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Tarmmsal tretiminde kullanilan Atrazinin toprakta olusan kalintilari daha sonra yeralti ve yertsti sularia
tasinmaktadir. Yiksek miktarlarda biriken Atrazin canli organizmalar icin toksik etki olusturmaktadir.
Atrazinle kirlenmis sulu ¢evrelerin aritimi 6nemli bir konu olmaktadir. Biyobirikim ve biyosorpsiyon bu
tur kirleticilerin cevreden gideriminde cevre dostu bir yontem olarak onerilmektedir. Bu calismanin
amaci hem besiyerinde gelismekte olan hem de kurutulmus fungal biyokiitlenin Atrazin giderim kapasitesini
belirlemektir. Calismada Rbizopus arrbizus kiltirintin biyobirikim ve biyosorpsiyonla Atrazin giderimine
pH degerlerinin etkisi belirlenmistir. Atrazin analizinde elektrokimyasal yontem kullanilmistir. Biyobirikim
ve biyosorpsiyon sonunda en iyi Atrazin giderimi sirastyla pH 4 ve pH 6'da gerceklesmistir. Gelismekte
olan R. arrbizus kiltiri ve kurutulmus fungal biyokiitle sirastyla %57.45 ve %063.16 Atrazin giderimi
gerceklestirmistir. Bu ¢calisma sonuglarma gore fungal biyoktitle pestisitle kirlenmis sivi ortamlardan Atrazin
giderimini kisa bir zaman araliginda gerceklestirebilmistir. Denemeler tarimsal tGretiminde yaygin olarak
kullanilan Atrazinin cevreye olumsuz etkilerini azaltmak icin alternatif olarak fungal biyokitlenin

kullanilabilecegini gdstermistir.

Anahtar kelimeler: Atrazin, fungus, tarim

DETERMINATION THE POTENTIAL USAGE OF RHIZOPUS
ARRHIZUS FOR REMOVAL OF ATRAZINE USED IN AGRICULTURE

Abstract

Atrazine is commonly used in agricultural activities. Atrazine residues occur in soil and then move to
underground and surface waters. The higher amount of Atrazine is toxic for living organisms. The
treatment of Atrazine contaminated aquoeous environment is an important issue. Bioaccumulation and
biosorption is suggested as an eco-friendly way to remove this kind of pollutans in the environment.
The aim of this study is to determine the Atrazine removal capacity of both growing Rhizopus arrbizus
culture and dried fungal biomass. The effect of different pH values on Atrazine bioaccumulation and
biosorption by R. arrbizus culture was determined in this study. Electrochemical methods were used
for Atrazine analyse. The optimal pH for Atrazine removal was determined as 4 and 6 for bioaccumulation
and biosorption, respectively. The growing R. arrbizus culture and dried R. arrbizus biomass removed
57.45% and 63.16% of Atrazine, respectively. According to the results of this study the fungal strain was
effectively removed Atrazine from pesticide contaminated aquoeous solutions in a short time period.
This study showed that the fungal systems can be used as alternative ways to reduce negative environmental
impact of Atrazine.
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Dinyadaki tim ilkeler icin en onemli besin
kaynagini tarim urtinleri olusturmaktadir. Gin
gectikce artan nifusun beslenme ihtiyacinin
karsilanmasi amaciyla trtin verimini arttirmak
icin iyi tarim uygulamalari glindeme gelmistir. Bu
uygulamalar kapsaminda tirtine zarar verecek ve
verimliligi etkileyecek nitelikteki her tiir zararli
ot, bitki ve boceklerin, lirtine zarar vermesinin
ontine gecilmek icin zirai micadele calismalart
yapilmaktadir. Modern tarimsal uygulamalar
sentetik pestisitlerin yaygin olarak kullanimina
ve gelisimine yol acmustir (1). Ulkemizde genel
olarak az pestisit tiiketilmesine karsin, en yogun
tuketilen pestisitler cevre ve saglik acisindan
onemli riskler tasimaktadir (2). Diinya genelinde
80'den fazla tlkede gida dUretiminde Atrazin
kullanilmaktadir (3). Atrazin yaygin olarak musir,
seker pancari ve diger bitklerin Uretiminde
yaprak ve ot olusumunun secici kontroli
amaciyla kullanilmaktadir (4). Atrazinin suda
¢Ozunurligu ytuksektir (33 mg/L) ve topraga
adsorpsiyon yetenegi dustktir (5). Bu nedenle
Atrazin ylzey, yer alti sulart ve icme sularina
kolaylikla karismaktadir (6). Atrazin sagliga
olumsuz etkilerinin yanisira akuatik ekosistemler
icin de zararhidir. Sagliga olumsuz etkilerinden
biri endokrin sistemi engelleyici rol oynamasidir.
Ornegin yapilan bir calismada Atrazinin erkek
farelerde testesteron Uretimini engelleyici roli
gosterilmistir (7). Ayrica Atrazin dendrit hiicre
ylzeyindeki MHC-I leri uzaklastirmak suretiyle
immiin hasara neden olmaktadir (8).

Tarmsal uygulamalarda kullanilan pestisitlerin ytizey
ve yer Ustu sularinda yiiksek konsantrasyonlarda
birikmesi ise 6nemli saglik ve cevre sorunlarina
neden olmaktadir. Bu nedenle bu pestisitlerin
sucul ortamlardan uzaklastirilmast cok 6Gnemlidir.
Biyolojik aritim pestisitler gibi organik maddelerin
mineralizasyonunda ucuz ve kolay uygulanabilen
bir metod oldugu icin tercih edilmektedir (9). Son
donemde pestisitlerin biyolojik aritimina yonelik
calismalar 6nem kazanmistir (10-12).

Bu calismada zirai miicadele uygulamalarinda
siklikla kullanilan ve kullanim sonucunda toprak
ve su kirlenmesine neden olan Atrazinin biyolojik
metodlarla sulu ortamlarda gideriminde Rbizopus
arrbizus fungusunun kullanim olasiliklarinin
belirlenmesi amaclanmustir. Bu amacla R. arrbizus
tirinin hem gelismekte olan kulttrleri hem de

olu biyosorbentleri ile yaygin kullanilan Atrazinin
sulu ortamlardan giderimi arastirilmustir.

Gunumtuzde yaygin kullanilan pestisitlerin sulama
ve icme sularinda, gida numunelerindeki miktar
tayinleri ancak dogru ve guvenilir analitik
yontem ve tekniklerin kullanimiyla miimkindir.
Pestisit tayininde HPLC ve GC gibi yontemler
yaygin olarak kullanilmaktadir (13) ancak litera-
tirde elektrokimyasal analiz yontemleri ile ilgili
pek az bilgi bulunmaktadir.

Calismada tarimsal tiretimde yaygin olarak kullanilan
ve sucul ortamlarda ylksek konsantrasyonlarda
biriktiginde ciddi saglik problemlerine yol acan,
aquatik ekosistemlere zarar veren Atrazinin sivi
ortamlardan filamentli mantar tirt kullanidarak
giderilmesi arastirilmistir. Denemelerde
elektrokimyasal analiz yontemleri kullanilarak
Atrazin tayini yapilmistir.

MATERYAL VE YONTEM
Mikroorganizma Kiiltiirii

Bu calismada Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi
Biyoloji Bolumii Biyoteknoloji laboratuari kiiltir
koleksiyonunda bulunan R. arrbizus saf kiltirleri
kullandmustir. Saf kuilttrler patates dekstroz agar
bulunan tiplere ekilmis olup buzdolabinda +4 °C'de
saklanmak suretiyle muhafaza edilmektedir.

Besiyeri

Bu calismada maliyeti distirmek ve cevre
kirliligine neden olan diger bir attk maddenin
degerlendirilmesi amaciyla Eskisehir seker fabrikast
atigt olan melas kullanilmistir. Melasli Besiyeri
icerigi: 1.0 g/L (NH,),SO,, 0.5 g/L KH2PO,, Melas
Cozeltisi (yaklasik 10 g/L siikroza denk miktarda)
14.

Pestisit Soliisyonu Hazirlanmasi

Bu calismada kullanilan stok Atrazin soliisyonu
1000 mg/mL'ik stok cozeltisi %25 metanol-%75
saf su iceren ortamda hazirlanmistir. Hazirlanan
stok cozelti 4°C'de buzdolabinda saklandi. Bu
stok sollisyondan istenilen miktarlar gelismekte
olan mikroorganizmalarla yapilan deneyler icin
melasli  besiyerine eklendi. Biyosorpsiyon
calismalarinda ise distile su bulunan ortama
eklendi. Calismada kullanilan pestisitle ilgili
detayli bilgi Cizelge 1'de verilmistir.



Gizelge 1. Galismada kullanilan Atrazinin 6zellikleri
Table 1. The properties of Atrazine used in this study

Pestisitin Adi IUPAC ismi

Molekil Fomulii  Molekil Agirhgi (g/mol)

Atrazin/Atrazine

1-Chloro-3-ethylamino-5-isopropylamino-2,4,6-triazine

C8H14CIN5 215.68

Pestisit Giderim Deneyleri

Calismalarda mikrobiyel giderimde rol alan iki
mekanizma denenmistir. Ik olarak besiyerinde
gelismekte olan canli mikroorganizmalarin
biyogiderim yeteneklerine bakilmistir. Daha
sonra Ol kurutulmus mikroorganizmalarla
biyosorpsiyon deneyleri yapilmustir.

Besiyerinde Gelismekte Olan R. arrbizus
Kiiltiir Kosullar1

Calismalarda 250 ml’lik erlenlerde 100 ml melasl
besiyerinde gelismekte olan mikroorganizma
kalttr ortaminin pH'1 ayarlandiktan sonra istenilen
miktarda Atrazin eklendi. Besiyerine inokule edilen
R. arrbizus kultirt inktbatorde (Nive EN 120)
inkiibasyona birakild:. Calismada mikroorganizma
bulunmayan, ayni miktarda pestisit iceren
besiyerleri kontrol amaciyla kullandmuistir.

Biyosorpsiyon Calismalari icin Biyokiitle
Hazirlanmasi

Calismada tiplerde 5 ml melasli besiyerinde (pH:
5) 2 glinde 30 °C'de inktbatorde (Niive EN 120)
gelistirilen R. arrbizus biyokitlesinin tamami
steril kosullarda pH’st 5’e ayarlanmis 250 ml'lik
erlen icerisindeki 100 ml melaslh besiyerine transfer
edildi. 10 giin boyunca 30 °C’de inkiibatorde
gelistirildi. Biyokdtle inkiibasyon siiresi sonunda
besiyerinden hasatlanip, %1’lik formaldehitle
muamele edildikten sonra 80 °C’de 24 saatte
etiivde bekletilerek kurutulmustur. Kurutulmus
ornekler mikserde ogtitildikten sonra elekten
gecirilerek kullanilmistir. Elde edilen biyokiitle
pestisit ve ditile su iceren 250 ml'lik erlenlere
1 g/L olacak sekilde eklenerek pestisit giderim
deneyleri yapilmustir.

Pestisit Gideriminde Optimal Kosullarin
Belirlenmesi

Mikroorganizmalarin pestisit giderim kapasitesi
glnliik alinan pestisit iceren besiyeri ortamindaki
pestisit miktarlart Atrazin icin elektrokimyasal
olarak belirlendi. Mikrobiyel pestisit giderimine

optimal pH ve pestisit konsantrasyonunun etkisi
incelenmistir. Besiyerinde gelismekte olan
mikroorganizmalarin pestisit giderimine pH
etkisinin belirlenmesi icin 250 ml’lik erlenlerde
100 ml stvi besiyeri hazirlanarak pH’st 3, 4, 5, 6, 7 ve
8 olarak ayarlanmistir. Biyosorpsiyon deneylerinde
ise 200 ml saf suda farkli 2, 4, 6, 8 ve 10 gibi farkls
pH degerleri denenmistir. Bu degerler arasindan
en uygun pH belirlenmistir. Biyosorpsiyon
deneylerinde ayrica 5, 10, 15, 30 ve 50 mg/L
pestisit konsantrasyonlarinin etkisi arastirilmistir.

Atrazin Tayin YOontemi

Atrazin miktariin analizleri icin CompactStat
Potentiostat ve C3_Cell_Stand (Potansiyotat)/
IVIUM- BASI isimli cihaz kullanidmistir. Sulu
ortamlardan alinan numunelerin analiz edilmesi
sonucu elde edilen voltagramlardaki pik
akimlarindaki azalis takip edilerek ylizde giderim
hesaplamalari yapilmistir. Atrazin analizi i¢cin
yontem gelistirmek amaciyla sivi numunelerdeki
Atrazinin elektrokimyasal tayininde pH taramast
icin Britton Robinson tamponu (BRT) hazirland:.
BRT icin 2.7 mL fosforik asit, 2.3 mL asetik asit ve
2.5 gram borik asit 1 L saf suda coziilerek stok
tampon c¢ozelti hazirlandi. Daha sonra bu stok
cozeltiden 100 mL alinarak (izerine damla damla
0.1 M HCI eklenerek pH 2 ve yine 100 er mL
alinip tizerine damla damla 0.1 M NaOH eklenerek
pH 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10 ve 11 hazirlandi. Stok
Atrazin c¢ozeltisi 2000 mg/L Atrazin icerecek
sekilde metanolde c¢ozilerek hazirlandi. pH
taramast icin oncelikle hiicreye 10 mL pH 2 BRT
tamponu eklendi ve kare dalga yontemi ile
voltamogrami kaydededildi. Daha sonra standart
atrazin eklemeleri yapildi. Farkli pH ortamlarinda
39.2, 76.92 ve 113.2 mg/L Atrazin standart ¢ozeltileri
icin elde edilen voltamogramlar Sekil 1'de
verilmistir. Sekil 1'de hem 1 hem de 2 numarali
grafikte pH 2 BRT tamponunda Atrazine aittir
ikinci grafikte sadece eksen degistirilerek piklerin
daha net gorinmesi saglanmustir. Bu grafiklerde
a) 10 mL pH 2 BRT b) 39.2 ¢) 76.92 d) 113.2
mg/L Atrazin icermektedir. Atrazinin oldugu
bolgede a ile belirtilen yerde herhangi bir
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pik bulunmamaktadir. Dolayist ile b, ¢ ve d
grafiklerinde gorilen ve standart Atrazin eklemesi
ile ytikseklikleri artan piklerin atrazine ait oldugu
goOsterilmistir. Yapilan analizler sonunda pH
0'dan sonraki pH larda pikler bozulmaya baslamustir.
Bu nedenle en son pH 7 de 6l¢im almarak pH
taramasi tamamlanmuistir. Yapilan bu deneyler
sonucunda pH 2 BRT tamponunun Atrazin analizi
icin uygun oldugu belirlenmistir.

SONUC VE TARTISMA

Bu calismada elektrokimyasal yontemler ile
Atrazin karbon elektrotlar kullanilarak incelendi
ve kantitatif tayinde elektrokimyasal yontem ve
kosullar belirlenmistir. Ilk olarak calismada
kullanilan Atrazin aktif maddesinin voltametrik
tayinleri icin en uygun parametreler belirlenmistir.
Bunun icin atrazinin Oncelikle dontsimla
voltametri ile indirgenme veya yukseltgenme
davranislart ve elektrot reaksiyonun karakteri
(adsorpsiyon veya difiizyon kontrolli olup
olmadigy) incelenmistir. Daha sonra atrazinin
elektrokimyasal davransslar: ve bazi parametrelerin
(pH, karistirma hizi, biriktirme stresi, biriktirme
potansiyeli gibi) optimizasyonu yapilarak uygun
bir analitik yontem gelistirilmis ve gelistirilen
yontem mikroorganizma giderim ortamindan
elde edilen numuneleri ile ticari formulasyondaki
aktif madde miktarinin tayininde kullanilarak
yontemin gecerliligi gosterilmistir.

Atrazin Biyobirikimine
Belirlenmesi

pH Etkisinin

Calismalarda R. arrbizus fungusunun en iyi Atrazin
giderimi yaptig: besiyeri pH’sin1 belirlemek icin
farkli pH degerlerindeki melasli besiyerlerine
Atrazin eklenerek analiz edilmistir. Bu amacla
250 ml'lik erlenlerde pH’st 3, 4, 5, 6, 7 ve 8 olan 5
mg/L Atrazin iceren 100 ml melasl besiyerleri
hazirlandi ve R. arrbizus inokiile edildi. Inkiibasyon
stiresi boyunca gtinlik 3 ml oOrnekler alindi
ve 10000 rpm’de santrifij edildikten sonra
stipernetantlar elektrokimyasal olarak analiz
edilmistir. pH etkisi deneyi sonucu Sekil 2'de
verilmis olup, tim pH degerlerinde kontrol
gruplarindaki Atrazin miktari da azalmistir. Yapilan
bir calismada Atrazinin hem alkali hem de asidik
pH degerlerinde kimyasal olarak hidroliz oldugu
rapor edilmistir (15). Benzer bir durumda beyaz
curtikctill mantar tiirti ile Atrazin biyodegredasyonu
calisan arastirmacilar tarafindan belirtilmistir. Bu
calismada kiltir ortaminda bir taraftan Atrazin
biyodegredasyonu gerceklesirken, diger taraftan
kimyasal degredasyonun olustugu gosterilmistir (16).
Ayni calismada 5 giinlik inkiibasyon sonunda
Atrazinin %59'nun giderildigi gosterilmistir. Bu
calismada ise 3 ginlik inkiibasyon sonunda
R. arrbizus % 57.45 giderim yapmustir. Buna
ilaveten zamanla Atrazinin mantar bulunmayan
ortamda da bozunmaya ugradigi saptanmistir. Bu
durum literatiirdeki Atrazinin hem asidik hem de
bazik sulu ortamlarda zamana bagli olarak
kimyasal olarak hidrolizlendigini belirten rapor
ile ortismektedir (15).

Sekil 1. Farkli pH ortamlarinda farkli konsantrasyonlarda Atrazin standart ¢ézeltileri icin elde edilen voltamogramlar (1: pH 2
BRT tamponunda; 2: pH 2 BRT tamponunda; 3: pH 3 BRT tamponunda; 4: pH 4 BRT tamponunda; 5: pH 5 BRT tamponunda;
6: pH 6 BRT tamponunda; 7: pH 7 BRT tamponunda a) 39.2 mg/L Atrazin b) 76.92 mg/L Atrazin c) 113.2 mg/L Atrazin)
Figure 1. The voltagrams of Atrazine standart solutions in different pH values (1: pH 2 BRT buffer; 2: pH 2 BRT buffer;
3: pH 3 BRT buffer; 4: pH 4 BRT buffer; 5: pH 5 BRT buffer; 6: pH 6 BRT buffer; 7: pH 7 BRT buffer a) 39.2 mg/L Atrazine
b) 76.92 mg/L Atrazine c) 113.2 mg/L Atrazine
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Sekil 2. Gelismekte olan mantar kdltiru ile Atrazin giderimine
farkl pH degerlerinin etkisi (Ra: Rhizopus arrhizus; Kontrol:
Mikroorganizma igermeyen grup; 5 mg/L Atrazin; 3. giin)
Figure 2. The effect of pH on removal of Atrazine by growing
fungal culture (Ra: Rhizopus arrhizus; Control: without
microorganism; 5 mg/L Atrazine; 3. day)

Biyosorpsiyon Calismalari

Biyosorpsiyon deneylerinde her iki
mikroorganizmaninda 6li biyokttleleri deney
ortaminda 1 g/L olacak sekilde kullanilmistir.
Deneyler 250 ml'lik erlenlerde 200 ml distile su
ortaminda  gerceklestirilmistir.  Belirli ~ saat
araliklartyla 3 ml numuneler alinarak pestisit
miktarindaki degisim takip edilmistir.

pH'1n Biyosorpsiyona Etkisi

Calismada kullanilan mantar tiirtiniin biyosorpsiyonla
Atrazin giderimine pH'in etkisinin belirlenmesi
icin farkli pH degerlerine (pH: 2, 4, 6, 8, 10)
ayarlanmis ortamlarda baslangi¢c konsantrasyonu
5 mg/L olan Atrazinin giderimi incelenmistir.
Yapilan deneyler sonucunda Atrazinin farkli pH
degerlerinde 480 dakika sonunda kayda deger
bir kimyasal bozunma gecirmedigi tespit edilmistir.
R. arrbizus tir 480 dakika sonunda pH 6'da en
iyi Atrazin giderimini gerceklestirmistir (Sekil 3).
Pathak ve Dikshit (2012) mantar kolonilerini
kurutarak elde ettikleri biyosorbentleri kullanmis
ve en iyi Atrazin gideriminin pH 6'da gerceklestigini
gOstermistir (17). Yaplan baska bir calismada ise
Amberlisit kullanilarak Atrazin adsorpsiyonu
incelenmis ve en iyi pH 6.5 bulunmustur (18).
Calisma bulgular literatiirde verilen bilgilerle
uyumlu olup, Atrazin biyosorpsiyonu i¢in optimal
pH 6 olarak belirlenmistir.

Sekil 3. Atrazin Biyosorpsiyonuna pH etkisi (Ra: Rhizopus
arrhizus, Baslangi¢ Atrazin Konsantrasyonu: 5 mg/L,
Temas Suresi: 480 dak.)

Figure 3. The effect of pH on Atrazine biosorption
(Ra: Rhizopus arrhizus, Initial Atrazine Concentration:
5 mg/L, Contact Time: 480 minutes)

Baslangic Atrazin Konsantrasyonunun
Biyosorpsiyona Etkisi

Bu calismada baslangi¢ Atrazin konsantrasyonunun
biyosorpsiyona etkisinin belirlenmesi icin 5, 10,
15, 30 ve 50 mg/L Atrazin konsantrasyonlari
denemistir. Artan  Atrazin konsantrasyonu
biyosorpsiyonu olumsuz etkilemistir (Sekil 4).
Son zamanlarda yapilan bir calismada yeni izole
edilen mikroorganizma biyokiitleleri ile Atrazin
(5 mg/L) biyosorpsiyonunun 24 saat sonunda
maksimum % 55.3 oldugu gosterilmistir (19). Bu
calismada ise R. arrbizus tirinden kurutularak
elde edilmis biyosorbent 5 mg/L Atrazinin
%03.16'sin1t gidermistir.

70
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Sekil 4. Atrazin Biyosorpsiyonuna baslangig Atrazin
Konsantrasyonu etkisi

Figure 4. The effect of initial Atrazine concentration on
biosorption
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Bu calismada tarimsal gida tretim faaliyetlerin
artmast sonucu 6nemli bir ¢evre sorunu haline
gelen pestisitlerin filamentli mantar tiirt tarafindan
giderim kapasitesi belirlenmistir. Calismada hem
gelismekte olan hem de kurutularak hazirlanmis
mantar biyokiitleleri kullanilmistir. Ozellikle son
yillarda 6énem kazanan mikroorganizmalar yolu
ile atiklarin temizlenmesi ve degerlendirilmesi
teknolojisi olan biyoremediasyon ile gelismekte
olan filamentli mantar kitlesinin Atrazin gibi
pestisitler tarafindan kirlenmis sulak alanlarda
kullanim olanaklart arastrilmustir. Gelismekte olan
R. arrbizus tirinin Atrazin giderim kapasitesinin
belirlenmesi icin yapilan deneyler sonucunda
melaslt besiyerinde gelismekte olan R. arrbizus
turinlin  Atrazin biyogiderimi %57.45 olarak
gerceklestirmistir. R. arrbizus tirinden elde edilen
biyokiitle ile yapilan biyosorpsiyon deneylerde
ise giderim %063.16 olarak belirlenmistir. Calisma
sonuclarina gore R. arrbizus turinin hem
biyobirikim hem de biyosorpsiyon mekanizmalar
ile pestisit giderimini gerceklestirebildigi
goriilmustiir. Tki mekanizma karsilastirildiginda
R. arbizus tiriiniin biyosorpsiyon performansinin
daha iyi oldugu belirlenmistir. Bu calisma R. arrbizus
turt  kullandmak suretiyle Atrazin pestisitinin
verimli bir sekilde biyolojik olarak aritimin
gerceklestirilebilecegini gdstermis olup, yeni bir
biyolojik aritim modeli olusturulmasi i¢cin 6n deneme
niteligi tasimaktadir. Bu suretle olusturulacak
modelin ticari anlamda biyolojik aritim sistemlerinde
kullanimi verimli aritimin olusmasi nedeniyle
enerji ve zaman tasarrufunun yansira biyolojik
aritim verimini de arrtirici bir etki gdsterecegi icin
ticari anlamda 6nem kazanmaktadir.

Tesekkiir

Bu calismaya 113Y590 numarali proje ile maddi
destek saglayan TUBITAK'a tesekkiir ederiz.
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