:@
1 . )
» % 4/}

Ham petrol konsantrasyonlan (toprak)

Sekil 6.7: Set II toprak 6rneklerinin TPH miktarlar1 (mg/g).

Sekil 6.6’da 15 g orneklerinde ve Sekil 6.7°de 10 g Orneklerinde gozlenen TPH
bulgularinin, kendi kontrol gruplarindan daha yiiksek oldugu gozlendi. Bu
bulgularin, ana bilesige (petrol hidrokarbon aromatik halkasi) ait olan ancak deney
kosullar1 sirasinda olusan alkillenmis homolog bilesiklerinin UVF analizlerinde
yuksek absorbans ile kendini gosterdigi diisiiniildl. Literatiire kayithh olan bazi

calismalar mevcut durumu destekler yondedir.
STATISTICA 6.0°da, Set I ve Set II toprak ornekleri arasindaki korelasyon iliskisi
Cizelge 6.2°deki gibi elde edildi.

Cizelge 6.2: Set | ve Set Il toprak drnekleri arasindaki korelasyon (Isaretli
korelasyonlar p < 0.05’de anlamli. N=9).

SET I SET2
SET I 1,00 0,80
SET Il 0,80 1,00
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SETI-25. giin
100000
10000 e
1000

100

1

TPH (ng/g), 1slak agirlik
[an]

Mla M2a M1b M2b Mlc M2c
Ham petrol konsantrasyonlari (misel)

Sekil 6.8: Set | misel 6rneklerinin TPH miktarlar1 (pHg/g).

SET I - 50. giin
100000
e
— 10000 TR
’%n --'_,-"
= 1000
%
100 :
% :
E 10
1
MIA M2A MIB M2B MIC M2C

Ham petrol konsantrasyonlari (misel)

Sekil 6.9: Set Il misel 6rneklerinin TPH miktarlart (pug/g).

Sekil 6.8 ve Sekil 6.9’da artan konsantrasyon birlikte misele gecen miktarin paralel
iligki igerisinde oldugu gozlendi.

STATISTICA 6.0°da, Set I ve Set II misel 6rnekleri arasindaki korelasyon iligkisi
Cizelge 6.3 deki gibi elde edildi.
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Cizelge 6.3: Set | ve Set Il misel drnekleri arasindaki korelasyon. (Isaretli
korelasyonlar p < 0.05’de anlamli. N=6).

SET I SET?2
SET I 1,00 0,97
SET I 0,97 1,00

Sekil 6.6 ve Sekil 6.7°deki deney ve deney tekrarlarinin (Set I ve Set II toprak
ornekleri) ortalamalar1 alinmis sekilde gosterimi Sekil 6.10°da verilmistir.

100000

90000

80000
70000 62912

60000
50000 44209 45215
40000
30000

20136 19728
20000
10000 I I

0 Toprak(ort)

Tla-ort T1A-ort Tlb-ort TI1B-ort Tlc-ort T1C-ort

87160

TPH (ug/g)

T J | \ : J ESETI
5g(%2.5) 10g (% 5) 152 (% 7.5) ESETII
petrol petrol petrol

Sekil 6.10: Ortalamasi alinan toprak 6rneklerinin TPH miktarlar1 (ng/g).

Bu grafige gore 25. ve 50. gunlerdeki (Set | ve Set 1) 5 g ve 15 g 6rneklerindeki
TPH miktarlarinda azalis oldugu goriildii. Bu azalis, 5 g i¢in ¢ok az olurken 15 g i¢in
gozle gortliir bir fark yaratmaktadir. 50. giindeki ortalama 10 g orneklerinde 25.
giine gore gozlenen az miktardaki artis, ham petrol icerisindeki (PAH)’larin ana
bilesiklerinden alkillenmis homologlarin olusmasit ve bunun UVF absorbansinda

yiiksek bir deger seklinde okunmasi olarak yorumlanabilir.

Sekil 6.8 ve Sekil 6.9’daki deney ve deney tekrarlarinin (Set I ve Set II misel

ornekleri) ortalamalar1 alinmis sekilde gosterimi Sekil 6.11°de verilmistir.
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Sekil 6.11: Ortalamasi alinan misel 6rneklerinin TPH miktarlar1 (ng/g).

Bu grafige gore 25. ve 50. giinlerdeki (Set I ve Set II) misellerde bulunan TPH
miktarlari, artan konsantrasyona paralel bir artis gosterdi. Set 1l misellerindeki TPH
miktarinin Set I misellerine gore gergeklesen artisi, 5, 10 ve 15 g konsantrasyonlari
i¢in sirastyla % 14.5, % 62.5 ve % 57.1 olarak elde edildi. Bu verilere gére misele

gecen oran en yiksek 50. giin 10 g 6rneklerinde goruldu.

Yiizde giderim miktarlari, misele gegen oranin her konsantrasyona (%2.5, %5 ve
%7.5) karsilik gelen ppm oranlarina boliiniip, 100 ile carpilmasiyla elde edildi. Bu

hesaplamadan elde edilen verilerle grafik Sekil 6.12 olusturuldu.

60
52
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40
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% Giderim

20 15

9
. mame B
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5g 10g 15¢
Ham petrol konsantrasyonlar

ESETI ®mSETI

Sekil 6.12: 25. ve 50. glinler igin % giderim oranlari.
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Buradan ¢ikan sonuglarda 5 g icin 25. giinde giderim % 3 iken, 50. giinde bu oranin

% 4’e; 10 g igin % 9’dan % 15°e, 15 g i¢in de % 33’ten % 52’ye yiikseldigi goriildii.

Statistica 6.0’da olusturulan ve iki set arasindaki uyumu gosteren Kimelenme

(Cluster) Analizi, Sekil 6.13’deki gibidir.

Tree Diagram for Variables
Single Linkage
Euclidean distances

50.4425

50.4400F

50.4375f

50.4350F

50.4325f

Linkage Distance

50.4300F

50.4275f

SET2 SET1

Sekil 6.13: 1ki set arasindaki kiimelenme analizi.

Kimelenme Analizi’ne gore her bir grup, ya da kiime homojendir; Ayni1 gruba ait
gozlemler (olgular) birbirine benzer (Url-9). Bu analizden elde edilen sonuglar, 25.
ve 50. gunlerdeki setler arasinda (toprak, misel ve kontrol érnekleri), sadece tek bir
kiimelenme ile sonuglanan bir uyum oldugunu gosterdi. Bu da iki set arasindaki

uyumun birbiriyle oldukga iligkili oldugunu belirtmektedir.

6.1 Miselin topraktaki yayiliminin incelenmesi

Miseller inkuibasyonun ilk iki haftasinda hizla biiylime gosterdi. Kavanozun dibine
kadar erisen misellerin (Sekil 6.14) kiiciik beyazimsi noktalar seklinde topraktaki
belli bolgelerde Obeklestigi  goriildii (Sekil 6.15). Bu olay 5 ve 10 g’lik
konsantrasyonlarda daha hizli gerceklesirken zaman igerisinde 15 g‘lik

konsantrasyonda da ayn1 olayin gerceklestigi fark edildi.
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7. Kavanon (1 .5¢7)
5J rt'h‘ol
Sekil 6.15: Toprak igerisinde belli bolgelerde 6beklesen miseller.
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Stamets, 2005’te ongordigii gibi petrolii emen miselin renginin agildig1r gozlendi

(Sekil 6.16).

Sekil 6.16: Petrolli emen ve rengi agilan miseller.
6.2 Misel morfolojisinin incelenmesi

Deney baslangicindan itibaren misellerde primordia (hif diigiimleri) ve pin (vejetatif
gbvde buyumesi) olusumu goézlendi. Primordia olusumu miselin saman Gzerindeki
kolonizasyonundan ve misellerin topraga yayilmaya baslamasindan sonra
gerceklesti. Ancak deney sonuna kadar tum konsantrasyonlarda buyuyen misellerden

herhangi bir pin olusumu gorilmedi. Pirimordia olusumu Sekil 6.17’daki gibidir.

Sekil 6.17: Deney sonunda gorulen primordia olusumu.
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Ayni mantar kullanilarak agir metal giderimi zerine yapilan benzer bir ¢alismada,

iki aylik siire sonunda kavanozlarda pin olusumu gdzlenmistir (Sekil 6.18) (Urlinay,
2015)

el
']
SET I (5] -2
Agulig : 14:02.05 |
' Kavonoz Notd |«

Sekil 6.18 Agir metal bulunan toprakta biiyiiyen misellerden ¢ikan pinler.
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7. TARTISMA VE ONERILER

TPH ve (PAH)1 belirlemek igin petrol hidrokarbonlariyla kirlenmis topraklarin
analizinde spektroskopik ve spektroskopik olmayan tekniklerin roli birbirinden
ayrilamaz (Okparanma ve Mouazen, 2013). Spektroskopik teknik, kullanilan
numunenin i¢inden geg¢en 1s18in  kantitatif fraksiyonunu Olger. Aromatik
hidrokarbonlar ultraviole 15181 tarafindan uyarildiklarinda floresan 1s181n1 yayar ve

fluorimetre, drnek ekstrelerindeki konsantrasyonu él¢er (Url-10).

Deney sonuglart spektroskopik bir yontem olan UV Floresans Spektroskopi ile TPH
miktarlarim1 okumak igin kullanilmistir. Ekstrakte edilen 6rneklerin gravimetrik
yontemle EOM miktarlar1 tayin edildikten sonra Ornekler distile edilip UVF
spektrofotometrede TPH miktarlar belirlenmistir. EOM miktarlar1 topraga eklenen
ve misele gecen ham petrol igerisindeki alifatik, aromatik ve canli organizmalardan
kaynakli tiim organik maddeleri kapsar. UVF spektrofotometrede okunan degerler
ise EOM’lerin igindeki petrol hidrokarbonlarinin aromatik halkalarin miktarini ifade
eder. Bu miktarlar degradasyonu zor olan maddelerin ne kadarinin tutuldugunu

gosterir.

Bu deneyde 25 ve 50 gunlik sureler boyunca, 5, 10 ve 15 g Irak (light) ham petroli
ile yapay olarak kirletilen ve steril edilen topraklarin, beyaz-¢irtkcul bir fungus olan
istiridye mantar1 (Pleurotus ostreatus) tarafindan giderimi incelenip, ham petrol
icerisindeki Toplam Petrol Hidrokarbonu (TPH) seviyelerindeki degisimler, 6nceden

olusturulan standart egriye gore belirlenmistir.

Deneyde hem toprak, hem misel Orneklerindeki TPH oranlarina bakilmis olup,
bunlar arasindaki korelasyonlar STATISTICA 6.0 istatistiksel analiz programiyla

hesaplanmustir.

Set 1 15 g ve Set Il 10 g toprak orneklerinde gézlenen TPH bulgularinin, kendi
kontrol gruplarindan daha yiiksek oldugu goézlenmistir. Bunun sebebinin ana
bilesikten alkillenmis homolog bilesilerin  olusmasi ve bunun UVF
spektrofotometrede yiiksek absorbansla kendini gosterdigi diisiiniilmektedir. Benzer
bulgulara literatiirde rastlanmistir (Stogiannidis ve Laane, 2015).
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Ana bilesigin, saha kosullarinda genellikle tek basina PAH Kirleticisi olarak
bulunmadigi, aksine alkillenmis homologlar1 ile birlikte ortaya ¢iktig1 literatiir
calismalarinda verilmistir. Yapilan bir calismada alkilli naftalinler, ana naftalin
kiitlesi ile karsilagtirllmig ve alkilli bilesiklerin toplam naftalinin % 58.2 + 8.8'sini
olusturdugu goézlenmistir. Bu degerin ana PAH bilesiklerinin tayininde alkillenmis
homologlarinin verdigi daha yiiksek sonucun hafife alindigi belirtilmistir (Url-11).
Liu ve dig. (1997)’de alkillenmis (PAH)'larin ana PAH bilesiklerinden daha yiiksek
K degeri gosterdigini, ¢lnkid yan zincirli (PAH)'larin hidrofobik hareketsiz fazda

daha ¢oziiniir oldugunu ve boylece tamamen ekstrakte edildigini belirtmistir.

Artan konsantrasyonla misele gecen TPH oranlar1 arasinda dogrusal bir artis olup,
50. gindeki misele gecen TPH miktarlar1 25. giine gore daha fazladir. Bu artigin
sebebinin istiridye mantar misellerinin topraktaki petrolti kendi binyesine alarak
yaptig1 biyolojik gideriminden kaynaklandigi diisiniilmektedir. Set 1l misellerindeki
TPH miktarinin Set I misellerine gore gerceklesen artisi, 5, 10 ve 15 g
konsantrasyonlari i¢in sirasiyla % 14.5, % 62.5 ve % 57.1 olarak elde edilmistir. Bu

verilere gore misele gecen oran en yiiksek olarak 10 g 6rneklerinde goriilmiistiir.

STATISTICA 6.0’nin Kiimelenme (Cluster) Analizi sonuglarina gore 25. ve 50.
gilinlerdeki setler arasinda tek bir kiimelenme altinda toplanan birbiriyle oldukca

iligkili bir uyumun oldugu anlasilmaktadir.

Bu tez calismasina paralel yiiriitiilen, {i¢ farkli agir metal {izerinde P. ostreatus’un
mikoremediasyon etkisinin arastirildigi benzer bir deneyde 60 giiniin sonunda
mantarin vejetatif govde biiyiimesi (pin olusumu), bu deneyde ise 50. giin sonunda

sadece primordia olusumu gdzlenmistir.

Mantarlarin remediasyon c¢alismalarinda kullanilmasi, mantarlarin ucuza elde
edilebilecek ¢ok sayida endiistriyel atik Uzerinde kolayca blytulebilmesinden 6tlri
ekonomik ag¢idan fayda saglar (Lavrovsky, 2004). Bu sekilde ayn1 zamanda bircok

bitkisel, endiistriyel ve tarimsal atigin da degerlendirilmesi ger¢eklesmektedir.

Mikoremediasyon Dunya’da, 0zellikle tilkemizde 6nemi yeni anlasilmaya baslanmis
bir konudur. Tarimsal ve endiistriyel bir ¢ok atigin iizerinde yetisebilen mantarlar
hem ekonomik acidan fayda saglarken, ekolojik olarak da ¢evreye dosttur. Mantarlar,
yetistikleri bolgede biyolojik cesitliligi artiran ve miselli yapilarindan 6tiirii dogadaki

besin iletiminde 6nemli rolii olan essiz giizellige sahip gizemli canlilardir.
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Istiridye mantar1 yetistirilmesi ¢ok zor olmayan, cesitli seliilozik atik {izerinde
rahat¢a biiyliyebilen ve lokal olarak erisimi kolay olan bir tiir olmasindan 6tiirii bu

calisma icin ozellikle se¢ilmistir.

Bu c¢alismadan elde edilen verilere gore topraktaki TPH degerleri 50. giin sonunda
25. gline gore azalma gostermistir. Ayni1 zamanda 50. glin sonunda misele gegen
oranlar 25. gune gore daha fazladir. Bunun, toprakta mikrobiyal bir aktivitenin

olduguna isaret ettigi diisliniilmektedir.

Bu tez g¢alismasmin deney siiresi uzatilarak, kavanoz igi biyotik ve abiyotik
kosullarin 6l¢iimleri yapilarak, TPH igin ileri analiz teknikleri uygulanarak, istiridye
mantarinin degisik suslar1 veya farkli beyaz ciiriik¢iil mantar tiirleri kullanilarak veya
farkli substratlar denenerek, bu ¢aligmanin kapsaminin genisletilmesi ve mihendislik

kriterlerine uygun hale getirilmesi mimkunddr.

Gliniimiizde insan kaynakli petrol kirliligi dogaya ve canlilara ciddi zararlar
vermektedir. Bu kirliligin biyolojik temizligine yonelik caligmalar her gegen giin
artmaktadir. 20 May1s 2015°te Santa Barbara, Kaliforniya’da yeni gerceklesen petrol
sizintis1 vakasinda 100.000 galondan fazla ham petrolin yaklasik 21.000 galonu
okyanusa ulasmistir ve ¢ok sayida deniz canlisi ve bdlgede yasayan hayvan
Kirlilikten otlrl can vermistir. Bu tarz cevresel felaketler gerek endustriler, gerekse
bize emanet edilen tek ve nadide gezegenimize sahip ¢ikmasi gereken bilingli tim

insanlar tarafindan ciddiye alinmalidir.
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EKLER

EK A: Amazon Mycorenewal Projesi Resimleri
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EK B: Laboratuvar Malzemeleri ve Kimyasallar
Otoklav: NUVE OT 032

Hassas/Kaba Terazi: METTLER TOLEDO AB204-S/PB1502-L
Agar Agar: MERCK

Malt Extract Agar: MERCK

Su Banyosu: GFL

Dijital yemek termometresi: TFA

Dijital oda termometresi: TFA

Seliiloz Kartus: FILTER-LAB

Cam Erlen (250 mL): BORU CAM

Cam Balon (250 mL): BORU CAM

Laminar Kabin: ESCO /Labculture Class Il, Type A2
Petri Kaplari: ISOLAB

Diklorometan: MERCK

n-Hegzan: MERCK

UVF cihazi: Shimadzu RF 1501
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