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Exophiala dermatitidis ve Exophiala phaeomuriformis 
Kökenlerinin Malaşit Yeşilini Renksizleştirme Aktivitelerinin 
Değerlendirilmesi§

ÖZ

Amaç: Malaşit yeşili (MY) tekstil endüstrisi ve kültür balıkçılığın-
da yaygın olarak kullanılan, N-metillenmiş diaminotrifenilmetan 
bir boyadır. Mikobakteri izolasyonu, spor boyama ve fotodinamik 
tedavi amaçlı olarak tıbbi mikrobiyolojide de kullanılır. Çevresel 
tehlikeli kirliliğe neden olan boyaların ortamdan temizlenmesinde 
mikroorganizmaların kullanımı, günümüzde uygulanan yöntemlere 
önemli bir alternatiftir. Sunulan araştırmada, insanlar tarafından 
hidrokarbon atıklar ile kirletilmiş çevrede sıklıkla karşılaşılan 
Exophiala türlerinin malaşit yeşilini renksizleştirme aktiviteleri 
araştırılmıştır. 

Gereç ve Yöntem: MY renksizleştirme aktivitesini incelemek üzere 
çalışmaya, 109’u Exophiala dermatitidis (69 bulaşık makinası, 33 
demiryolu traversi ve 7 klinik kökeni) ve 82’si de Exophiala phae-
omuriformis (32 bulaşık makinesi ve 50 demiryolu travers kökeni) 
olmak üzere toplam 191 köken dâhil edildi. Kökenlerin agar dilüs-
yon yöntemi ile MY duyarlılıkları ve renksizleştirme aktiviteleri 
incelendi. Tüm Exophiala kökenlerinin renksizleştirme aktiviteleri 
32 μg/mL MY içeren buyyon besiyerinde spektrofotometrik olarak 
araştırıldı. 

Bulgular: Agar dilüsyon yöntemi ile her iki tür Exophiala kökenin-
de, MY MIK90 değeri 128 µg/mL olarak bulundu. Göz ile inceleme-
de, en iyi renksizleştime aktivitesi ≥32 μg/mL MY konsatrasyonun-
da görüldü. Katı besiyerinde yapılan testlerde Exophiala türleri 
arasında MY renksizleştirme oranları yönünden farklılık saptan-
madı (p>0.05). Spektrofotometrik olarak yapılan renksizleştirme 
aktivitesi karşılaştırmalarında da, Exophiala türleri ve izolasyon 
bölgeleri arasında fark saptanmadı (p>0.05). Tüm kökenler ara-
sında, bulaşık makinesinden izole edilen bir E. dermatitidis kökeni 
%62.6 ile en yüksek renksizleştirme oranını gösterdi.

Sonuç: Exophiala cinsi gibi esmer mantarlarda görülen renksiz-
leştirme potansiyeli ve çevresel ortamlardaki toksik boyaların 
biyolojik yıkımlarında uygulanabilirliği daha ileri araştırmalar ile 
değerlendirilmelidir. 

Anahtar kelimeler: Renksizleştirme, biyo-yıkım, esmer mantar, 
Exophiala, malaşit yeşili

ABSTRACT

Evaluation of Malachite Green Decolorizing Activity of 
Exophiala dermatitidis and Exophiala phaeomuriformis Strains

Objective: Malachite green (MG), an N-methylated 
diaminotriphenylmethane dye, is widely used in aquaculture, textile 
industry, and various microbiological techniques including 
mycobacterial isolation, spore dying, and photodynamic therapy. 
The use of microbes for the removal of environmentally hazardous 
dyes is emerging as a promising alternative to the current treatments. 
In this study, MG-degradation activity of Exophiala species, which 
are regularly encountered in human-made, hydrocarbon-polluted 
environments, has been examined. 

Material and Methods: In order to investigate the MG decolorization  
activities a total of 191 Exophiala strains  consisting of  109 Exophiala 
dermatitidis strains isolated from 69 dishwashers, 33 railway sleepers, 
and 7 clinical samples, and 82 Exophiala phaeomuriformis strains 
isolated from 32 dishwashers and 50 railway sleepers were included 
in the study. MG sensitivities and decolorization activities of the 
strains were tested by agar dilution method. Decolorization activities 
of all Exophiala strains were investigated spectrophotometrically in 
broth medium containing 32 μg/mL MG.

Results: In both Exophiala species, the MG MIK90 values were 
found to be 128 μg/mL by the agar dilution method. On unaided 
visual evaluation, the best decolorization activity was seen in ≥32 
μg/mL MG concentration. There was no difference in decolorization 
rates of MG between Exophiala species in agar based-medium 
tests (p>0.05). In comparison of the spectrophotometrically 
performed decolorization activities, no difference was found 
between Exophiala species and isolation regions (p>0.05). Among 
all strains, an E. dermatitidis strain isolated from a dishwasher 
showed the highest decolorization ratio as 62.6%.

Conclusion: The decolorization potential of black yeasts such as 
Exophiala species and its applicability in the biodegradation of 
toxic dyes in environments should be further investigated.

Keywords: Black yeast, biodegradation, decolorization, Exophiala, 
malachite green
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GİRİŞ

Malaşit yeşili (MY) tekstil endüstrisi başta 
olmak üzere kültür balıkçılığı ve mikrobiyoloji-
de yoğun olarak kullanılan sentetik N-metillenmiş-
diaminotrifenilmetan bir boyadır. Laboratuvar 
ortamında yaygın olarak, mikobakterilerin izo-
lasyonu, spor boyaması ve pH indikatörü olarak 
kullanılır(1-4). Ayrıca fotodinamik tedavi için 
fotosensitizer etkisi de bildirilmiştir(5). İnsanda 
toksik, karsinojen, mutajen ve teratojen etkileri 
nedeni ile Avrupa Birliği ülkelerinin yanı sıra 
diğer birçok ülkede de sağlığa zararlı kimyasal 
olarak kabul edilmektedir(1,2,6-8). 

MY’nin renginin farklı etkenler ile açılması, 
çoğunlukla kimyasal yapısının yıkımını göster-
mektedir. Literatürde tanımlandığı şekilde bir-
çok yolla (biyolojik, fotokatalitik, fotooksidatif, 
günışığı, koagülasyon-flokülasyon, ozonasyon, 
fenton re-ajanı, solvent ekstraksiyonu, sonokim-
yasal ve sonokatalitik) yıkılarak renksiz bileşik-
lere dönüştürülmektedir(3). Ortaya çıkan yıkım 
ürünlerinin sağlığa zararlı etkileri daha azdır. 
Tüm yöntemlerin belirli bir etkinliği, avantajı/
dezavantajı ve maliyeti bulunmaktadır. Ticari 
balıkçılık ortamlarında ve sanayinin atıklarında 
bulunan kimyasal boyaların renksizleştirilmesi, 
dolayısıyla sağlığa zararlı etkilerinin minimalize 
edilmesinde, bakteri ve mantar kökenleri aracılı 
biyo-yıkım yapılabileceği belirtilmektedir(3,8-17). 
MY’nin çevresel ortamdan temizlenmesinde 
doğal veya yapay aktif karbon bileşikleri, kil 
toprak yapılar, biyopolimerler ve bataklık turba 
toprağı da bulunmaktadır(3). MY’nin biyolojik 
etkenler ile renksizleştirilmesi, temel olarak 
boyaların enzimler ile redüksiyonu, aynı zaman-
da da N-demetilasyon reaksiyonları sonucu 
olduğu belirtilmektedir. N-demetilasyon reaksi-
yonları genellikle mantarların çevresel-odun 
yapı ortamlarında kolonizasyonuna yardımcı 
olan lignin peroksidaz tarafından da 
katalizlenebilmektedir(15-17).

Exophiala cinsi esmer mantarların, monoaroma-
tik yapılı karbonik bileşikler için potent biyoyı-
kım özellikleri bulunduğunu ve özellikle sanayi 
ortamlarında, örneğin stirenin ortamdan uzak-
laştırılması gibi çevresel kazanımlar oluşturma-
da yararlı olabileceği gösterilmiştir(18-21). 
Ülkemizde Exophiala türlerinin çevresel ortam-
larda varlığına ilişkin araştırmalarda, petrol 
türevleri ile kirlenmiş ortamlardan (özellikle 
meşe ağacından yapılan demiryolu traversleri)
(22), bulaşık makinelerinden(23), toprak(24-27) ve 
gıdalar(27) gibi farklı ortamlardan izolasyonlar 
bildirilmiştir. 

Sunulan araştırmada, klinik ve insan yapımı 
çevresel ortamlardan sıklıkla izole edilen 
Exophiala kökenlerinin MY’yi renksizleştirme 
etkisi ve bu etkinin olası MY parçalanması ile 
ilişkisi araştırılmıştır. 

GEREÇ ve YöNTEM

Çalışma izolatları

Çukurova Üniversitesi Tıp Fakültesi Mikoloji 
Bilim Dalı kültür koleksiyonunda bulunan ve 
daha önce yapılan araştırmalarda ülkemizden 
izole edilen ve ITS sekans analizi ile identifikas-
yonu ve genotiplendirmesi yapılan 102 Exophiala 
dermatitidis ve 82 E. phaeomuriformis kökeni 
çalışmaya alındı(22,23). Ayrıca, Westerdijk Mantar 
Biyoçeşitlilik Enstitüsü (Utrecht, Hollanda) kül-
tür koleksiyonundan elde edilen 7 klinik izolat 
da araştırmaya dâhil edildi (Tablo 1). 

Kökenlerin renksizleştirme aktivitesini incele-
mek için araştırma; MY direncinin saptanması 
ve renksizleştirme oranının belirlenmesi olmak 
üzere iki aşamada yapıldı.

Seçilmiş Exophiala kökenlerinde MY direnci-
nin araştırılması

Çalışmada kullanılan kökenler stok ortamların-
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dan çıkarılarak Sabouraud’un dekstrozlu agar 
(SDA, HiMedia, Hindistan) besiyerinde 37°C’da 
beş gün süre ile kültüre edilerek canlandırıldı. 
Tüm kökenler arasından rastgele seçilen 44 (21 
E. dermatitidis, 23 E. phaeomuriformis) kökenin 
MY direnci araştırıldı. Steril serum fizyolojik 
içinde süspanse edilen mayalar, Thoma lamında 
sayılarak 106 cfu/ml yoğunluğa ayarlandı. SDA 
besiyeri içinde MY konsantrasyonu 256-0.06 
µg/ml aralığında olacak şekilde seri agar dilüs-
yon besiyerleri hazırlandı. Besiyeri pH’sı 6.5±0.2 
olarak ayarlandıktan sonra, 121°C’da 15 dakika 
süre ile otoklavda steril edilerek petri plaklarına 
4 mm kalınlıkta döküldü. Her maya süspansiyo-
nundan, farklı konsantrasyondaki plaklara 15 µl 
spot ekim yapıldı. Besiyerleri, aerop koşullarda, 
30°C’deki nemli ortamda inkübe edildi. Ekimler 
üçer günlük kontrollerle dokuz gün boyunca 
değerlendirildi. Çıplak göz ile koloni varlığı 
değerlendirildi. Kökenlerin kontrol ekimleri 
eşzamanlı olarak SDA besiyerine yapıldı.

Renksizleştirme oranının spektrofotometrik 
ölçümü

Tablo 1’de dağılımı verilen kökenler, mayaözütü-
pepton-dektroz (YÖPD; %1 maya özütü, %2 
pepton, %2 dekstroz) besiyerinde çoğaltıldı. 
Seçilmiş Exophiala kökenlerinde saptanmış olan 
direnç profiline göre, mayaların MY’nin renk-
sizleştirme aktivitesi 32 µg/mL MY konsantras-
yonunda araştırıldı. İçinde 32 µg/mL MY içeren 
YÖPD besiyerlerine yapılan ekimler, oda ısısın-

da 48 saat inkübe edildi. Her köken, düz taban 
mikrotitrasyon plağındaki (Sarstedt, Nümbrecht, 
Almanya) farklı üç kuyucuğa 250’şer μL aktarı-
larak, 630 nm’de spektrofotometrik (BioTek 
EL×808, ABD) olarak değerlendirildi. Kontrol 
besiyerine ekim yapılmadı ancak süre sonunda 
aynı işlem bu besiyeri için de yinelendi. 
Spektrofotometrik olarak ölçümü yapılan mik-
rotitrasyon plakları bir hafta süre ile aynı şartlar-
da inkübasyona bırakıldı. Süre sonunda, her 
kuyucuktan SDA besiyerine üreme kontrolü 
ekimi yapıldı. Üreme görülen kökenlerin 32 µg/
mL MY konsantarsayonuna dirençli olduğu 
kabul edilerek, bu kökenlere ait spektrofotomet-
rik veriler istatistiksel analize alındı.

MY renksizleştirme oranı:
(%) Renksizleştirme= [(Kontrol Malaşit YeşiliOD650 
- Test Malaşit YeşiliOD650)/Kontrol Malaşit 
YeşiliOD650]×100 formülüne göre hesaplandı. 
 
İstatistik değerlendirme

Minitab 16.0 (Köln, Almanya) programı ile 
yapıldı ve hata payı %5 (p<0.05 değeri anlamlı) 
olarak kabul edildi.

BuLGuLAR

Araştırmaya alınan rastgele seçilmiş Exophiala 
kökenlerinde MIK90 değeri 128 µg/mL olarak 
bulundu (Tablo 2). Her iki tür için de MIK90 
değeri 128 µg/mL olarak saptandı. 

Tablo 1. Çalışmaya alınan tüm kökenlerin dağılımı (N=191).

Çevresel
      Bulaşık makinesi
      Demiryolu

Klinik

Toplam

Referans

17
3

7

Referans-dışı

52
30

–

Exophiala dermatitidis

Referans

7
2

–

Referans-dışı

25
48

–

Exophiala phaeomuriformis

109 82

Referans: Centraalburaeu voor Schimmelcultures (CBS)’a kayıtlı köken
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Rastgele seçilmiş Exophiala (n=44) kökenleri-
nin renksizleştime aktivitelerinin çalışıldığı katı 
besiyeri incelendiğinde, MY’nin 32 μg/mL ve 
üstündeki konsantrasyonlarında renksizleştirme 
aktivitesi göz ile değerlendirilebildi (Şekil 1). 
Renksizleştirme aktivitesi değerlendirilen 
kökenler arasında, yüksek MY konsantrasyo-
nunda üreyebilen kökenlere karşın daha düşük 
konsantrasyonlarda (2-8 μg/mL) inhibe olan 
kökenlerin de varlığı saptandı (Tablo 2). Katı 
besiyerinde renksizleştirme aktivitesinin iyi göz-
lendiği 32 µg/mL MY konsantrasyonunda üre-
yebilen 19 izolatın 15’inde (%78.9) sınırları 
keskin olmayan “renk açılması/beyazlatma” 
görüldü (Tablo 2, Şekil 1). Test edilen 32 µg/mL 

konsantrasyonda üreyebilen E. dermatitidis 
k ö k e n l e r i n i n  6 ’ s ı n ı n  ( % 8 5 . 7 )  v e 
E. phaeomuriformis kökenlerinin 9’unun 
(%75.0) MY’yi renksizleştirdiği, türler arasında 
istatistiksel farklılık olmadığı (p>0.05) bulundu.

Araştırmaya alınan tüm Exophiala (N=191) 
kökenlerinin 32 µg/mL MY içeren YÖPD besi-
yerinden 48 saat inkübasyon sonrasında yapılan 
kontrol ekimlerinde; 68 E. dermatitidis (48 bula-
şık makinası, 15 demiryolu traversi ve 5 klinik 
örnek) ve 46 E. phaeomuriformis (18 bulaşık 
makinesi ve 28 demiryolu traversi) kökeni olmak 
üzere toplam 114 köken üreme gösterdi. Bu 
Exophiala kökenlerindeki türler arasında, MY’yi 

Tablo 2. Rastgele seçilmiş Exophiala (N=44) kökenlerinin inhibe olduğu en düşük malaşit yeşili konsantrasyonları.

Malaşit Yeşili konsantrasyonu 
(µg/mL)

≤1
2
4
8
16
32
64

≥128

Exophiala dermatitidis 
(n=21)

-
6
8
-
-
-
-
7

Exophiala phaeomuriformis 
(n=23)

-
6
3
2
-
-
-

12

Toplam inhibisyon 
(n, %)

0 (0.0)
12 (27.2)
23 (52.2)
25 (56.8)
25 (56.8)
25 (56.8)
25 (56.8)

100 (100.0)

Şekil 1. Malaşit yeşili (32 μl/mL) içeren SDA besiyerinde koloni 
çevrelerinde görülen renksizleştirme profilleri.

Şekil 2. Farklı kaynaklardan izole edilen E. phaeomuriformis 
(n=46; düz sütun) ve E. dermatitidis (n=68; çizgili sütun) kö-
kenlerinin malaşit yeşilini renksizleştirme aktivitelerinin kar-
şılaştırılması.

E. dermatitidis 
(n=21)

E. phaeomuriformis 
(n=23)

Bulaşık Makinası Demiryolu Klinik

R
en

ks
iz

le
şm

e 
or

an
ı (

%
)
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renksizleştirme oranları bakımından istatistiksel 
farklılık bulunmadı (p>0.05). Aynı şekilde türle-
rin izolasyon bölgeleri (demiryolu traversi, bula-
şık makinesi ve klinik kökenler) arasında da 
istatistiksel olarak anlamlı farklılık saptanmadı 
(p>0.05, Şekil 2). Bununla birlikte, MY’yi en 
yüksek düzeyde renksizleştirme oranının 
(%62.6), bulaşık makinasından izole edilen bir 
E. dermatitidis kökeninde olduğu saptandı. 

TARTIŞMA

Avrupa Birliği verilerine göre kaçak olarak yay-
gın bir şekilde kullanılan MY, çevresel kirlen-
meye de neden olmaktadır(3,7). Günümüzde, böl-
gesel olarak ekonomide önemli yere sahip olan 
tekstil sektörünün ortaya çıkardığı en önemli 
sorunlardan biri de, tekstil boyama çukurları 
kaynaklı atık sulardır. Bu atık sularda polisiklik 
aromatik hidrokarbonlar, ağır metal iyonları, 
surfaktanlar, boyalar, çözücüler ve deterjanlar 
bulunmaktadır(8). Her ne kadar gıda sektöründe 
kullanılan MY ve türevleri, endüstriyel atık olan 
sulardaki MY konsantrasyonlarına ulaşmıyorsa 
da, gıda ile doğrudan insana geçiş söz konusu-
dur(1,2,7). Bu nedenle, çevresel MY’nin yıkımına 
yönelik yeni araştırmalar sürekli gündemdedir(3). 
Exophiala kökenleri benzer çevresel kirliliğin 
olduğu bölgelerde kolaylıkla çoğalabildiği bilin-
mektedir. Farklı aromatik bileşiklerin bulunduğu 
ortamda çoğalabilen Exophiala türleri, bu çevre-
sel kirleticilerin biyo-yıkımlarında rol alabilir-
ler(18-21). MY klorid veya oksalat tuzları (kroma-
tik) şeklinde olabildiği gibi nötral karbinol veya 
indirgenmiş löko formunda da bulunabilir. MY 
olarak anilin yeşili, akril parlak yeşil, benzalde-
hit yeşili vb. gibi çok sayıda benzer yapıda 
boyar maddeler vardır. MY, biyolojik bilimlerde 
okside formda [“Chemical Abstract Services” 
(CAS) numarası 2437-29-8, renk indeksi (CI) 
42000] kullanılır(1). 

Toksik ve karsinogenetik etkisi olan MY, çevre-
sel bakteriler ve özellikle intestinal flora tarafın-

dan yapısal olarak farklılaştırılarak renksiz 
formlarına dönüştürülmektedir(1,28). MY’nin 
ortamda renk kaybı kimyasal yapı dönüşümü-
nün bir göstergesidir. Ortaya çıkan yıkım ürün-
leri, MY’nin biyolojik etkileşimlerini (lipoprote-
in yapıya bağlanma, DNA ile interkalasyon vb.) 
göstermez. Özellikle mikobakterilerin izolasyo-
nunda yoğun olarak kullanılan MY’nin, indir-
gendiği formda antibakteriyel ve antifungal akti-
vitelerinin önemli oranda azaldığı gösterilmiş-
tir(2,13,29,30). Yapılan çalışmalarda, MY’nin biyo-
yıkımlarında, lökomalaşit başta olmak üzere, 
birçok farklı yapıdaki bileşiğe yıkıldığı 
görülmüştür(9-11,13-16,29,30).

Exophiala türlerinin insanlarda özellikle immün-
süpresyon varlığında yaşamı tehdit eden enfek-
siyonlar oluşturmaları nedeni ile çevresel kolo-
nizasyon bölgeleri risk faktörü olarak araştırıl-
maktadır. Virülans özelliklerinin morfogenez ile 
ilişkili olduğu, besin ortamının az ve toksik 
olduğu sıra dışı ortamların virülansı etkilediği 
belirtilmiştir(32). Malaşit yeşili, balık yetiştirme 
ortamlarında bulunan fungal ve parazitik enfek-
siyon etkenlerine karşı sıvı ortama doğrudan 
verilir. Özellikle kültür balıkçılığında, inkübas-
yondaki balık yumurtalarının oomiçet mantarla-
rın aşırı çoğalmasını önlemede, bazı balık türle-
rinin sistemik hastalıklarının tedavisinde ve 
yetişme ortamlarının dezenfeksiyonunda 
etkindir(2,7). Gıdada yüksek kullanım ve boya 
sanayi atıkları nedeni ile MY ile çevresel kirlilik 
yüksektir. 

Sunulan araştırmada, özellikle hidrokarbon ile 
kirlenmiş ortamlara kolaylıkla kolonize olabilen 
Exophiala cinsinin insan patojeni olan iki türün-
de de MY’yi renksizleştirme etkisi saptanmıştır. 
Ulaşılabilen literatürde, genellikle MY’yi renk-
sizleştirme etkisi bulunan tek kökenin mikrobi-
yolojik ve biyoteknolojik özelliklerinin ön plan-
da incelenmektedir. Genellikle bu kökenler yük-
sek MY renksizleştirme aktiviteleri gösterirler 
ve çevresel biyo-iyileştirme açısından önemlidir(13-
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17). Exophiala kökenlerinin toksik sanayi atıkla-
rında kolonize olabilmesi, insan sağlığına zarar-
lı MY’nin yapısını değiştirmesi nedeni ile önem-
lidir. Exophiala cinsinin de içinde yer aldığı 
Chaetothyriales takımının doğada odunsu yapı-
larda kolonizasyonunu kolaylaştıran ligninolitik 
enzimleri, aynı zamanda polisiklik aromatik hid-
rokarbonların yıkımlarını sağlayan mikrobiyal 
enzim gruplarındandır(20). Bununla birlikte, 
sunulan araştırmada odunsu yapıların bulunma-
dığı bulaşık makinelerinden izole edilen köken-
ler ile travers gibi katran ile karşılaşan odun 
yapıdan izole edilen demiryolu kökenli izolatla-
rın MY yıkım kapasiteleri arasında istatistiksel 
anlamlı fark bulunmamıştır (Şekil 2). Sunulan 
araştırmada en yüksek renksizleştirme oranı ise 
bulaşık makinasından izole edilen bir E. derma-
titidis kökeninde %62.6 olarak bulunmuştur. Bu 
durum, hipotetik olarak, Exophiala cinsinde, 
ligninolitik enzimlerin dışında farklı biyoyıkım 
mekanizmalarının aktif olarak etkili olabileceği-
ni göstermektedir. 

Birçok mikrobiyal yapı belirli bir oranda MY’yi 
yıkabilmektedir. Yüksek biyo-yıkım kapasitesi-
ne sahip kökenler genellikle daha ileri araştırma-
lar kapsamında, endüstriyel biyoyıkımdaki eko-
nomik ve çevresel kazanımlar açısından incelen-
mektedir. Bu nedenle, ülkemizde çevresel ortam-
lardan izole edilen esmer mantar kökenlerinin, 
çevresel kirleticilerin biyo-yıkım potansiyelleri 
açısından araştırılması önem göstermektedir. 
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