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Bu ¢aligmada, tekstil terbiyesinde kullamlmakta olan selulaz, lakkaz, katalaz ve
peroksidaz enzimlerinin tarimsal atiklar {izerinde pilot 6lgekte iirgtimleri i¢in gerekli
laboratuvar kogullani belirlenmeye c¢ahsilmugtir. Phanerochaete  chrysosporium
ME446 ve Funalia trogii beyaz-gurik¢iil funguslan ile uygulanan yan-kati
fermentasyonda, degisen pH ve sicakhiklara bagh olarak her enzim i¢in maksimum
aktivitenin elde edildigi kogullar saptanmaya caligimustir. Funalia trogii ile
yiiriitiilen ¢aligmada maksimum katalaz aktivitesi ve spesifik aktivitesi pH’s1 5.0
olan besiyerinde 35° C’de, 9320 IU ve 328 IU/ mg olarak 5 ginliik inkiibasyon
stiresi sonunda elde edilmigtir. Maksimum lakkaz ve perioksidaz aktiviteleri ise
'3.37 CU ve 4.27 CU olarak aym kosullar altinda elde edilmigtir. Maksimum selulaz
aktivitesi pH’si 6.0 olan besiyerinde , 37° C’de 10 giinliik inkiibasyon siiresi
sonunda 745 FPU olarak saptanmustir. Phanerochaete chrysosporium ME446 ile
yuritillen galigmalarda maksimum katalaz aktivitesi ve spesifik katalaz aktivitesi
6240 IU ve 129 IU/ mg olarak pH’si 6.0 olan besiyerinde 35° C’de 5 giinlitk
inkiibasyon siiresi sonunda elde edilirken, maksimum selulaz aktivitesi 507 FPU
olarak pH’si 6.0 ancak inkiibasyon sicakligs 37° C olan ortamda , 10 giinliik siire
sonunda elde edilmigtir.




ABSTRACT

In this study, to produce the enzymes laccase ,cellulase ,catalase and
peroxidase with Funalia trogii and_Phanerochaete chrysosporium ME446 and to

scale up to the pilot scale required phisiological conditions were being tried to
determine. we used agricultural waste as an alternative source for these enzymes
which are used nowadays in textile industry . To maintain the maximum activity for

each enzyme that are produced by using Funalia trogii _and_Phanerochaete

chrysosporium MF446 at semi-solid fermentation. Funalia trogii’ s maximum

activity of catalase and the specific catalase activity at the medium with a pH 5.0
and the temprature of 35°C is determined as 9320 IU and 328 IU/mg after 5 days
incubation. Under the same conditions maximum avtivities of laccase and
peroxidase are determined as 3.37 CU and 4.27 CU. The maximum cellulase
activity is determined at the medium with pH 6.0 and temperature 37° C, after 10
days incubation period as 745 FPU. The studies which are carried on with
Phanerochaete chrysosporium MFE446 , maximum catalase activity and specific

catalase activity are determined respectively as 6240 IU and 129 IU/mg in a
medium with pH 6.0 and 35° C after 5 days incubition time .On the other hand,
maximum cellulase activity is determined at the medium with pH 6.0 and 37° C,
after 10 days incubation as 507 FPU.
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1.GIRIS VE ONCEKi CALISMALAR

1.1. GIRIS

Cevre kirliliginin baglica nedeni 19. yiizyilda baglayan ve hizla gelisen
endiistrilegsmedir. Son yillarda ¢evre kirliligi olgusu aragtirmacilan gevre kirliligini
giderme caligmalarina sevk etmistir. Endistrilesmenin pahali olusu ve gevre
faktorlerinin g6z ardi edilmesi dogal kaynaklarin hizla kirlenmesine neden
olmaktadir. Diinya iizerinde yiikselmekte olan insan kiiltiir diizeyi gevreyi olumsuz
yonde etkilemektedir [ 71 ].

Insan kiiltiir diizeyinin yiikselmesi daha kaliteli iiriinlerin iiretilmesini zorunlu
hale getirmektedir. Bunun sonucunda gevreye verilen atiklarin nitel ve niceliBi
degistirmektedir. Dogamin ekolojik dengesi bu kirlilii bir simra kadar tolere
edebilmektedir ancak kirlilik i¢in kesin 6nlemlerin alinmamasi ve kirlenmenin hizla
artmasi sonucu ekolojik denge geri doniigii olanaksiz sekilde bozulmaktadir.

Tirkiye Cevre Sorunlan Vakfi 1989°da endiistrilesmenin olusturdugu
kirlilikleri fiziksel, kimyasal ve biyolojik olarak siuflandirmigtir. Bunun yaninda
pestisit, herbisit ve sentetik giibre kullammu ile ortaya ¢ikan kirlenmede dogal
dengeyi bozmaktadir. Endistri kuruluglart Gretim yapilanina goére birden fazla
kaynag kirletebilmektedir. Omnegin demir- ¢elik, gseker, tekstil, ¢imento,
petrokimya ve gida endiistrileri hava, su ve toprak kirliliine neden olmaktadir Bu
kirliligin ortadan kaldinimas: igin gereken maddi gii¢ ekonomiye onemli bir yiik
getirmektedir. Bu nedenle, gevre kirliliine yol agan bazi zararh maddelerin
giderilmesinde disiik maliyetli ve etkin metotlarin kullamlmasi1 zorunlu hale
gelmektedir. Bunun yolu ise her madde igin oOzgiin giderim y6nteminin
saptanmasidir.

Avrupa Komisyonunun 1991'de kabul ettifi oncelikler arasinda,
"Biyoteknoloji”, toplulufun gelecekte gelismesi igin gerekli anahtar teknoloji
olarak belirlenmigtir. Giiniimiizde geligmis {ilkelerinin ekonomilerinin %40’ mdan
fazlasi ya biyolojik kokenli ya da biyolojik materyalin déniigiimii ile ilgilidir. Bu
oran gelismekte olan iilkelerde daha da yiiksektir [ 61 ].



Biyoteknolojiyi organizmalann, biyolojik sistemlerin ve siireglerinin
pratik veya ticari amaglar igin kullamlmasi olarak tammlayabiliriz. Biyoteknoloji
oldukea cesitli aktiviteleri - fermentasyon, enzim teknolojisi, hiicre ve doku kiiltiirii
tekniklerini; monoklonal antibodi teknikleri vb.- igermektedir [ 66 ].

Giiniimiizde kullanim alam olduk¢a yaygin olan biyoteknolojik siiregler,
organizma ve bilegenlerin tanim, besin ve diger endustriyel alanlarda kullamm
esasina gore cahsllmaktadlr. Endistriyel mikrobiyoloji ve biyoteknolojinin en
onemli uygulama alanlarindan biri olan yenilenebilen kaynak teknolojisi, dzellikle
tanim ve ormanciliktan gelen atik lignoselulozik maddelerin kimyasal hammadde ve
enerji liretimi igin kullammim amaglar. Cevre kirlili§i agisindan atik lignoselulozik
maddeler oldukga 6nemli bir yere sahiptir. Ciinkii bu maddelerin yapisinda bulunan
lignin polimeri biyolojik aynigmaya direngli, direngli bir maddedir [ 63 ].

Cevreye siirekli olarak atiklann garj edilmesi, alternatif iyilestirme siireglerinin
gelistirilmesini gerektirmistir. Degigik bitkilerden ve mikroorganizmalardan elde
edilen ¢ok sayida enzimin, atik iyilegtirmesi siireglerinde 6nemli rol oynadig Tapor
edilmistir [ 30

Enzimatik yontemler, geleneksel yontemlerle kiyaslandifi zaman asagida
belirtilen 6zelliklerinden dolay: potansiyel olarak avantajh gozitkkmektedir: Enzimler
cok segicidir ve kontaminanat konsantrasyonu ¢ok seyreltik olan sularda bile
bagartyla bu kontaminantlara etki edebilmektedir. Enzimler, canli organizmalara
toksik olabilecek maddeler tarafindan ¢ok daha zor inhibe olurlar ve kullamldiklar
stireglerde iglemler, genis pH, sicaklik ve tuz konsantrasyonlan arahklarinda
gergeklestirilir ve kontrolleri gok basit yontemlerle kolaylikla saglanabilir [ 30 .

Enzimler, canli hiicrelerde gergeklesen binlerce kimyasal reaksiyonu yiiriiten
biyolojik katalizorlerdir. Enzim katalizli bir reaksiyonda, substrat enzimin aktif
kismina hidrofobik baglarla, hidrojen baglaryla ve iyonik baglarla baglanir ve daha
sonra substrat1 reaksiyon Uriinlerine gevrilir. Bir enzim molekilii, her dakikada
binlerce kez reaksiyon dongiisiine girip, dongiiyu yiiriitebilir [ 63 ].

Diinyadaki tim endistriyel enzimlerin tahmini satis deferi, 1983'de 400
milyon dolar,1995'deki 1 milyar dolar olarak verilmigtir ve de 2005 yili i¢in bu
degerin 1.7 ve 2 milyar dolar arasinda olabilecegi tahmin edilmektedir. Diinyadaki



toplam enzim ihtiyaciun yaklagkk % 604 Avrupa'dah, % 151 ise Kuzey
Amerika'dan, % 12-15'i ise Japonya'dan kargilanmaktadir. Rusya ve Cin'in ise bu
pazara katlkas: oldukga azdir | 24 ].

1994 Vil Enzim Satsgtannim Daggim

Sekil 1. 1. Enzim Satiglarinm Dagihimm (1994) [ 24].

Endiistiriyel enzimlerin % 75% hidrolitik aktiviteye sahiptir ve dogal
maddelerin depolimerizasyonu igin kullanihrlar. Proteinazlar deterjan endiistrisinde
ve siit endiistrisinde en yaygin kullamm alam olan enzimler olarak tiim enzim
satiglanm yaklagkk % 40''m olustururlar. Karbohidrazlar, finncilik, bira sanayi,
damitma, nigasta ve tekstil sanayiinde kullamlan ikinci en genis grubu temsil
ederler. ‘Digerleri' kategorisi altindaki sektorler gunlardir: Alkol, hayvan yemi,
firncilik, katt ve stv1 yaglar, protein (un, siit kuagiilasyonu, deterjan harig), meyve
ve sarap, deri, kagit ve kagit hamuru ve kirleticilerdir [ 24].

Endiistriyel enzimler giiniimiizde gok farkli uygulamalarla farkl: alaniarda
oldukga fazla kullamlmaktadirlar. Endiistriyel bir enzim igin en onde gelen
ozelliklerden biri kararhhgidir, ¢ok defisik kosullarda dahi aktivitesini
koruyabilmesidir. Genelde, daha kararh enzimlerin iretimi i¢in defisik yontemler
uygulanmaktadir: Kimyasal modifikasyonlar, protein mithendisligi, immobilizasyon
veya stabilizasyon igin desteklerin kullammudir. Endiistriyel enzimler igin protein
mihendisligi ve destek maddelerin kullamm olduk¢a yaygin olarak



endiistriyel enzim pazanna bir kag tane mutant enzim simdiden girmistir.
Enzimlerin endiistriyel amagh {iretimi i¢in mutant enzim iretimi 6nemlidir. Ancak
saflagtirma iglemleri oldukga karmagik ve pahalidir [ 8 1.

Endustriyel enzimlerin geneli hidrolitik aktivite gosteren enzimlerdir ve bu
nedenle biyolojik makromolekiillerin (proteinler, nisasta, deksrinler, seluloz ve
pektinler gibi karbonhidratlar veya lipidler ve digerleri) daha kigiik alt
molekiillerine pargalandif: hidrolitik reaksiyonlar bu enzimlerin kullamim alanlarim
temsil etmektedir. Ancak glukozun, fruktoza déniistiiriilmesinde kullanilan glukoz
izomeraz enziminde oldufu gibi veya laktozun, glukoz ve galaktoza
donagtiurilmesinde kullamlan laktaz enziminde oldugu gibi hidrolitik 6zellik
tagimayan endistriyel enzimlerde mevcuttur. Birgok durumda endistriyel enzim
tiriinleri sadece bir tek enzim aktivitesi igermezler, farkh hidrolitik aktiviteleri bir
arada igerirler. Bu baz1 durumlarda avantaj olmakla birlikte bazz durumlarda da
avantaj olmayabilmektedir [ 41 ].

Son 20 yilda endiistriyel enzimlerin kullanim hizla yayilmugtir. Deterjan
sanayinde kullamilan enzimler proteazlar, lipazlar, amilazlar ve selulazlardir.
Proteazlar, protein igerikli (kan, ot ve yiyecek maddeleri gibi) lekelerin
giderilmesinde kullamimaktadirlar. Bugiin marketlerde bulunan biitiin deterjan
proteazlan, Bacillus tirlerinden elde edilen serin proteazlardir. Deterjanlarda
kullanilan  proteazlar, yiiksek pH degerlerinde ve yiiksek sicaklarda
cabisabilmektedir. Sivi ve kati yag igerikli yiyeceklerin olusturdugu lekelerin
uzaklagtinlmasinda lipazlar kullamlmaktadir . Bu enzimler yag lekelerini daha
hidrofilik maddelere pargalayarak, bu lekelerin kolayca uzaklastinlmasim saglarlar
[24]

Lipazlar, trigliseritleri serbest yag asitlerini, digliseridlere, monogliseridlere
ve gliserole pargalayarak bunlarin alkali sartlarda ¢ok daha kolayca
uzaklagtinlmasimt saglamaktadiriar. Deterjanlarda kullamlan ilk lipaz 1988 yihinda
Novo Nordisk Sirketi tarafindan piyasaya siiriilmiigtiir. Biiyilik olgekli tiretimlerde
lipaz enziminin dretimi igin bir ascomycete olan Aspergillus oryzae
kullamlmaktadir. Nigasta igerikli yiyeceklerden (pasta, meyve, gikolata gibi) olugan
lekeleri gidermek amaciyla amilaz enzimi igeren deterjanlar kullamimaktadir.
Deterjanlarda kullamlan amilazlar, Bacillus licheniformis ve Bacillus




Deterjanlarda  kullamlan amilazlar, Bacillus _licheniformis ve Bacillus
amyloliquefaciens ile kat1 fermentasyonla iiretilen a-amilazlardir. Selulaz,

multifonksiyonel bir enzimdir. Selulaz enzimini dier deterjan enzimlerinden fark:
dogrudan dogruya lekeye temas etmemesidir. Selulaz enziminin substrats,
giysilerdeki pamuklu iplikleri olugturan selulozdur. Pamuklu kumasglann giyilmesi
esnasinda olugan pamuklanma selulaz enzimiyle 6nlenir, bununla birlikte kumagin
renginin parlakh$ korunmaktadir. Kumagtaki hasar gormiis olan fibriller kumasa
sert bir yapi kazandinr ve kumagin renginin donuk goziikkmesine neden olur. Bu
fibriller selulaz enzimi araciliftyla yok edilmesiyle kumagin yumusakh ve
parlakhi@ korunmaktadir. Lekelerin uzaklagtinlmas: da bu prensibe dayamr.
Fibrillerin uzaklagtinlmastyla beraber leke de uzaklagtinimaktadir [ 24 .

Selulolitik enzimler bakteri ve funguslann her ikisi tarafindan tretilmektedir.
Ancak fungusla kargilagtinnca selulolitik bakterilerin verimi daha digiiktir [ 50 ].

Fungal enzimlerin tiretimi igin, katt substratlanin kullammu, 6zellikle Japonya
ve diger Uzak Dogu ilkelerinde oldukca eskiye dayanmaktadir. Pratik olarak bu
metot nemlendirilmiy arpa ve pirincin  substrat olarak besin tuzlannin ilave
" edilmesi ile uygulanmaktadir. Bu gekilde Gretilen ticari dneme sahip enzimler fungal
amilazlan, pektinazlan ve selulazlan igermektedir [ 60 ].

Enzimlerin Gretimi sirasinda patates nigastasi soya unu, tuz ve seker gibi
dogal triinler kullamlmaktadir ve bu maddeler istenilen enzimi olugturmak tizere
patojenik olmayan spesifik mikroorganizmalarla muamele edilmektedir.
Mikroorganizmalarin fermentasyon iglemini yapmak iizere hazirladigy bu islem,
"asilama" olarak adlandirihir. Siirecin aerobik olmasindan dolayi, sistemdeki oksijen
gereksinimi, sisteme sterilize havanmn verilmesi yoluyla yapilmaktadir.
Fermentasyon siireci sirasinda enzimler olugmaya baslar ve bunlar besin ortamim
parcalayarak islemin devamim saglar| 43 ].

Son birkag yil igerisinde, tekstil terbiye siireglerinde enzimlere verilen 6énemde
ve bu maddelerin kullantminda, hem dretim ve hem de kullamimlar sirasinda "gevre
dostu" bilinmelerinden dolay: artig gériilmektedir. Finlandiya'mn Tampere gehrinde
1996 yilinda 21-24 Mays tarihlerinde diizenlenen 77. Diinya Tekstil konferansinda
bu konu detayh bir sekilde ele alinmig ve enzimlerin tekstil terbiye endiistrisinde
kullanimina ait teknolojik gelismeler ¢ok sayidaki teblifin konusunu olusturmugtur

T.C. YOKSEKGGRETIM KURULY
VIKUMANTASYON MERKEZS



Tekstil terbiye proseslerinde enzimlerin baghca kullamm alanlart sunlardir:

1) Hagil sokme iglemi

2) Bio-parlatma

3) Bio-yikama

4) Peroksit giderme

5) Ipek elyafinin terbiye islemleri
6) Yun elyafinin terbiye islemleri

Selulaz enzimi ile yapilan biyolojik parlatma (bio-polishing), islemi selulozik
elyaf ve selulozik elyafin sentetik elyaf ile karigimlarinda; 6zellikle 6rgii kumaglarda
boncuklanmayr 6nlemek, dokuma kumaslarda tiylenmeyi onlemek, viskoz elyafa
yumugak bir tutum vermek, pamugun ve viskozun yiizeyini modifiye etmek icin
kullandmaktadir. Satisa sunulan denim kumaglann yaklagik % 90" "beyazlanmighk”
(tas yikama) etkisini elde edebilmek igin enzimler (selulaz) ile muamele
edilmektedir. Pomza tag: ve selulazin beraberce kullamldig: " kombine " proseslerde
yaygindir. Enzim proseslerinin pomza tag1 kullanarak yapilan iglemlerine kargilik
pek ¢ok avantajlan mevcuttur. Tay yikama isleminde de selulazin faaliyeti,
bioyolojik parlatma islemindekinin aymdir. Agartma iglemi sonrasinda, kumag
iizerinde kalan fazla miktardaki hidrojen peroksitin bir sonraki boyama isleminde
istenmeyen bir etkiyi yaratmamasi ig¢in uzaklagtinlmasi gerekmektedir. Bu iglem
genellikle birbirini takip eden durulamalar ile yapilmaktadir, bu da ek bir maliyet
getirmektedir. Bu problem, hidrojen peroksitin, oksijen ve suya bozunumunu
katalize eden bir katalaz enziminin kullantmi ile kolaylikla ¢oziilebilmektedir.
Katalaz enzimlerini igeren siireglerde, 15-30°C sicaklik ve pH 7.8-8.0 arahiginda
oldukga yeterli bir verim saglanmaktadir. Boyar maddeler tizerinde istenmeyen bir
etkiye sahip olmamalan ve boyama iglemlerinin de yaklagik 20°C' de baglamasi da
ayn bir avantajdir [ 46 ].

Tekstil terbiye siireglerinde enzimlerin kullanim son on yil igerisinde gelismis,
bu gelijme triin Ozelliklerinin iyilesmesi ve iglem zamanlanmn kisalmast ile
sonuglanmgtir. Biyolojik olarak parcalanabilen "gevre dostu" enzimler, giinimiiziin
modern tekstil terbiye teknolojisinde kullamlan pek ¢ok sayidaki kimyasal



maddenin yerini almaktadir. Aragtirma faaliyetleri, tekstil proseslerinde "enzim-
destekli" yeni uygulamalann gelistirilmesi i¢in ytritilmektedir [ 46 ].

Daha 6nce bahsedildigi tizere biyolojik parlatma (agartma) tekstil terbiye
siireclerinde onemli bir yere sahiptir. indigo boyasiun tarihgesi ve bunun
boyama igin kullaniimas: binlerce yil 6nceye dayanmaktadir ve muhtemelen yaklagik
6000 yildir hi¢ durmadan kullamlan tek boyadir. Ancak 1865’lere kadar indigonun
yapisi agifa ¢ikanlamamgtir. Daha sonra indigo mavi renginin kuvvetliliginin
sebebi iki karboksil grubu arasindaki ¢ift bag sisteminden dolayr oldugu
anlagilmgtir.

0 (l)H
I NH
5-C 0= OO0
c=C
RN ?/ Ny
I OH -
(beyaz indigo)

Sekil 1.2. Mavi Indigonun Beyaz Indigoya Indirgenmesi [ 36 ].

Mavi rengin giderilebilmesi igin bu baglantimn koparilmas: gerekmektedir. Bu
ya karboksil gruplan tekrar hidroksil gruplanna indirgenerek, leuco indigo
formunda saglamaktadir veya iki indol halkasi arasindaki ¢ift bagin oksidatif bir
sistemle kopanlarak iki molekiil isatin olugturmas: ile saglanmaktadir. Sekil 1.
2.”de goriligi tizere leuco indigo (beyaz indigo), mavi indigonun reduksiyonundan
elde edilir [24 ].

Bugiin indigonun en énemli kullamm alam denimlerin boyanmasidir. Indigo
normal hidrofitik enzimlerle agartlamamaktadir, indigomun agartimast igin redoks
enzimleri gereklidir. Ancak pamuk ipliklerinin yiizeyine tutunan indigo ¢ok siki bir
sekilde iplikle paketlenerek oldukga hidrofobik bir ortam olusturur ki bu da



enzimlerin etkilemesini zorlagtirir. Genel anlamda bir redoks enzimi, okside olmusg
bir tiirden (elektron vericisi), indirgenecek tiire (elektron alicist) elektron transferi
yapmaktadir. Bu olayda indirgen tiir oksitlenir ve oksitlenmis tiirler arka arkaya
indirgenerek sistem devam eder [ 33 ].

Lakkaz (EC 1. 10. 3. 2) redoks enzimlerinin bir alt smufidir. Karbohidraz ve
proteazlar gibi hidrolitik enzimlerinin substrat Ozgilliifiiniin  aksine redoks
enzimlerinin substrat 6zgilliigt oldukca azdir. Lakkazlar, aromatik hidroksi- veya
amino gruplan iceren bilegikleri, yada indigo karmin de dahil olmak iizere birgok
heterosiklik aromatik bilegidi oksitleyebilmektedir. Eger indigo, lakkazin aktif
bolgesi i¢in uygun duruma getirilirse lakkaz indigoyu oksitleyebilecektir ve dolayis
ile agartabilecektir. Bu sebeple indigonun enzimlerle afartilmasi i¢in enzimin
yardima ihtiyac1 vardir. Enzimlerle denim agartma teknolojisi Novo Nordisk Sirketi
tarafindan geligtirilmigtir. Bu teknoloji bir enzim ve enzim mediatériinden ibarettir.
Denim agartiimasinda Novo Nordisk Sirketinin kullandif1 enzim lakkazdir ve
mediator olarak disik molekiil agirlikh bir organik bilesik olan PPT
kullanilmaktadir. Mediatorlerde enzimler gibi bir ¢egit katalist olarak rol
oynamaktadir. Sekil 1. 3. *de gorildiigi tizere enzimle gergeklesmekte olan bir
katalitik dongii diginda sisteme bir bagka katalitik dongii eklenmektedir. Mediator
ile gergeklesen katalitik dongii esnasinda, mediator bir katyon radikaline oksitlenir
ve denim yiizeyinde baglh olan indigoyu oksitleyerek, dogal formuna doner. Ancak
bir yan reaksiyon olarak mediator radikali, PPTO olarak adlandirilan mediator
okside oksitlenir [ 33 ].

Lakkaz enziminin bitiin substratlan mediator olmak igin uygun degildir.
Bunun nedeni, redoks enzimleri tarafindan oksitlenen bilesiklerin ¢ogu geri dogal
formuna gegememektedir ve bu nedenle bir katalitik dongide mediator olarak rol
almak igin uygun olmamaktadir. Bir bagka sebep de mediatoriin redoks
potansiyelidir. Indigonun oksitlenebilmesi igin mediatoriin redoks potansiyelinin,
indigonun redoks potansiyelinden yiiksek olmas: gerekmektedir [ 33 ].



HO X Enzim(oks_) X’ Mediatar Isatin
. Mediator .
0, Enzim Radikali Indigo
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Sekil 1. 3. Indigo Boyaélmﬁ Lakkaz Enzimi ile Oksidasyonu

Ksinalaz enzimleri (endo-1,4-B-D-ksilanaz ;EC 3. 2. 1. 8, B-ksilosidaz ;EC 3.
2. 1. 37) , kraft kagit hamurunun agartilmasinda kullamlmaktadir. Bu enzimler
kagit hamurunu oksitleyerek beyazlatan kimyasallanin hamur iizerinde daha etkili
olabilmesi i¢in hamurun yapisinda degigiklikler meydana getirerek bu kimyasallarn
kullamminda %15-20 civarinda azalma saglarlar. 1994 yiinda, Kanada’daki kraft
kagit hamurunun %10’u Finlandiya’da %4’i, Isvigre’de %3, Amerika’da ise
%2’si ksilanaz enzimi kullanlarak aSartilmigtir [ 24 ].

Laktaz enzimi (B-D-galaktoside galakto-hidrolaz; (EC 3. 2. 1. 23) laktozu
glikoz ve galaktoza pargalar. Laktoz, memelilerin siitiinde bulunan bir disakkarittir
ve siit gekeri olarak da adlandinimaktadir. Laktoz tatlandirma etkisi biraz diigiik bir
sekerdir. Ancak laktozun bilesenleri olan glikoz ve galaktoz, siikrozdan %80 daha
fazla tatlandincidir ve laktozdan 3 veya 4 defa daha fazla ¢oziiniirdiir. Laktaziar,
gen¢ memelilerin bagirsaklarinda, bitkilerde, funguslarda, mayalarda ve bakterilerde
bulunur. Mikroorganizmalardan laktaz izole etme ¢aligmalan ilk defa 1950°de Van
Dam tarafindan siit endistrisinde kullamlmak amaciyla baglatlmugtir. Endiistriyel
agidan Onemli laktaz enzimleri mayalardan, funguslardan ve bakterilerden elde
edilmektedirler [ 24 1.
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Gida endiistrisinde kullanilan diger bir ticari enzim katalaz ( EC 1. 11. 1. 6)
enzimidir. Kosikowski (1992) siitiin pastorizasyon yerine hidrojen peroksit ve
katalaz sistemi kullanlarak steril edildifinde peynir kalitesinde 6nemli derecede
ilerleme kaydedildigini 6ne siirmiigtiir. Bu sistemde kullamlan katalaz enzimi sv1
formda hazirlanmaktadir ve Aspergillus niger veya Micrococcus lysodeikticus’ tan
elde edilmektedir [ 24 ].

Hayvan besiciliginde yem olarak kullamlan tanim ve orman atig1 otsu bitkiler

lignoseluloz yapisindadir. Gevig getiren hayvanlarnin beslenmesinde kullamlan
lignoselulozlu materyaldeki seluloz bu hayvanlarin rumen sisteminde yagayan
mikroorganizmalarca simrh miktarda sindirime ugratilmaktadir. Ciinkii bitki hiicre
duvan bilegeni olan lignin, karmagik ve biiyiik bir molekiil yapisina sahip olmasi ve
hemiseluloz-seluloz gibi diger bilesenler ile kovalent sekilde bagh bulunmasi
nedeniyle rumen i¢i sindirimi engellemektedir. Bitki materyalini rumen igi
sindirebilirliligini arttirmak igin bitki duvarindan lignini uzaklagtirmak amaciyla
gesitli biyolojik yontemler gelistirilmigtir. Bu konuda ilk ¢ahgmalar odun 6rnekleri
tizerinde odun ¢iritiicti funguslann iiretimiyle baglamugtir. Yapllan calismalarda
inkiibasyon siiresi, fungus tirii ve uretim tekniZine bagh olarak cesitli hasat
artikiarmda Bgnin mikianmm szalmasyls| bunlarm simen! sindiriminin de arttih
gosterilmigtir. Lignin miktanmn, funguslar ile azaltilmasmin bu funguslann
fenoloksidazlar olarak adlandinilan ligninolitik enzim sistemiyle baganimaktadir.
Boylece hayvanlann et ve siit verimi arttinlmaktadir [ 25 ].

1. 2. Onceki Cahsmalar
1. 2. 1. Biyokiitlenin Dogas

Bitki Dbiyokiitlesi ve hayvan biyokiitlesi, biyoteknolojik siireglerde
kullamlabilir karbon kaynaklarini temsil ederler. Tarihimizde bu kaynaklara dayanan
iiziimden alkol elde edilmesi ve siitten peynir iiretimi gibi ¢ok bilinen 6rnekler
vardir. Dogal hammaddeler tanm ve ormanlardan kaynaklanmaktadir. Bunlar
genel olarak kimyasal yapilan agisindan farkliik gosteren karbonhidratlardir. Bu



11

karbonhidratlardan yaygin olanlar seker, nigasta, seluloz, hemiselulozdur [ 60 ].

Birgok bitki de geker bulunmasina ragmen diinyada ekonomik anlamda seker
tiretimi seker pancarindan saglanmaktadir. Ulkemizin iklim kogullan seker kamg
yetistirilmesine miisait olmadifi igin Avrupa ilkeleri gibi iilkemizde de geker
gereksinimi geker pancarindan kargilanmaktadir [ 17 J.

Seker pancan hemiselulozlan, ksilan ve glukomannan gibi polimerik
bilegikler agisindan zengindir. Bu maddeler mikrobial proteinlerin iiretimi igin
substrat olarak kullamlmaktadir [ 57 ].

Arpa, diinyadaki ilk on ana tahl arasinda dordiinciisiidiir. Arpa, insanlarn
besin ihtiyacina direkt olarak katkida bulanmamakla beraber maltlagtinlarak ve bira
yapiminda da kullamlarak tiiketime sunulmaktadir | 38 ].

Soya bitkisel protein ve mineral maddeler bakimindan insan besininin baginda
gelmektedir. Bilegiminde % 17-24 ya§, ortalama % 38 oraminda protein vardir.
Soyamn yai, kispesi, taneleri, vejetatif yapisi gesitli yerlerde kullamlmaktadir.
Soyamn kiispesinin bilesiminde % 40-46 ham protein, % 1-6 yag, % 30-31
karbonhidrat, % 5-6 seluloz vardir ve insan gidasi ve hayvan yemi olarak
kullanilmaktadir. Soyanin unu ¢ok az karbonhidrat igerdiginden, bu un kullamlarak
yapilan ekmegi seker hastalan kullanmaktadir. Soya unu gerekli olan aminoasit
cesitlerinden yeterince igerdiginden biyolojik degeri %70-80 arasindadir [ 17 .

1. 2. 2. Bitki Hiicre Duvan Polimerleri

Yeryiiziinde her yil yenilenen bitkilerin hiicre duvarinda ii¢ 6nemli yap: birimi
bulunmaktadir. Bunlar; seluloz, hemiseluloz ve lignin olarak adlandinlir ve hiicre
duvan yapisinda sirastyla 4:3:3 oraminda yer alirlar [ 21 ].

1. 2, 2. 1. Seluloz
Seluloz en ¢ok bulunan, yenilenebilir bir karbonhidrat maddesidir. Yiiksek
yapih bitkilerin hiicre duvanmn temel yapi birimidir ve kuru odun aflimn
yaklagik % 45;i11i teskil etmektedir [ 16 ].
Seluloz, B-D-glukopiranoz birimlerinin B-(1,4) glikozidik baglan ile
baglanmasi1 sonucu meydana gelmis dogrusal bir polimerdir. Glikozidik baglann
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beta diizeninde olmasi ve hidrojen baglannin molekiil i¢i ve molekiiller aras: olmasi
seluloz molekiiliinii dayamkh ve dogrusal olmaya yonlendirmigtir. Her molekiildeki
glukoz birimlerinin sayist ( polimerizasyon derecesi ) en az 15 ile en ¢ok 10.000 -
14.000 arasinda degigebilmektedir. Genel kam olarak, seluloz molekiillerinin
antiparalel bir dizende ve komsu molekiillerle ortak bir yap: seklinde bulundugu
kabul edilmektedir [ 12 ].

Selulozik maddeler kimyasallarn iiretimi ve yakitlann iretimi i¢in de dnemli
kaynaklardir ve selulozdan yan-kati fermentasyon ile etanol iiretiminde basarth
olunmugtur [ 64 ]. )

Sekil 1. 4. Selulozun B—D-glukopiranoz Birimi [ 12 ].
1. 2. 2. 2. Hemiseluloz

Hemiselulozlar, seluloza nazaran daha kisa olan, dallanmig polisakkaritlerdir.
Bununla birlikte hemiselulozlar seluloz ile beraber bulunurlar. Hemiselulozlar
genellikle suda ¢oziinmezler, alkali ortamlarda ¢oziniirler, asitle muamelede ise

‘ selulozun hidroliz olmasindan ¢ok daha kolayca hidroliz olurlar [ 23 ].
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Hemiseluloz, selulozdan sonra en gok bulunan yenilenebilir bir kaynaktir ve
kuru odunun % 20-30'unu meydana getirir. Hemiseluloz ti¢ temel yapidadir: 1,4-B-
D- ksilanlar, 1,3 ve 14-B-D-galaktanlar, 1,4-B-D-mannanlar. Olduk¢a kisa
zincirlidirler ve genellikle dalhdirlar. Ayrica seker rezidiileri genellikle asitillenmis

veya metillenmistir [ 59 ].
J o] i '
>N ! 0 ; -0
0 o /! %“O\ y S—
OAc l . OH 8] OA o T\ 1 ~
] : N . 0] .
OH O0ac /i O«
. y ~
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i
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Sekil 1. 5. 4-0-metil-D-glukoronoksilan [ 27 ].
1. 2. 2. 3. Lignin
Lignin i)itki hiicrelerini sikica birbirine baglayan bir polimerdir ve bitkilere

dayaniklilik kazandinir; Bitki hiicre duvanmin ksilem dokularninda bulunarak su ve
besin gegisinde bariyer gorevi gormektedir [ 13 }.
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Lignin mikrobiyal pargalanmaya direngli bir rekalsitrant polimer olarak
lignoselulozlanin , selulozik bilegenlerinin biyolojik pargalanmasim engelleyen
fiziksel bariyer gérevini iistlenmektedir [ 13 ].

Lignin ii¢ boyutlu, olduk¢a kompleks, stereoregiiler olmayan aromatik bir
polimerdir. Bu polimer karbon-karbon ve eter baglarindan- olugmug fenil propan
birimlerinin diizensiz oksidasyonu sonucunda meydana gelmektedir [ 14 ].

Yiiksek bitkiler tarafindan sentezlenen lignin dogada ‘en¢ok bulunan ikinci
biyopolimerdir ve bitki dokularinda bulunup kuru agirhgmn yaklagik %20-30'unu
teskil eder. Lignoselulozun kompleks yapisi, bitki polisakkaritlerinin ve lignin
tirevlerinin, gevis getirenlerin besinleri veya kimyasal besin deposu olarak
kullanilmalanna ekonomik olarak hizmet etmektedir [ 56 ].

1. 2. 3. Enzim Uretiminde Lignoselulozlarm Kullanim_

Orman artiklan ve tanmsal atiklarin g¢ogu yaklagik % 20-50 seluloz
icermektedir, kalan % 50-80 ‘i ise hemiseluloz ve lignin olusturmaktadir. Odunsu
kapah tohumlularn odunlan % 40-55 seluloz, % 24-40 hemiseluloz ve % 18-25
lignin icermektedir. Odunsu agik tohumlularin odunlan ise % 45-50 seluloz, % 25-
35 hemiseluloz ve %25-35 lignin igermektedir. Bir ¢eneklilerin saplan (ot, palmiye,
bambu, bugday, piring, sekerkamusi gibi) % 25-40 seluloz, %25-50 hemiseluloz,
%10-30 lignin igermektedir [ 12 ].

Selulolitik  enzimlerin iiretiminde degisik katr seluloz kaynaklan
kullamlmaktadir. Ancak enzim iiretimi igin saflastirlmig selulolitik substratlarn
kullammu biyiik olgekli siireglere oldukga yiiklii bir maliyet getirmektedir ve
islemlerin yiiritiilebilmesi agisindan engelleyici olmaktadir [ 50 ].
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Sekil 1. 6. Ligninin Yapist [ 56 ].
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Enzim agrhklh bir prosesin basanh olarak yiritilmesinde, enzimin
maliyetinin de biyilk 6nem tapgimasindan o6tiirdi, tarimsal atiklarin besiyerinde
seluloz kaynag olarak kullamlmasiyla enzimin maliyeti diisiik tutulmaktadir [ 53 J.

Nigasta tiretimi swrasinda oldukga fazla miktarlarda atilan patates hamuru;
nigasta, seluloz, hemiseluloz ve serbest amino asitler ile mgineral tuzlar igermesi
nedeniyle, mikroorganizmalar i¢in besiyeri olarak kullanilabilmektedir [ 39 ].

Son yillarda, gevre kirliliginin hizla artmasi nedeniyle atik maddeler
¢ahgilmasi gereken konular arasinda bityitk 6nem kazanmgtir. Endiistriyel atiklanin
gevre kirlenmesine neden olmasi, nasil bunlann ya yok edilmelerini yada bunlanin
kirlilik yiklerinin azaltilmasim zorunlu kiliyor ise aym sekilde simrh tanm
alanlanmn da verimlilifinin arttinlmas: gerekmektedir. Ancak atik maddelerin
ekonomik yonden degerlendirilmesi 6ncelikli olarak diisiiniilmelidir. Bu nedenle de,
attk maddelerin gesitli sekillerde degerlendirilmesi galiymalarimin da yapilmasim
zorunlu kilmaktadir [ 67 ].

1. 2. 4. Lignoselulolitik Enzimlerin Uretiminde Fermentasyon Tipi Secimi

Piyasada bulunan enzimlerin iretimleri, izolasyonlan ve saflagtinlmalarindan
dolay tutarlan yitksek olmaktadir. Lignosellulozik maddeler ¢oziinebilir degildir
ve yan-kati fermentasyon bunlari muamele etmek igin en uygun yontemdir. Yari-
kat1 fermentasyonun ana maliyet gideri ve isletme gideri diigik tutulmaktadir.
Ligninoselulozik substrat, delignifikasyon {iriiniiniin maliyetinde onemli yer tegkil
etmektedir. Biyolojik delignifikasyon i¢in yan-kati fermentasyonun diger
fermentasyon yontemlerine gére  bir takim avantajlan vardir. Yan-kati
fermentasyonda fermentorlerin  hacimleri, batikk fermentasyona nazaran daha
kiigiiktiir, ¢iinkii fermentorde fazladan yer kaplayan su yoktur. Ayrica sterilizasyon
icin daha az suyun isitilmasi gerektiginden daha az enerji harcanacak ve
fermentasyonun maliyeti diigecektir. Lignin pargalayan funguslar i¢in yan-kati
fermentasyon ile daha dogal bir ortam saglanmaktadir ve bu funguslann birgogu,
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diger fermentasyon yoOntemlerine nazaran yan-kati fermentasyonda daha iyi
uremektedir. Hava, substrat partikiilleri arasindan kolayca sirkiile edebildigi igin
havalandirmada da kolaylik saglanmaktadir. Bu avantajlanndan dolay:
delignifikasyonla ilgili hemen tiim ¢aliymalarda yan-kat: fermentasyon kullamlmgtir
[53]

1. 2. 5. Lignoselulozik Substratlardan Enzim Uretiminde Funguslarn tercih
edilmesi

Phanerochaete chrysosporium ve diger fungal tiirler, biitiin tip boyalan -
peroksidasyon yolu ile olduk¢a izl bir gekilde mineralize edebilmektedir. Van der
Waarde ve arkadaglan, fungal pargalama ve fungal aktivite i¢in gerekli bir substrat
olan in situ elektrokimyasal H,0,’in birlestirilmesi ile yeni bir dekolorizasyon
teknigi gelistirmislerdir ve reaktif ve dispers boyalann bir¢ogunun atik sulannin,

alttan havalandirmali siirekli bir reaktérle, tamamen bir dekolorizasyon
saglanabilmektedir [ 69 ].

Beyaz-¢iiriikgiil funguslar, odunun lignin, seluloz ve hemiseluloz dahil
biitiin bilegenlerini pargalayabilmektedir. Netice olarak, bu funguslar ve bu
funguslann hiicredipt  lignolitik enzimleri, ¢evre biyoteknolojisinde farkh
uygulamalarda kullanilmak iizere g¢ahigilmaktadir. Bir basidomycete olan
Phanerochaete chrysosporium MFE446 en iyi karakterize edilen beyaz-giriikgiil
funguslardan biridir [ 63 ].

Phanerochaete chrysosporium MFE446, seluloz ve lignin' yikim
mekanizmasi aragtinlmig bir beyaz-giriik¢iil fungustur. Bu enzimlerin iretimi,
saflagtinlmas: ve tanimlanmas: ile ilgili oldukca fazla ¢aligma vardir [ 26 ].

1. 2. 5. 1. Beyaz-¢iiriik¢iil Funguslarm Ligninoselulolitik Mekanizmas:

Beyaz-giiriik¢iil funguslarin odun bilegenleri olan seluloz, hemiseluloz
ve ligninini, hiicredist enzimleri vasitastyla pargalayan mikroorganizmalardan
oldugu bilinmektedir. Selulazlar, ksilanazlar ve mannazlar gibi hidrolitik enzimler
karbonhidratlann pargalanmasinda rol almaktadirlar [ 58 ].

T }@KSEK@GRETM KURULY
RO YON MERKEZj
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Ligninin biyolojik doniigimii, biyosferde gergeklesen karbon
dongiisiindeki en 6nemli olaylardan biridir. Buna ragmen, ligninin pargalanmasinin
yolu, heniiz tamamiyle agiklanmamugtir [ 54 ].

Son yillarda, lignin ve selulozun kullamm ve parcalanmasinda gérev
alan enzim sistemlerinin mekanizmalan 6nemli olgiide agtklanmugtir. Lignin
pargalanmasinda, enzimatik sistemin sorumlu oldugunu savunanlar, dért oksidatif
enzimin bu siiregte gorev aldigim One siirmiiglerdir. Bu enzimlerden fenoloksidazlar
olarak tammlanan lakkaz ve peroksidazin lignin parcalanmasinda rol aldig
aglldanmlstlr [20].

Ligninin pargalanmas: oksidatif bir prosestir ve tahil saplarinda veya odunda
tireyen birgok beyaz-giiriik¢iil fungusun lignini yikimmm hava ile yer degistiren
oksijen stimule eder [ 53 ].

Lignini pargalayan beyaz-giiriikgiil funguslar genellikle, Basidiomycetes
grubuna aittir. Biyoteknolojik uygulamalarda kullanmak iizere bu funguslarn
ligninolitik enzimleri oldukga iyi caligitnmgtir [ 70 ].

Trametes (Coriolus, Polyporus) versicolor, Phanerochaete chrysosporium
ve Phlebia radiata beyaz gurikgil funguslan en etkili lignin pargalayici
mikroorganizmalardir. Ancak pargalama siirecinde rol alan enzimlerin fonksiyonu
ve mekanizmas: hakkinda ¢ok az gey bilinmektedir. Ligninin enzimatik yikimim
kapsayan hemen tiim galigmalar, makromolekiil lignini kullanmak yerine diigik
molekiil agirhikhi model bilesikleri kullanmaktadir [ 54 ].

Beyaz-giiriikgiil basidomycetelerde ligninin pargalanmasinda, hiicredig lakkaz

iiretimi, bu funguslarn biyiik bir gogunlugunun ortak 6zelligidir, ancak bu enzimin
lignin yikimindaki kesin roli aragtnimus olmasina ragmen heniiz kesin olarak
tespit edilememigtir.

Bununla birlikte lignin dekompoﬁsyonu icin anahtar olan lignin demetilizasyonunun
bu enzim tarafindan gergeklestirildigi rapor edilmistir [ 55 ].

Seluloz diiz zincirli ve suda ¢6ziinmeyen bir polimerdir ve zincirler hidrojen
baglanyla birbirine baglidir. Bu nedenle ne su nede enzimler “ kristal ” komplekse
kolayhikla pen;atre olabilir. Ancak baz1 funguslar kolaylikla penetere olabilmektedir.
Bu organizmalar, hifal uglarda enzim iireterek disan salgilayabilir ve bu noktadan
selulozu ¢dzerek olusan delikte bityiiyerek ilerler | 52 ].
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Lignoselulozik yapimin beyaz-giiritkgiil funguslarla pargalanmasi oldukca
karmagik bir enzim sistemi ile gergeklegtirilmektedir. Ancak bu sistemde yer
almakta olan enzimleri etki ettikleri substratlara gére simflandirmak olasidir .

1. 2. 5. 1. 1. Seluloz Yikiminda Rol oynayan Enzimler

Birgok mikroorganizmanin seluloz ykim mekanizmasimn galigilmast
sonucunda selulazin tek bir enzim degil bir enzimler kompleksi oldugu goriilmigtir
[521. '

Enari ve arkadaglan tarafindan farkli enzim aktiviteleri arasindaki sinerjitik
hareketle ilgili ortaya atmus olduklan hipotez, daha sonra Persson ve arkadaglarinm
(1991) yapms oldugu galima ile su sekilde rapor edilerek desteklenmistir : Selulaz
enzim sisteminde ana olarak iig enzimin sinerjik olarak rol almaktadir. Bu enzimler
sunlardir: B- 1,4- endoglukonaz (EC 3. 2. 1. 4), B- 1,4 baglanm igten kiran enzim;
Selulobiohidrolaz (EC 3. 2. 1. 91), selulozun indirgen olmayan uglarindan
hidrolizleyerek selulobioz agifa ¢ikanr; B-glukosidaz (EC 3. 2. 1. 21), selulobiozu
glukoza hidroliz eder [ 50 ].

Seluloz kimyasal olarak homojen olmasina ragmen zincirler kendi igerisinde
ve aralarinda hidrojen baglan ile baglanmug kristal alanlan igeren belirli bir diizene
sahip seluloz mikrofibrillerinden olugmaktadir. Polisakkaritlerin bu formu &zellikle
enzimatik ataklara olduk¢a direnglidir. Bu enzimlerin seluloz ykim
mekanizmasinda sinerjik olarak rol almasinn gerekgesi de bu sebebe dayanmaktadir
[22]

1. 2. 5. 1. 2. Hemiseluloz Yikiminda Rol Oynayan Enzimler

Hemiselulozlarin monosakkaritlere tamamen hidrolizi gesitli enzimlerin bir
arada caligiyor olmasim gerektirmektedir. Bu enzimler B-D-ksilanazlar, B-D-
galaktonazlar, B-D-mannazlar, glikosidazlar, B-D-ksilosidaz, a- ve B-D-
galaktosidaz ve B-D-mannosidazdir. Esterazlar da asetil karbonhidratlarn
hidrolizinde yer almaktadirlar [ 16 ].
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1. 2. 5. 1. 3. Lignin Yikiminda Rol Oynayan Enzimler

Ligninin biyolojik pargalanmas: yeryiiziindeki karbon dongisiinde anahtar
roli oynamaktadir ve dogadaki en etkin biyolojik lignin parcalayicilar beyaz-
cirikgiil funguslardir [ 9 ].

Lignin pargalayan beyaz-giiriikgiil funguslar Corficaceae ve
Polyporaceae familyasina aittir ve biyoteknolojik uygulamalarda kullamlmak iizere
etkili ligninolitik enzimlerin elde edilebilmesi i¢in son zamanlarda oldukca fazla
gahgilmigtir [ 70 ].

Beyaz- iiriikgiil funguslarin ligninolitik sistemlerinden, atik sularin biyolojik
dekolorizasyonu amactyla da yararlamlmaktadir. Mou ve ark., (1991) yaptiklan
caligmada, kagit ve kagit hamuru atik sulanmn dekolorizasyonunda Phanerochaete
chrysosporium ve Tinctporia tirlerinin kullammimn mimkiin oldugunu rapor
etmiglerdir. Yeni izole edilmig bir beyaz-giirik¢iil fungus olan Geotrichum
candidum Decl’inde antrokinon boyalanmn dekolorizasyonunu bagsardiga rapor
edilmigtir [ 34 ].

Beyaz ¢iiriikkgtl funguslar iizerinde yapilan ¢ahgmalar, bu funguslar tarafindan
lignin parcalanmasimn aerobik sartlarda gergeklestifini ve oksidatif bir sireg
oldugunu gostermektedir.  Onbes yil 6ncesine kadar, lignin pargalanmasi iizerine
yapilan galigmalarda ligninolitik aktivitenin gosterilmesindeki giigliikler, bu konuda
ilerlemenin az olmasina neden olmustur. Ancak son yillarda lignin pargalanmasi
caligmalarinda radyoaktif etiketli (*'C lignin) perparatlarm kullamlmasiyla, bu
alanda lmzla bilgi edinilmesini saglamugtir [ 25 ].

Beyaz cirikgiil funguslarin lignin pargalama sistemlerinin mekanizmasi
serbest radikallere dayanmaktadir. Bitkilerdeki lignin sentezi g6z 6niine alindifinda,
bu mekanizmanin yer almas: oldukga akilci olmaktadir [ 15 ].

Serbest radikal reaksiyonlant genellikle “zincir reaksiyonlan”  geklinde
olugmaktadir. Bu nedenle bir lignin radikalinin olugumu diger radikallerin
olusumuna neden olmakta ve sonug olarak orjinal polimer yikilmaktadir. Ligninin
bu funguslar ~taraﬁndan yikimi bir grup enzimin iiretimine ve salgilanmasina
baghdir. Funguslar tarafindan iiretilen bu enzimler amonyum, karbonhidrat, veya
kiikiirt gibi anahtar besinlerin simrh oldugu ortamlarda iiretiimektedir. Besin simrh
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kosullarda ireitlen enzimler “ligninolitik enzimler” olarak adlandirilmaktadir. E:u
enzim sistemi, H,O,- gerektiren peroksidazlar kadar H,Q, iireten oksidazlan da
igermektedir [ 3, 65 ].

Aynica bu sartlar altinda belirli bazi enzimlerinde funguslar tarafinda
tiretildigi rapor edilmigtir. Bu enzimlerden bazilan sunlardir: Lakkazlar, reduktazlar
ve metilazlar [ 4,72, 11 ].

Bu enzimlerin hepsi birlikte beyaz-giiriikgiil funguslarda lignin-yikim sistemini
olusturmaktadir.

1. 2.5. 1. 3. 1. Fenoloksidazlar

Fenoloksidazlar olarak adlandirilan bu enzim sistemi lakkaz ve peroksidazlar
olmak iizere baghca iki ayn enzimden olugmaktadir. Peroksidazlar hayvanlarda,
bitkilerde, funguslarda ve bakterilerde bulunur.

Peroksidazlar, ¢ok sayida mikroorganizma tarafindan tretilen
oksidorediiktazlardir. Bunlar birgok farkh reaksiyonu katalizler fakét reaksiyonu
gergeklestirebilmek igin hidrojen peroksit gibi peroksitler tarafindan aktive
edilmeleri gerekir. Hidrojen peroksit dncelikle enzimdeki Fe (IIT) iyonunu oksitler,
daha sonra enzim substarati oksitler. Lakkaz (EC 1. 10. 3. 2) birgok fungus
tarafindan iiretilen bir enzimdir ve fenolik bilesiklerin toksitesini digiirmeye elverigli
goziikmektedir. Fenolik bilegikleri, bu bilegiklerin serbest anyonik radikallerine
oksitler ki bunlar oldukga reaktiftir [ 30 ].

Hangi enzim yada enzim kompleksinin lignini pargalayabildigi hala kesin
olarak bilinmemesine ragmen, in vivo kosullarda lignin peroksidazlar (LIP) ve Mn-
bagiml peroksidazlar (MnP) olmak iizere iki grup peroksidazin lignin pargalama
aktivitesiyle ilgili oldugu gozlenmektedir. Heriki enzimde demir igeren
glikoproteinlerdir ve degisik formlan vardir. LIP ve MnP’m ilk izole edildigi
‘organizma Phanerocheate chrysosporium’da 15 farkh LIP ve 6 farkh MnP

izoenzimi saptanmgtir [ 70 ].
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1. 2.5.1.3. 1. 1. Horseradish Peroksidaz

Horseradish peroksidaz (EC 1. 11. 1. 7), 40.000 dalton molekiil agirhginda
glikoproteinden olugan ve heme grubu ihtiva eden bir enzimdir. Horseradish
peroksidaz enzimatik atik iyilegtirilmesi proseslerinde en ¢ok kullanilan enzimlerden
biridir. HRP, H,0, tarfindan aktive edildigi zaman birgok aromatik bilesigi ve
heteroaromatik bilesikleri okside edebilir. Bu aromatik bilegikler arasinda fenoller,
bifenoller, anilenler ve benzidinler bulunmaktadir. .Horseradish peroksidaz
aktivitesinin inhibitérleri azid, florid, siyanid ve siilfit iyonlandir [ 30 ].

Aym zamanda Horseradish peroksidaz immino testlerde ve baz
endiistriyel proseslerde de kullamlmaktadir. Bu nedenle endistriyel olarak da
degerlidir [ 6 ].

1. 2.5. 1. 3. 1. 2. Lakkaz

Lakkaz enzimi, her molekiilii dort bakir iyonu tagiyan, 70 000 molekiil
agirliginda bir oksidazdir [ 7 ].
Lakkaz enzimi aromatik substratim oksitlerken, bir dioksijen molekiiliniin suya
indirgenmesini katalizler. Lakkaz enzimi bitkiler ve birgok diZer funguslar
tarafindan iretilmesine ragmen engok beyaz- ¢iiriik¢iil funguslarda gen gruplan
tarafindan kodlanms birgok izoenzimler olarak iiretilmektedir. Birgok ligninolitik
ﬁxhgumm lakkaz genleri daha 6nceden klonlanmis ve ta.nnnlanrmstn' Genlerin
kodladigx enzimlerin bir kismmnin konstiitif, bir kismumn indiiklenebilen enzimler
olarak farkl regiile edildigi ileri siiriilmektedir { 30 ].

1. 2. 5. 1. 4. Lignin Peroksidaz
Lignin .peroksidaz ( EC bilinmiyor ) aym zamanda ligninaz veya

diarylopropane oksigenaz olarak da bilinmektedir. Bu enzim ilk kez 1983’de rapor
edilmistir. LIP, beyaz-giirik¢ill fungus  Phanerocheate _chrysosporium’un
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hiicredist enzim sisteminin bir pargasidir. LIP’in birgok aromatik bilesikleri
mineralize ettigi ve polisiklik aromatik ve fenolik bilegiklerin birgogunu okside
ettigi rapor edilmigtir. LIP’in lignin depolimerizasyonu mekanizmas: HRP’inkine
olduk¢a benzemektedir [ 30 ].

1. 2. 5. 1. 5. Kloroperoksidaz

Caldariomyces fumago fungusundan elde edilen Kloroperoksidaz ( EC 1.
11. 1. 10 ) in birgok fenolik bilesigi okside ettigi rapor edilmigtir. Buna ilaveten, bu

enzim etanoliin asetaldehite oksidasyonu esnasinda oksijen transferini

gergeklestirmektedir ve klorid iyonlarimin oksidasyonunu katalizlemektedir [ 30 ].

1. 2. 5. 1. 6. Mn- Bagimh Peroksidaziar

Phanerocheate chrysosporium tarafindan iretilen MnP ( EC bilinmiyor )’m

birgok monoaromatik fenolleri ve aromatik boyalarn oksidayonunu katalizledigi

gosterilmigtir. Ancak bu reaksiyonlarin gergeklegmesi igin ortamda divalent
mangamin ve bazi tamponlann bulunmas: gerekmektedir. Bundan bagka MnP, Mn
(II)’nin Mn (III)’e oksidayonunu katalizler. Olugan Mn(IlI)’ler de daha sonraki
reaksiyonlarda organik substratlarin oksidasyonunu saglar [ 30 ].

1. 2. 5. 1. 7. Hidrojen Peroksit Ureten Enzimler
Son yillarda __Phanerocheate chrysosporium _ile yapilan c¢ahgmalarda

ligninolitik enzimlerin peroksidazlar ile beraber oksigenazlan igerdigi de
gozlenmigtir. Bu enzimler, peroksidatik, oksigenatif ve dehidrogenatif olmak iizere

ligninin yan zincirlerinin Ca - CB baglannin kopanlmasi gibi farkh aktiviteler
gosterirler. Bu enzimlerin ortak aktiviteleri ile suda ¢ozinebilir modifiye lignin
pargalan polimerleri olusturulmaktadir.

" Birgok aragtirmact 1980 kadar ligninin pargalanmasmn mikrobiyal enzimler
araciigy ile oldugunu ileri siiriiyordu.1980’lerden sonra aragtirmacilar “ligninaz”
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hipotezine alternatifler aramaya bagladi. Daha sonra da lignin pargalanmasimn
enzimatik degil aktiflenmis oksijen tiirleri ile olabilecegi ortaya atilmigtir.
Mikroorganizmalarin kompleks, aromatik ve makromolekiiler lignini nasil
pargaladifina dair iki farkh teori vardir: Bu hipotezlerden biri klasik mikrobiyal
enzimlerle pargalanmasidir, diferi de singlet oksijen (0;) ve hidrojenperoksit
(Hz0;) gibi  “aktif oksijen” tirleri ile pargalanmasidir. Phanerocheate
chrysosporium ve Streptomyces viridosporus ile yapian ¢aligmalarla lignin
parcalanmasmin enzimatik olmamas: ve hidroksi radikal (OH), siiperoksit (O,-),
hidrojen peroksit (H,0,) veya singlet oksijen (1O,) gibi indirgenmis oksijen tiirleri
araciiftyla olabilme ihtimali aragtinlmustir. Phanerocheate chrysosporium’® un
lignini pargalamasmin indirgenmis oksijen tiirleri ile ilgili olup olmadig: etraflica

aragtinlmgtir ve H,O, nin ligninin par¢alanmasinda rol oynadi: kesin olarak tespit
edilmigtir. Birgok diigiik molekiil agirlikh aromatik molekiilleri substrat olarak
kullanan katabolizmadaki enzimler NAD(P)H gibi kofaktorlere gereksinim
duymaktadirlar. Bu sitoplazmik enzimler i¢in normal goéziikmektedir ¢iinkii bu
enzimler hiicre iginde bir dongiisii olan kofaktorleri kullanmaktadir. Ancak bir
mikroorganizmanin, lignini pargalamak iizere kendi iireme ortamna kofaktérleri
salgilamasi anlamsiz goziikebilir. Actinomycete Strepfomyces viridosporus ve
beyaz-giiriikgiil fungus Phanerocheate chrysosporium tarafindan mikrobiyal ataga
ugramug lignin pargalanmn analizleri ,lignin pargalanmasimn oldukga oksidatif bir

stire¢ oldufunu goéstermigtir._Phanerocheate chrysosporium dahil olmak tizere
odun pargalayan funguslarn birgogunun indirgenmis oksijen tiirlerinden biri olan
H;0,’i olduk¢a fazla miktarlarda salgiladifs go6zlenmistir. Phanerocheate
chrysosporium’un ligninolitik sistemi, organizmanin sekonder metabolik fazimn bir
pargasidir. Lignin pargalayic: sistemler, sadece primer tireme fazindan sonra aktiftir.
. Phanerocheate chrysosporium’un ligninolitik sistemini ¢aligtirmak igin en uygun
yontem diigiik nitrojen igerikli iireme ortamu kullamip, nitrojen agh@ina neden olup
sekonder tiremenin indiiklenmesidir [ 14 ].

Hidroksil radikaller, indirgenmis oksijenin difer formlanindan ¢ok daha
reaktiftir. Bu nedenle aragtirmacilar, “"OH’1n ligninolitik bir katalist olarak rolii olup
olmadiini incelemiglerdir.

Hidrojen peroksit, OH igin potansiyel bir kaynak oldugundan &tiirii Forney
ve arkadaglan, hidrojen peroksitin hidroksil radikali tiretebilecegi ve ligninin
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pargalanmasinda rol oynayabilecegi hipotezini Phanerocheate chrysosporium ile
galismustir [ 14 ].

Kutsuki ve Gold, Phanerocheate chrysosporium ile lignin pargalanmasinda
hidroksil radikalinin rol oynayabilecegini birgok kontrollii deney ile ¢aligmgtir ve
bu galigmalar sonunda fungusun 2- keto- 4- thiometilbiitrik asit (KTBA) ‘den ve
metional ‘dan etilen iirettifini saptamuglardir. Bu galigmalar fungusun hidroksil
radikali tirettiginin ispatidir. Etilen fungus [ ** C ] isaretli lignini CO,” e pargaladig1
sirada tretilmigtir [ 14 ].

Nakatsubo ve arkadaglan singlet oksijenin ligninin biyolojik pargalanmasinda

tamamlayict bir rol oynadiim 6ne strmugtiir. Fakat yapilan galigmalar singlet
oksijenin lignin model bilegiklerinin parcalanmasinda yer almadifim gostermigtir.
Ayni zamanda da, glikoz oksidaz’in H,0,’in iiretiminde ana kaynak oldugu
gosterilmigtir [ 14 ].

1ki 6nemli enzim, glukoz ve glioksal oksidazin , H,0; iiretiminde rol oynadi
diigiiniilmektedir. Bu enzimler beyaz-giiritk¢iil funguslardan izole edilmislerdir Bu
enzimlerin her ikisi de kendileriyle ilgili substratlanim kullanarak, molekiler O, ni
H,0,’e indirgemektedirler. Ayrica bu enzimlerin aktiviteleri de besin simrlamasiyla
indiiklenmektedirler [ 4 ].

Kelly ve Reddy (1986), Phanerocheate chrysosporium’dan bir hiicre igi
enzimi, glukoz-1 oksidaz’1 izole ederek, bu enzim tarafindan tiretilen H,O,’in hiicre
dist ortama difiizlendiini ileri sirmektedirler. Bununla birlikte son zamanlarda, iki
karbonlu aldehitleri, o~ hidroksil karbonil ve a-dikarbonil bilegikleri, H,O, Giretimi
icin substrat olarak kullanan bir hiicre dig1 oksidaz, glioksil oksidaz, kesfedilmigtir
[4]

Bu enzimin hiicre dist ortamda bulunmas: ve substratlanmin lignin yikim
iirinlerinden olmas: oldukea ilgi ¢ekicidir. Glioksal oksidaz, glioksal, formaldehit,
glikoaldehit ve metil glioksal gibi oldukga gesitli substratlan kullanabilmektedir.
Ayrnica, bu enzim i¢in en fazla aktiviteyi metil glioksal ve glioksal saglamaktadir.
Phanerocheate chrysosporium kiiltiiriiniin hiicre dist sivisinda metil glioksal ve
glioksahn bulunmast, fungusun besin simrh ortamlarda bile glukozdan bu enzim i¢in

gerekli olan substratlan tirettigini ortaya gikarmaktadir [ 14 |.
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Kersten ve ark. (1996) glioksal oksidazin, peroksit iretiminin
regiilasyonunda ligninolitik peroksidazlara peroksit saglamada ve kiigik
karbonhidrat molekiillerini okside ederek ¢esitli metabollitlerin iiretiminde
fizyolojik rol oynadigim belirlemiglerdir [ 32 ].

1. 2. 6. Katalaz

Katalaz enzim (E.C. 1.11.1.6), birgok organizmamn superoksit radikal
anyonuna kars: gosterdigi savunmanin bir pargasim temsil eder. Superoksit radikal
anyonu O, karbonhidratlann ve yaglanin metabolik oksidayonu sirasinda meydana
gelen bir yan trindir. Stperoksit dismutaz (SOD) enzimi ise, siiperoksit radikal
anyonuna karg1 gosterilen savunmanin ilk basmaginda rol oynamaktadir. Siiperoksit
dismutaz enzimi, siiperoksit iyonunu hidrojen peroksite gevirir. Ancak H,O0,’de
hiicrelere toksik bir bilegiktir. Katalaz enzimi de bu toksik bilesigi suya ve oksijene
dondstir

SOD

20,+2H" H,0,+0;, (1)

Katalaz
2 H;0, » 2H,0+0; (2)

Yukandaki iki nimarah reaksiyonda hidrojen peroksit hem oksitlenir hem de
indirgenir. 1ki numarali reaksiyonun iki basamakli bir reaksiyon oldugu
digiiniilmektedir. Katalaz bu iki basamakh reaksiyonunun, her iki basamaginda da
gorev almaktadir. ilk basamakta katalaz kompleks I’e oksitlenirken bir molekiil
hidrojen peroksit suya indirgenir. Ikinci basamakta ise, diger hidrojen peroksit
molekiilii oksitlenirken Kompleks I fekrardan katalaza indirgenir. Katalaz enzimi en
iyi pH 7’de fonksiyon gostermektedir ve pH 10’u {izerindeki ortamlarda denatiire
olur ve pH 7°den 3’e diigiiriildiifii zaman katalaz aktivitesi yan yanya diigmektedir.
Katalazin yapist aynntih olarak incelendifi zaman, her organizmada enzimin
yapistmin farkh oldugu goriiliir. Katalazin dordiincil yapisi hemoglobinin dérdiinciil
yapisi ile analogtur. Katalaz tetrameriktir ve her 500 alt birimi ortasinda demirin
bulunduu porfirin halkasim igermektedir. Ancak hemoglobinin kullandigi Fe
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(II)’dir, katalazin kullandig ise Fe(III)’dir. Bu demir oksidasyon-rediiksiyon
¢eviriminde Fe(V)’e oksitlenir. Ancak spektrofotometrik bulgular, Kompleks I'in
daha ¢ok Fe(IV) porfirin katyonuna benzedifini 6ne siirmektedir. Katalaz

enziminin inhibit6rleri asetat, askorbat, etanol, format, metanol ve nitrattir [ 35 ].

1. 2. 7. Lignoselulozik Yikinda Beyaz-Ciiriikgiil Funguslardan

Phanerocheate chrysosporium’un Yeri

Phanerocheate chrysosporium spor yapan, termotolerant bir fungustur ve

lignini tamamiyle pargalayarak CO, ve H;O ‘ya mineralize etmektedir.
Phanerocheate chrysosporium ‘un  ligninolitik sisteminin, bu organizmanmn
sekonder metabolik fazimn bir bilegeni oldugu bilinmektedir. __Phanerocheate
chrysosporium‘un  ligninolitik sistemi diigik nitrbjen icerikli bir besiyeri
hazirlayarak aktif hale getirilmektedir. ~ Nitrojen agh@i bir ¢ok beyaz-giiriikeiil
fungusta sekonder iiremeyi indiiklemektedir | 14 ].

Phanerocheate _chrysosporium  kiiltiirii ikincil metabolizmaya, ortamdaki

karbon ve azot konsantrasyonlan gelisimi-simrlayici diizeye distiigiinde
gegmektedir. Lignin yikiminda optimum azot konsantrasyonu 2-3 mM’dir. Azot
konsantrasyonu 20-30 mM oldugunda fungusun gelisimi mzlamrken, lignin yikim
baskilanmaktadir.

Lignin yikiminda optimum pH degerleri kullamlan fungus tiiriine gore
degismektedir. Beyaz-giirikgiil funguslann pH’a olan duyarhbiklan kiltiir
ortaminda uygun tamponlanin kullaniimasim zorunlu kilmaktadir. Phanerocheate
chrysosporium‘un gelismesi igin optimum pH’ m 4.5, delignifikasyon aktivitesi i¢in
ise optimum pH’ 1n 3.5 oldugunu bildirmiglerdir [ 44 ].

1. 2. 8. Mikroorganizmalarm Ekolojik Gereksinimleri ve Yarn-Kat
Fermentasyon ile Fungal Delignifikasyon

Dogada bulunan yiiz binlerce mikroorganizma tiirii yagamlanm farkh yerlerde
siirdiiriirler. Buna sebep ise her mikroorganizma tiiriiniin kendine 6zgii bir gevresel

istegi olmasidir. Her mikroorganizma yer yiiziinde normal faaliyetlerini siirdirmek
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ve gelecekteki kendi kugaklarimn siireklilifini garanti altina almak igin bityiik bir
dinamizm gosterirler. Mikroorganizmalarin fiziksel istekleri birbirlerine nazaran
olduk¢a farkh durumlar gosterirler. Nitekim bunlardan bir kismu oldukg¢a diigiik
sicakhk derecelerinde ve bir kisrm da 70°C gibi olduk¢a yiiksek bir sicaklik
derecesinde yagamlanm normal olarak siirdiirmektedirler. Sicakhik bakimindan
boyle farkliliklara paralel olarak, bir kismu asit ortamlan bir kismu alkali ortamlan
severler. Bir kistm solunumlan igin oksijene gereksinim gosterirlerken, bir kism

anaerobik oldugundan oksijene gereksinim duymazlar [ 47 ].

1. 2. 8. 1. Nem icerigi

Yan-kat1 fermentasyonda nem igerii onemli bir parametredir. Cok az
miktardaki nem dahi fungal blyimeyi saglayabilmektedir ancak partikiil
igerisindeki bosluklardaki tikanmalar gaz sirkiilasyonunu inhibe eder ve bakteriyal
kontaminasyona yol agcar. Bu nedenle yan-kat1 fermentasyonda kullanilan nem
miktarlann genellikle substratin liflerinin doyma kapasitesinden fazladir. Tahl
saplanmin beyaz-giirikkgiil funguslar tarafindan yikimi igin optimum nemlendirme
orant 1" gram tahil sapimna, 3 gram su seklindedir. Bununla birlikte tirler arasinda
farklihklar go6zlenmektedir. Bu farkhliklar ise 1:1 wve 1:10 arasinda
degisebilmektedir. Fungal metabolizma sirasinda da su olugmaktadir. Bu nedenle
hizh bityityen fungus tiirlerinin fermentasyonu sirasinda nem igeriginin belirgin bir
sekilde arttif1 gozlenmigtir [ 53 ].

1. 2. 8. 2. Sicakhk

Mikroorganizmalann biylimelerine en onemli faktorlerden birisi sicakliktir.
Sicakhk mikroorganizmalann enzimatik faaliyetlerine etki eder. Enzimatik
faaliyetler lizlandiginda biiyiime hizlamir, durdugunda biiyiime durur. Bu nedenle
her mikroorganizma yagamsal faaliyetlerini belirli sicakhik dereceleri arasinda
stirdrebilir [ 47 ].

Delignifikasyonun miktann sicakhin fungusa olan etkisine gore
degismektedir. Beyaz-giiriik¢iil funguslarin gogu igin optimum sicakhk 15°C ile
35°C arasindadir ve mezofiliklerdir. Phanerocheate chrysosporium gibi ¢ok az bir
kismt ise termofiliktir. Bir gok beyaz-giiriikiil fungus tiirinde sicakh@in 22°C’den
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30°C’a gikanimasiyla tahil saplanndaki delignifikasyonun arttiy tespit edilmistir.
Fermentasyon sirasinda delignifikasyon yapan fungusun metabolizmast ve
kontaminasyona neden olan mikroorganizmalar ortamdaki sicaklifin artmasina
neden olur. Bu sicakhk kontrol altina alinmadif: taktirde fermentasyon
maddelerinin sicakhiy artarak fungusu inhibe edebilir yada oldiirebilir. Ancak sub-
merged fermentasyonlarda kullanilan su sogutmah sistemler kati-fermentasyonda
fazla etkili degildir. Kati-fermentasyonda, sirkiile eden hava ismnarak ve
buharlagarak su ile uzaklagmaktadir [ 53 ].

1. 2.8.3. pH

Funguslarin optimum istekleri genellikle pH 5.0 ve 6.0 arasinda degigir. Fakat
dogada 3.5 gibi bir pH degerine hosgorii gosterebilen degisik bir ¢ok fungus tiirleri
bulunmaktadir [ 47 ].

Beyaz-¢iiriik¢iil funguslar, en iyi genellikle 4.0 ile 5.0 arasindaki pH’larda
iremektedirler. Yan-kat1 fermentasyon sirasinda pH’1 etkili bir sekilde kontrol
edebilecek mekanizma heniiz yoktur [ 53 ].

1. 2. 8. 4. Havalandirma

Ligninin pargalanmasi oksidatif bir siiregtir ve beyaz-ciiriikgiil
funguslann tahil sapindaki lignini parcalamasim artan oksijen stimule etmektedir.
Oksijen basinct 100kPa’ dan fazla iken Phanerocheate chrysosporium’ un lignini
pargalamasim stimule etmektedir. 200 veya 300 kPa oksijen basinc ise inhibitor
etkisi yapmaktadir.

Atmosferin oksijence zenginlestirilmesi genellikle ligninin oldugu kadar lignin
yapisinda olmayan bileikleirin yikimim da  stimule etmektedir. Boylece
delignifikasyon artarken segicilik azalmaktadir.

Fermente olacak substrata havamn homojen dagilmasi 6nemlidir. Bunun
saglanmasi ise substratin paketlenme tipine ve fungusun iireme karakterine baghdir
[53]
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1. 2. 8. 5. Partikiil Biiyiikliigii

Kat1 substratlann partikiil buyikligiiniin azaltimasi, partikiillerin yiizey
alanim arttirmaktadir ve boylece hiflerin ve havamin partikiillerin merkezine
penetrasyonunu  kolaylagmaktadir. Aym zamanda da partikiillerin paketlenme
yogunlugu arttif icin, fermentor alabilecegi hacimden daha fazlasim almaktadir.
Ancak gazin, partikiiller igerisindeki  sirkiile edecefi bosluklarin biyiikligii
azalacaktir [ 53 ].

1. 2. 8. 6. Besin ilaveleri

Dogal lignoselulozik maddeler, lignin pargalayan funguslar i¢in gok iyi bir
besiyeri saglamaktadir ve destekleyici nutrientler genellikle gereksizdir. Ancak 6zel
durumlarda nutrient ilavesi fayda saglayabilmektedir [ 53 ].

Lignoselulozik maddeler ozellikle de odun az nitrojen igerir ve bu
substratlardaki azot mikrobiyal tireme igin sinirlayici nutrient olabilir. Ancak beyaz-
ciirikcil funguslann diigiik azothu ortamlarda iremeye iyi adapte oldugu
goriilmektedir. Cam ve ladin odununun Phanerocheate chrysosporium ile

parcalanmas: i¢in optimum karbon ve azot oranlan 160:1 ve 400:1 olarak
belirlenmigtir. Bir ¢ok beyaz-¢iiriikgl fungusun lignini pargalamasi nitrojen ile
baskilanmaktadir. Kati fermentasyon sirasinda eklenen nitrojenin Phanerocheate
chrysosporium iizerindeki inhibitor etkisi tespit edilmigtir. Lignoselulozik
substratlara eklenen nitrojen genellikle ortamdaki karbonhidratlanin kullanmim
hizlandinr. Nitrojen diginda difer baz esansiyel inorganik besin miktarlanmn
odunda az olmasina ramen beyaz-giiriik¢iil funguslarin bu miktarlara iyi adapte
oldugu gorilmektedir. Kavak odununa ilave edilen fosfat, siilfat ve eser
elementlerin Phanerocheate _chrysosporium™un kavak odununu pargalamasim
hizlandirdig: ancak lignin yikimim arttirmadif1 gozlenmigtir [ 53 1.

1. 2. 8. 7. inokiilasyon

Inokulasyon tipinin ve miktanimin biyolojik delignifikasyona etkileri sistematik
olarak heniiz caligilmamugtir. Cok fakli inokulasyon teknikleri mevcuttur: Sivi
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ortamda yetigtirilmis miselyumlarla, agar (izerinden kazima yontemiyle, tahil
taneleri izerinde yetigtirilerek tutuklanmms misellerle, lignoseluloz iizerinde
yetistirilmis prekdltiiler inokiile edilerek gergeklestiritmektedir. Sporlarla da
elverigli inokulasyon saglanmaktadir. Artan inokilasyon miktari, substrat
kolonizasyonu i¢in gerekli zamam kisaltacaktir ve boylece de ortamda yer
alabilecek diger mikroorganizmalanin iremesini engelleyecektir. Phanerocheate
chrysosporium™an 10" sporu, 8 gram steril edilmemis hus agac odununun
inokiilasyonu igin yeterli gelmektedir [ 53 ].

1. 2. 8. 8. Kanstirma

Kat: fermentasyonda kangtirma sayesinde, substrata eklene su, nutrient ve
inokulasyonlannn homojen bir gekilde dagilmasi saglanabilmektedir ve 1simn
uzaklagtinlmas: kolaylagmaktadir. Ancak herhangi bir ¢alkalama yada kangtirma
sistemi ferment6riin mekanik yapisim kompleklestirmekte ve enerji gerksinimi
artarak maliyet artmaktadir. Halbuki funguslann kangtirmasi olmayan yan-kati
fermentasyon sistemlerinde en iyi sekilde geligtigi gorilmektedir. Bu durumda da
bu sistemler en iyi se¢im olarak gozitkmektedir [ 53 ].

Tekstil terbiyesinde kullamilmakta olan selulaz, lakkaz, katalaz ve peroksidaz
enzimlerinin {retiminin aragtwrdifimiz bu ¢algmamizda, Funali trogii ve
Phanerochaete chrysosporium MFE446 beyaz-giirikgil funguslan tanmsal atik

icerikli besiyerinde yari-kati fermentasyon uygulanarak iretilmigtir. Pilot 6lgekte
iiretim igin, degisen pH ve sicakhiklara bagh maksimum enzim aktivitesinin elde
edildigi kogullar belirlenmeye c¢ahgilmugtir. Tanmsal atik igerikli besiyeri
kullamlarak, enzimin maliyetini disiik tutmaya galigirken, bir taraftan da tanmsal
atiklara fazladan bir deger kazandirmak amaglanmgtir.



2. MATERYAL VE METOD

2. 1. Cahsymalarda Kullanilan Mikroorganizmalar ve Kiiltiirlerin Devamhhi
Birer beyaz-giirikk¢lil fungus olan Funaglia trogii ve Phanerochaete
chrysosporium ME 446 kiiltirleri Mersin Universitesi, Cevre Miihendisligi
Bolimiinden temin edilmigtir. Stok kiiltiirlerin devamlihfin saglamak igin her 20
giinde bir yattk Sabouroud Dextrose Agar (SDA) (Oxoid) plaklanna kiiltiirler
transfer edilmigtir. Funguslar inkiibatorde (Sanyo 500 B) 30°C' de, 5 giinlik
inkiibasyon siiresince {iretilmigtir. Uretilen kiiltiirler ¢aligmalaida kullanimak
iizere + 4°C' de buzdolabinda saklanmugtir.

2. 2. Cahgmalarda Kullanilan Lignoselulozik icerikli Besiyerinin Hazirlamis:

Cigit,arpa kingi,soya unu ve kepek olmak ilizere ¢aliymamizda kullanilan
besiyeri 4 farkh lignoselulozik materyalden olugmaktadir. CiZit ve arpa king
degirmende (Coffe Grander) ogitiilerek 0.180 mm parga buyiikliigiinde toz haline
getirilerek kullamlmigtir.

2. 3. Besiyerinin Hazirlanmasi

2. 3. 1. Besiyerinin icerigi

Organizmalann iretiminde yari-kat: iiretim teknigi kullamilmugtir. Yan-kati
besiyeri lignoselulozik materyal igerikli besiyerinin Stok Bazal Ortam olarak
tamimlanan sivi besiyeri ile nemlendirilerek hazirlantlmigtir [ 68 ]. Bu tip
fermentasyonda, substrat partikillerinin {izeri ince bir su tabakasi kaplayacak
sekilde nemlendirilir ancak kangim sivi hale getirecek kadar su konulmaz. Suyun
substrata oram 1:1 ile 10:1 arasinda degisir [ 53 ]. Nemlendirme amaciyla
kullandigimiz Stok Bazal Ortam (SBM) olarak tammlanan besiyeri hem prekiiltiir
olarak, hemde nemlendirme amaciyla kullamlmugtir. Besiyerinin igerifi Cizelge
2.1'de verilmigtir.
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Cizelge 2. 1. Stok Basal Ortam (SBM)'m Igerigi

Kullanilan Madde (g/L)

CaCl, 0.01
[NHHLPO, 0.03

MgS0, 0.05

Cizelge 2. 2. Kat1 Besiyerinin I¢erigi

Kullanilan Maddenin Ad} Kullamlan Maddenin Miktar (g/L)
Arpa king 160.0
Soya unu 160.0
Cigit 160.0
Kepek 880.0

2, 3. 2. Besiyerlerinin Sterilizasyonu

Hazirlanan Stok bazal-mineral besiyeri (120 ° C'de, 1.2 atm basing,15
dakika) ve kat1 besiyeri (120 °C'de, 1.1-1.2 atm basing, 60 dakika) otoklavda steril
edilmigtir.

2, 3. 3. Besiyerine Fungus Ekimi

Cahgmalarda kullanilan fungus tiirleri, 3mm kahnhindaki kat: agarl: besiyeri
iceren petri kaplannda tim yiizeyi ortecek sekilde iretilmis stok kultlirlerden,
Formey ve Reddy'in o6nerdikleri sivi besiyerinde baz degisiklikler yapilarak
hazirlanan Stok bazal mineral besiyerine, 5 mL misel siispansiyonu ile ekim
yapilarak hazirlanmigtir. Erlenlerdeki (100 mL) 15 mL stok bazal besiyerine ekim
~ yapihp 5 giin siire ile 35°C'de etiivide (Sanyo 500B) 6n inkiibasyon yapilmustir.
Inkiibasyondan sonra, besiyeri ve kiiltiir kangmm lignosellulozik kaynaklan ihtiva
eden kat1 besiyerine 15mlL. / 14.5 g olacak sekilde ekim yapilmgtir.
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2. 3. 4. Ortam Sicakhg
Kiiltiirler, statik olarak, 37 ve 35°C olmak iizere iki farkh sicaklikta, % 65
bagil nemde 10 giin siire ile etiivde inkiibe edilmigtir.

2. 3. S, Ortammn pH's1
Ortamin pH' s1 4.0, 5.0 ve 6.0 olarak kullamlmugtir: pH ayarlamasi, 0.1 M
potasyum fosfat tamponuyla yapilmgtir.

2. 3. 6. inkiibasyon Siiresi

pH’ s1 40, 5.0 ve 6.0’a ayarlanan Funalia trogii ve Phanerochaete
chrysosporium ME 446 kiiltirleri 35 ve 37°C’ de 10 giin siire ile inkiibe edilmigtir.
Inkiibasyonun 5. ve 10. giinlerinde 6rnek alinmistr.

2. 4. Kiiltiirlerde Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii i¢in Yapilan Hazirhiklar

Inkiibasyon sonunda petrilerde iiretilmis besiyerlerinin kapag agilarak
40°C'de etiivde 24 saat bekletilerek besiyerinin nemini kaybederek kurutlmasi
saglanmugtir. Petri kabindaki bilesenler 30 saniye siiresince degirmende (Coffe
Grander) 6gitilerek toz haline getirilmigtir [ 29 ]

2. 5. Kiiltiirlerde Enzim Aktivitelerinin Ol¢iimii

Kiltirlerde enzim aktivitelerinin sonucu aym deneyin ii¢ tekrannmn
Aritmetik ortalamasi ortalamasi alinarak verilmistir.

Selulaz enzim aktivitesi birim Filter Paper Unit (FPU) enzim aktivitesi
olarak ifade edilmigtir. Birim FPU aktivitesi 1g kat:1 6rnekten elde edilen enzimin 1
saatte olusturdugu seker miktari (1 mol) olarak tanimlanmmgtir.

Bagl lakkaz ve peroksidaz enzim aktiviteleri Colorimetrik Unit (CU)
olarak ifade edilmigtir. Bir Colorimetrik Unit, inkiibasyon kangimmm optik
yogunlugunda 0.1 birim artiga neden olan enzim aktivitesi olarak tammlanmugtir.

Katalaz enzim aktivitesi International Unit (TU) olarak ifade edilmigtir. Bir
unit enzim aktivitesi, pH 7.0'de, 25°C’de, 1 mikromol H0,'in par¢alanmasim
katalizleyen enzim miktan olarak ifade edilmistir
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2. 5. 1. Kiiltiirlerde Selulolitik Aktivitenin Olgiilmesi

Sellulolitik enzimlerin 6l¢iimii i¢in kat1 kiiltiirden 0.1g almarak 5 mL Na-
asetat tamponu ilave edilerek santrifiijlenmis ve supernatandan alinan 1 ml enzim
O6megi ile hazirlanan reaksiyon karigimm eger ¢ok yogun bir renk olugturuyorsa,
gerekli oranlarda sulandinlmgtir.

Selulaz igin substrat olarak kullamlan Whatman No.1 filtre kagid ile inkiibe
edilir [ 51 ]. Selulaz aktivitesi, olusan indirgen seker miktarinin Dinitrosalisilik asit
yontemiyle 6lgiilmesiyle saptanmugtir [ 40 ].

Dinitrosalisilik asit yonteminde, 0.5 mL 6rnek {izerinde 1.5mL DNS reaktifi
(g/100 mL olarak; 1.0 dinitrosalisilik asit (Sigma), 0.2 fenol, 0.05 sodyum siilfit,
1.0 sodyum hidroksit, 20.0 sodyum-potasyum tartarat) eklenerek 10 dakika kaynar
su banyosunda bekletilmis ve 5-10 dakika oda sicakhifinda sogutulan 6rneklerde
olusan renk 550 nm dalga boyuna ayarlanmug spektrofotometrede tampon ile
hazirlanmmg kontrole karsilik optikyogunluk (OD) olarak olgiilmiistiir. Elde edilen

-optik yogunluklann indirgen seker miktarimn glukoz esdegerleri, glikoz ile ¢izilmis
standart egriden hesaplanmugtir.

2. 5. 2. Kiiltiirlerde Fenoloksidaz Aktivitelerinin Ol¢iimii

2.5. 2. 1. Kiiltiirlerde Lakkaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Lakkaz (02:p-difenol oksido- rediiktaz, EC.1.10.32) aktivitesinin
Ol¢timiinde; Guaikol (Sigma) substrat olarak kullamlmig ve bunun oksidasyonu
sonucu ortaya ¢ikan kinonlara bagh olarak olugan rengin 465 nm. dalga boyuna
ayarlanmug spektrofotometrede (Shimadzu 160A) 6l¢iimii ile bagil lakkaz aktivitesi
hesaplanmugtir, Lakkaz aktivitesi Olglimiinde reaksiyon kangimi Sodyum-fosfat
tamponu (0.1M, pH 6.0) ile 5 mL' sinde 10 mikro mol guaikol bulunacak gekilde
hazirlanmig ve bunu igin 0.1 mL enzim kaynag: iizerine 4.9 mL guaikol ¢6zeltisi
eklenerek kangim 30°C'de 60 dakika inkiibe edilmigtir [ 25 ].
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2. 5. 2. 2, Kiiltiirlerde Peroksidaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Peroksidaz (verici H,O,: oksido rediiktaz, E.C. 1.11.1.7) aktivitesi, lakkaz
aktivitesi tayininde kullamilan yontem ile olgilmiistiir. Ancak bu yontemden farkh
olarak reaksiyon kangim 1.5 mikrolitre H,O, igerecek sekilde hazirlanmigtir. Bagil
peroksidaz aktivitesi, inkiibasyon kanigimimn optik yogunlugunda 0.1 birim artisa
neden olan enzim aktivitesi olarak tanimlanmugtir [ 25 ]

2. 5. 3. Kiiltiirlerde Katalaz Aktivitesinin Ol¢iimii

2. 5. 3. 1. Kiiltiirlerde Katalaz Aktivitesinin Hans Liick Yontemi ile Ol¢iimii

Katalaz (EC.1.11.1.6) aktivitesi oOl¢limiinde Hans Liick (1963)iin
yonteminde bazi modifikasyonlar yaparak 6l¢iilmigtiir. 0.1M K-fosfat tamponunun
(pH 7.0) 1mL'sine 1.6 mL H;O, (%35 w/v) ilave edilerek A ¢ozeltisi hazirlanmgtir,
Cozeltiden 2.4 mL substrat alinarak, 0.6 mlL enzim kayna$ eklenilerek oda
sicakhifinda 240 nm'de 2 dakika siiresince optik yogunluktaki azalig izlenilmigtir
[37]

2. 5. 3. 2. Kiiltiirlerde Katalaz Aktivitesinin Titremetrik Yontem ile Olciimii

Istanbul’da OR-BA Biyokimya Sanayii A.$’nin yardimlan ile yaptigimiz
enzimlerin yan-omiir tespiti ¢ahgmalarinda 0.02 M K-fosfat tamponu (pH 7.0)
icinde 0.05 M’k H,0, ¢ozeltisi hazirlanmigtir. K-fosfat tamponundan 10 mL
alinarak; 2 mL, H,0, iceren ¢ozeltiden ilave edilen kangim ile 0.5 mL enzim
kayna@ 50°C°de 20 dak. Inkiibasyona birakilmigtir. Enzimin aktivitesi 6N’lik
H,S0, ile durdurulduktan sonra 0.005 M KMnO, ile titre edilmigtir.

2. 5. 4. Toplam Protein Miktarmin Ol¢iimii

Yan-kat1 besiyerindeki tplam protein miktan modifiye Lowry metodu ile
saptanmgtir [ 28 ].

0.9 mL A ¢ozeltisi (0.2 % (w/v) potasyum sodyum tartarat ve %10 (w/v)
Na,CO; ¢ozeltisi) 1 mL seyreltilmis 6rnege ilave edilmistir. Tiipleri 50°C 10 dakika
su banyosunda bekletilmistir ve oda sicakhfinda sogutulduktan sonra 0.1 mL B
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¢ozeltisi ( %2 (w/v) potasyum sodyum tartarat, % 1 (w/v) Cu.SO,. SH,O ve % 0.4
(w/v) NaOH) ilave edilmistir. Cozeltiler 10 dakika oda sicakliinda birakilmigtir ve
daha sonra 3 mL. C reagent (1:15 sulandinlmis Folin-Ciocalteu) ilave edilerek
1saniye kangtinhp, 50°C’de 10 dakika su banyosunda bekletilmigtir. Tiipler oda
sicakliinda sogutulduktan sonra 650nm’de absorbanslar okunmugtur.

Bovine serum albumin standart olarak kullamlmustur. .

2. 6. Orneklerin Amino Asit igeriklerinin Belirlenmesi

10 mg érgek tartilarak ve hidroliz tiiplerine konularak, 1 mL 6 N HCl
eklenilerek tﬁpleri;l agz eritilip kapatilmugtir. Daha sonraki 6rnekler 110° C’de 24
saat hidrolizlenerek acilan tiplerdeki orneklerde bulunan ¢oziinmeyen bilesenler
santrifiijlenerek uzaklagtinlmugtir. Daha sonra rotary evaporatorde 40°C’de HCI
tamamen uzaklagtinlmugtir. Uzerine o6mek seyreltme tamponundan 1 mL
eklenilerek analize hazir hale getirilmigtir.

Ornek miktan yogun geldiginden dolayr tiim 6n islemden gegen 6rnekler
gerekli oranlarda seyreltilerek amino asit analyser’a ( EUROPA G105 SED
SHIMADZU) verilerek sonuglar okunmugtur.

Cihaz analizleri 20 pl. 6mek igerisinde yapimstir. Sonuglar pg cinsinden
bulunmustur.
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2. 7. YARI-KATI KULTUR PROSESININ AKIM SEMASI

Saf laboratuvar kiiltiirii

v
1. SBM besiyerine ekim yapihr

v

2. SBM besiyerinde iiretilen kiiltiir ve besiyeri ile kariginm kat: besiyerine aktarilir.

3. 37° ve 35°C’de 10 giin inkiibe edilir.

v
4. 40°C’de kurutma yapihr

v

5. Besiyeri ve kiiltiir kangim 6gtilir.

v

6. Uygun sulandirmalar yapilir.

7. Enzim analizi yapilir.



3. BULGULAR

3. 1. Yan-katr Fermentasyonla Uretilen Phanerochaete chrysosporium ME446
ve Funalia trogii Funguslarimin Enzimatik Aktiviteleri

Yan-kat1 fermentasyon ortaminda sicakhifin ve pH’nin bahsedilen beyaz-
giriik¢iil funguslarin enzimatik aktiviteleri tizerine etkileri belirlenmeye gahgilmistir.

3. 1. 1. Yarr-kati Fermentasyonla Uretilen Phanerochaete chrysosporium

MF446 ve Funalia trogii Funguslarmin Selulaz Aktivitesi -
35°C ve 37°C olmak tizere iki farkh sicakhk ve 4.0, 5.0 ve 6.0 olmak iizere
i¢ farkli pH uygulanarak caligilan yani-kati fermentasyon teknifi ile tiretilen

Phanerochaete chrysosporium MFE446 ve Funalia trogii funguslarinin hiicre digina
salgiladify selulaz enziminin 5. ve 10. giinlerdeki aktiviteleri filter paper yontemi ile

tespit edilmis ve sonuglar Cizelge 3.1.’de verilmigtir.

Phanerochaete chrysosporium ME 446 fungusunun daha énce Boliim 2. 3.
1’de anlatilan yontemlere gére hazirlanan ve kiiltiir ortamina agilanmasindan sonra,
aragtinilan selulaz enzim aktivitesi pH=6.0 ve sicaklifin 37°C oldugu ortamda,
inkiibasyonun 10. Giiniinde 507 FPU’lik bir aktivite ile maksimum olarak tespit
edilmigtir. Bununla birlikte aym fungusun pH’s1 5.0 olan besiyerine agilanarak
uiretildigi yan-kati fermentasyon ortaminda 35°C’de 10.giindeki selulaz aktivitesi
497 FPU olarak maksimum aktiviteye oldukg¢a yakin bir deger vermisgtir.

Cahgmalarda kullamlan diger beyaz-giiriikgiil fungus Funalia trogii’nin
maksimum selulaz aktivitesinin de pH=6.0 ve 37°C’de 10 ginliik inkiibasyon
periyodu sonunda 745 FPU olarak elde edilmigtir. Ancak aym ﬁméusun pH’s1 4.0
olan besiyerine agilanarak dretildigi yan-kati fermentasyonda ortam sicaklig
35°C’da tutuldufu zaman, ¢aligmanin 5. giiniinde de yine 611 FPU olmak iizere
maksimuma yakin bir enzim aktivitesi elde edilmigtir.
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Cizelge 3.1. Phanerochaete chrysosporium ME446 ve Funalia trogii’nin Giinlere

Bagh Selulaz Aktivitesi.
Fungs Sicaklik | pH | Gin | Selulaz Aktivitesi (FPU)

40 5 212

10 358

35 5.0 5 334

10 497

6.0 5 474

Phanerochaete chrysosporium 10 425
40 5 474

10 52

37 50 5 321
10 - 196

6.0 5 165

10 507

40 5 611

10 280

35 5.0 5 572

10 690

6.0 5 390

Funalia trogii ' 10 200
40 5 294

10 320

37 50 5 90

10 427

6.0 5 457

10 745
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3. 1. 2. Yan-kati Fermentasyonla Uretilen Phanerochaete chrysosporium

MEFEA446 ve Funalia trogii Funguslarimin Katalaz Aktivitesi

35°C ve 37°C olmak iizere iki farkh sicaklik ve 4.0, 5.0 ve 6.0 olmak tizere
ii¢ farkh pH uygulanarak caligilan yan-kati fermentasyon teknigi ile iiretilen

Phanerochaete chrysosporium ME446 ve Funalia trogii funguslannin hiicre igi
katalaz enziminin 5. ve 10. giinlerdeki aktiviteleri tespit edilmig ve sonuglar Cizelge

3.2.”de verilmigtir.

Cizelge 3. 2. Phanerochaete chrysosporium MFE446 ve Funalia trogii’nin Giinlere

Bagli Katalaz Aktivitesi.
Fungus Sicakhik | pH Giin Katalaz Aktivitesi (TU)

4.0 5 480
10 2835
35 5.0 5 1065

10 135
6.0 5 6240

Phanerochaete chrysosporium 10 60
40 5 2865

10 820

37 5.0 5 115

10 595

6.0 5 485

10 440
4.0 5 8410
10 1770
35 5.0 5 9320
10 8220
6.0 5 8440

Funalia trogii 10 125
40 5 135

10 135

37 5.0 5 240

10 885

6.0 5 975

10 510
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Phanerochaete chrysosporium MFE446  fungusu agilanarak yapilan
caligmalarda en yiiksek katalaz aktivitesi pH= 6.0 ve 35°C "deki ortamda 5 giinliik
inkiibasyon periyodu sonunda elde edilmistir. Bu kosullarda elde edilen katalaz
enziminin aktivitesi 6240 IU, spesifik aktivitesi 128 TU/mg olarak tespit edilmigtir.

Calismalarda kullandan diBer beyaz-giiriik¢til fungus Funalia trogii’nin
maksimum katalaz aktivitesinin de pH=5.0 ve 35°C’de 5 gunliik inkiibasyon
periyodu sonunda 9320 IU, spesifik aktivitesi 328 IU/mg olarak elde edilmistir.

Ancak aym fungusun aynu fermentasyon sartlan altindaki inkiibasyon peryodunun
10. giinlinde de 8220 IU enzim aktivitesiyle maksimuma yakin bir aktivite
gozlenmigtir.

3. 1. 3. Phanerochaete chrysosporium MFE446 ve Funalia trogii’ nin
Fenoloksidaz Aktivitesi

Phanerochaete chrysosporium ME446 ile yiirtitiilen ¢aligmalann hig birinde
lakkaz ve peroksidaz enzim aktivitelerine rastlamlamamigtir. Enzim aktivitesi

gozlenilen deneylerde dahi degerler sifira yakin oldugu i¢in dikkate alinmamgtir.

3. 1. 3. 1 Funalia trogii’nin Peroksidaz Aktivitesi

35°C ve 37°C olmak iizere iki farkh sicakhk ve 4.0, 5.0 ve 6.0 olmak iizere
ti¢ farkli pH uygulanarak caligilan yan-kati fermentasyon teknigi ile wretilen
Funadlia trogii’nin hiicre digina salgiladify peroksidaz enziminin 5. ve 10.
giinlerdeki aktiviteleri tespit edilmis ve sonuglar Cizelge 3.3.°de verilmigtir.
Caligmalarda kullanllan_Funalia trogii’nin maksimum peroksidaz aktivitesinin
pH=5.0 ve 35°C’de 10 giinliik inkiibasyon periyodu sonunda 4.27 CU olarak elde

filmistir.

3. 1. 3. 2. Funalia trogii’nin Lakkaz Aktivitesi

35°C ve 37°C olmak iizere iki farkh sicaklik ve 4.0, 5.0 ve 6.0 olmak iizere
ii¢ farkh pH uygulanarak caligilan yan-kati fermentasyon teknifi ile dretilen
Funalia trogii’nin hiicre digina salgiladig lakkaz enziminin 5. ve 10. giinlerdeki
aktiviteleri tespit edilmig ve sonuglar Cizelge 3.4.’de verilmistir. Funalia trogii’nin
maksimum lakkaz aktivitesinin de pH=5.0 ve 35°C’de 10 giinliik inkiibasyon
periyodu sonunda 3.37 CU olarak elde edilmistir.
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Cizelge 3. 3. Funalia trogii’nin Giinlere Bagh Peroksidaz Enzim Aktivitesi.

Fungus Sicaklik | pH Giin Peroksidaz Aktivitesi (CU)
40 5 2.63
10 341
35 5.0 5 3.33
10 427
6.0 5 0.63
Funalia trogii 10 0.21
40 5 6.28
10 0.09
37 50 5 0.27
10 0.27
6.0 5 0.35
10 0.47

Cizelge 3.4. Funalia trogii’ nin Giinlere Bagh Lakkaz Enzim Aktivitesi.

Fungus Sicaklik Giin Lakkaz Aktivitest (CU)
4.0 5 234
10 2.81
35 50 5 3.34
10 3.37
6.0 5 0.60
Funalia trogii 10 0.23
4.0 5 0.12
10 0.00
37 50 5 0.42
10 0.15
6.0 5 0.52
10 0.39
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3. 2. Yan-kati Fermentasyonla Uretilen Funalia trogii’nin Inkiibasyon
Sicakhgr 35°C iken Degisen pH Degerlerine Bagh Olarak Selulaz, Katalaz,
Lakkaz ve Peroksidaz Enzimlerinin Aktiviteleri

3. 2. 1. pH Degerlerine Bagh Selulaz Aktivitesindeki Degisim

pH 40, 50 ve 6.0 olmak tzere u¢ farkh pH uygulanarak ¢aligilan
fermentasyonda ortam sicakli@ 35°C’ye ayarlandifn zamanki selulaz enzim
aktivitelerinin kargilagtinilmas: Sekil 3.1-4’de gériilmektedir.

Funalia trogii ile 35°C’de yapilan caliymalarda, 5. giinde elde edilen
sonuglar pH=4.0‘de 611, pH=5.0’de 572 ve pH=6.0’da 390 FPU seklindedir.
Inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar ise; pH=4.0‘de 280, pH=5.0’de
690 ve pH=6.0"da 200 FPU olarak bulunmustur.

—o—pH=4.0
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Sekil 3. 1. Funalia trogii’nin 35°C Inkiibasyon Sicakh@inda Farkh pH
Degerlerindeki Giinlere Bagh Olarak Selulaz Aktivitesi

T-C_ T -
e EKOGRETjY,
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3. 2. 2. pH Degerlerine Bagh Katalaz Aktivitesindeki Degisim

Sekil 3. 2.’de gorildugn izere Funalia trogii ile 35°C’de yapilan
calismalarda, 5. giinde elde edilen sonuglar pH=4.0°de 8410, pH=5.0"de 9320 ve
pH=6.0"da 8440 TU seklindedir. Inkitbasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar
ise; pH=4.0‘de 1770, pH=5.0"de 8220 ve pH=6.0’da 125 IU olarak bulunmustur.

i[—o—pH=4.0
| ——pH=5.0
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Sekil 3. 2. Funalia trogiimin 35°C Inkiibasyon Sicakliginda Farkh pH
Degerlerindeki Giinlere Bagh Olarak Katalaz Aktivitesi
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3. 2. 3. pH Degerlerine Bagh Peroksidaz Aktivitesindeki Degisim

Funalia trogii ile 35°C’de yapilan ¢aligmalarda, 5. giinde elde edilen
sonuglar pH=4.0‘de 2.63, pH=5.0"de 3.33 ve pH=6da 0.63 CU peroksidaz
aktivitesi seklindedir. Inkiibasyonun 10. giininde elde edilen sonuglar ise;
pH=4.0‘de 3.41, pH=5.0’de 4.27 ve pH=6.0’da 0.21 CU olarak bulunmustur.
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Sekil 3. 3. Funalia trogii’nin 35°C Inkiibasyon Sicakliginda Farkii pH
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3. 2. 4. pH Degerlerine Bagh Lakkaz Aktivitesindeki Degisim

Funalia trogii ile 35°C’de yapilan galigmalarda, 5. giinde elde edilen
lakkaz aktivitesi sonuglan pH=4.0°de 2.34, pH=5.0"de 3.34 ve pH=6.0’da 0.60
CU seklindedir. inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sohug:lar ise; pH=4.0 “de
2.81, pH=5.0"de 3.37 ve pH=6.0"da 0.23 CU olarak bulunmustur.
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3. 3. Yan-kat Fermentasyonla Uretilen Funalia trogii’nin inkiibasyon
Sicakhig: 37°C iken Degisen pH Degerlerine Bagh Olarak Selulaz, Katalaz,
Lakkaz ve Peroksidaz Enzimlerinin Aktivitesi

3. 3. 1. pH Degerlerine Bagh Selulaz Aktivitesindeki Degisim

Inkibasyon sicakligs 37°C olarak segilen ¢aligmalarda ise, 5 giinliik peryod
sonucunda pH=4‘de 294, pH=5’de 90 ve pH=6’da 457 FPU selulaz aktivitesi
sonuclanna ulagilmigtir. Inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar ise;
pH=4.0" de 320, pH=5.0"de 427 ve pH=6.0"da 745 FPU seklindedir.

—e—pH=40
—a—pH=5.0
—A—pH=6.0
§ 800 +
o 7001
% 600+
[72]
E 500 +
400 +
<
< 300 |
d 200}
3 1004
% 0 : 5
0 5 10
ZAMAN (GUN)

Sekil 3. 5. Funalia trogii’nin 37°C Inkiibasyon Sicakhfinda Farkh pH
Degerlerindeki Giinlere Bagh Olarak Selulaz Aktivitesi
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3. 3. 2. pH Degerlerine Bagh Katalaz Aktivitesindeki Degisim

Inkiibasyon sicaklis 37°C olarak segilen galigmalarda ise, 5 giinliik peryod
sonucunda pH=4‘de 135, pH=5’de 240 ve pH=6’da 995 IU sonugclarina
ulagilmugtir. Inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar ise, pH=4.0de 135,
pH=5.0"de 885 ve pH=6.0"da 510 IU seklindedir.
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Sekil 3. 6. Funalia trogii’nin 37°C Inkiibasyon Sicakhifinda Farkh pH
Degerlerindeki Giinlere Bagh Olarak Katalaz Aktivitesi
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3. 3. 3. pH Degerlerine Bagh Peroksidaz Aktivitesindeki Degisim

Inkiibasyonun 5. giiniinde pH=4.0°de 0.27, pH=5.0"de 0.28 ve pH=6.0’da
0.35 CU peroksidaz aktivitesi sonuglarina ulagilmstir. Inkiibasyonun 10. giintinde
elde edilen sonuglar ise; pH=4.0 ‘de 0.09, pH=5.0"de 0.27 ve pH=6.0’da 0.47 CU
seklindedir.
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3. 3. 4. pH Degerlerine Bagh Lakkaz Aktivitesindeki Degisim

Inkiibasyon sicakhif1 37°C olarak segilen galigmalarda ise, 5 giinliik peryod
sonucunda pH=4.0‘de 0.12, pH=5.0’de 0.42 ve pH=6.0’da 0.52 CU lakkaz
aktivitesi sonuglanna ulagitmistir. Inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar
ise; pH=4.0°de enzim aktivitesi saptanamamugtir, pH=5.0’de 0.15 ve pH=6.0’da
0.39 CU seklindedir.
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3. 4. Yan-kat Fermentasyonla Uretilen Phanerochaete chrysosporium MFE446
‘mmn inkiibasyon Sicakh@ 35°C iken Degisen pH Degerlerine Bagh Olarak
Selulaz veKatalaz Enzimlerinin Aktiviteleri

3. 4. 1. pH Degerlerine Bagh Selulaz Aktivitesindeki Degisim

Phanerochaete chrysosporium ME446 ile 35°C’de yapilan ¢aligmalarda, 5.
ginde elde edilen sonuglar pH=4.0‘de 212, pH=5.0’de 334 ve pH=6.0’da 474
FPU seklindedir. Inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar ise; pH=4.0 ‘de
358, pH=5.0’de 497 ve pH=6.0"da 425 FPU olarak bulunmugtur.
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Sekil 3. 9. Phanerochaete chrysosporium ME446° nm 35°C Inkiibasyon
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3. 4. 2. pH Degerlerine Bagh Katalaz Aktivitesindeki Degisim

Phanerochaete chrysosporium ME446 ile 35°C’de yapilan ¢aligmalarda, 5.
giinde elde edilen sonuglar pH=4.0‘de 480, pH=5.0’de 1065 ve pH=6.0’da 6240
IU seklindedir. Inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar ise; pH=4.0‘de
2835, pH=5.0’de 135 ve pH=6.0"da 60 IU olarak bulunmustur.
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Sekil 3. 10. Phanerochaete chrysosporium ME446’nn 35°C  Inkiibasyon
Sicakhginda, Farkh pH Degerlerindeki Giinlere Bagh Olarak Katalaz Aktivitesi
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3. 5. Yari-kat: Fermentasyonla Uretilen Phanerochaete chrysosporium ME446
‘am Inkiibasyon Sicakhf 37°C iken Degisen pH Degerlerine Bagh Olarak

Selulaz veKatalaz Enzimlerinin Aktiviteleri

3. 5. 1. pH Degerlerine Bagh Selulaz Aktivitesindeki Degisim

Inkiibasyon sicakligs 37°C olarak segilen galigmalarda ise, 5 giinliik peryod
sonucunda pH=4.0‘de 474, pH=5.0’de 321 ve pH=6.0’da 165 FPU sonuglarina
ulagilmistir. Inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar ise; pH=4.0 ‘de 52,
pH=5.0"de 196 ve pH=6.0’da 507 FPU seklindedir.
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Sekil 3. 11. Phanerochaete chrysosporium ME446'nn 37°C Inkibasyon
Sicakhginda, Farkh pH Degerlerindeki Giinlere Bagh Olarak Selulaz Aktivitesi
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3. 5. 2. pH Degerlerine Bagh Katalaz Aktivitesindeki Degisim

Inkiibasyon sicakhigs 37°C olarak segilen ¢aligmalarda ise, Phanerochaete
chrysosporium ME446° mn 5 ginlik peryod sonucunda pH=4.0‘de 2865,
pH=5.0’de 115 ve pH=6.0’da 485 IU katalaz aktivitesi sonuglarina ulagilmmgtir.
Inkiibasyonun 10. giiniinde elde edilen sonuglar ise; pH=4.0 ‘de 820, pH=5.0’de
595 ve pH=6.0"da 440 IU seklindedir.
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Sekil 3. 12. Phanerochaete chrysosporium ME446’nn 37°C Inkiibasyon
Sicakliginda, Farkh pH Degerlerindeki Giinlere Bagh Olarak Katalaz Aktivitesi
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3. 6. Yari-kati Fermentasyonla Uretilen Funalia trogii’nin ve Phanerochaete
chrysosporium MFE446'nm  Selulaz, Katalaz, Lakkaz ve Peroksidaz

Enzimlerinin Sentezine Sicakhgin Etkisi
35°C ve 37°C olmak tizere iki farkl sicaklik ve 4.0, 5.0 ve 6.0 olmak tizere
ti¢ farkh pH uygulanarak ¢ahgilan yan-kati fermentasyon ortaminda Phanerochaete

chrysosporium ME446 ve Funalia trogii beyaz-gtirikeil funguslanmn rettikleri
enzimlerin sicakh@a gore degisimi Sekil 3. 13-29°da verilmektedir.

Biyolojik pargalanmaya sicakhigin etkisi ve etki oram fungustan fungusa
degismektedir [ 53 ]. ’

3. 6. 1. Sicakhgin Funalia trogii’nin Enzim Aktiviteleri Uzerine Etkisi

3.6. 1. 1. Sicakh@n Funalia trogii’nin Selulaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ug farkli pH degerinde ¢aligilan fungusun giinlere bagli olarak selulaz enzim
aktivitelerine sicakhfin etkisi Sekil 3. 13’ de (pH=4.0 icin), Sekil 3. 14’ de
(pH=5.0 i¢in), Sekil 3. 15’ da (pH=6.0 i¢in) verilmigtir.

pH=4.0 ve sicakhk 35°C iken inkiibasyonun 5. giiniinde Funalia trogii’nin
selulaz aktivitesi 611 FPU olarak bulunmustur. Aym zaman peryodunda 37°C’de
selulaz aktivitesi 294 FPU’e digmiigtiir. Inkiibasyonun 10. giiniinde ise 35°C’de
enzim aktivitesi 280 FPU olarak tespit edilmigken, Sekil 3.13’de belirtildiZi Gizere
37°C’de ise 320 FPU’e yiikseldigi goriilmektedir.

Sekil 3.14’de goriildiigi iizere pH=5.0"de, 35°C ve 37°C sicaklikta yapilan
¢aligmalarda 5 giinlitk inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri sirastyla 572 ve 90
FPU olarak bulunmugtur. Aym pH ve sicakhklarda, 10 giinliik inkiibasyon sonunda
selulaz aktiviteleri sirastyla 690 ve 427 FPU olarak tespit edilmigtir.

Funalia trogii ile pH=6.0"da, 35°C ve 37°C yapilan ¢ahgmalarda 5 giinkik
inkiitbasyon sonunda enzim aktiviteleri sirasiyla 390 ve 457 FPU olarak
bulunmugtur. Aym pH ve sicakhklarda, 10 giinliik inkiibasyon sonunda selulaz
aktiviteleri sirastyla 200 ve 745 FPU olarak tespit edilmistir ve Sekil 3.15°da
gosterilmigtir.
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Sekil 3. 15. Funalia frogii’nin Selulaz Aktivitesine Giinlere Bagh Olarak Sicaklifin
Etkisi ( pH=6.0)

3.6. 1. 2. Sicakh@in Funalia trogii’nin Katalaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ug farkh pH degerinde ¢aliglan fungusun giinlere bagh olarak katalaz
enzim aktivitelerine sicakhigm etkisi Sekil 3. 16 de (pH=4.0 icin), Sekil 3. 17’ de
(pH=5.0 igin), Sekil 3. 18’ da (pH=6.0 i¢in) verilmistir.

pH=4.0 ve sicaklik 35°C iken inkiibasyonun 5. giiniinde Funalia trogii’nin
katalaz aktivitesi 8410 IU olarak bulunmustur. Aym zaman peryodunda 37°C’de
katalaz aktivitesi 135 TU’e digmigtiir. Inkiibasyonun 10. giniinde ise 35°C’de
enzim aktivitesi 1770 IU olarak tespit edilmisken, Sekil 3.16’da belirtildigi tizere
37°C’de ise 13510 diistign gorillmektedir. Sekil 3.17°de pH=5.0’de, 35°C ve
37°C sicakhkta yapilan g¢ahsmalarda 5 gunlik inkiibasyon sonunda enzim
aktiviteleri sirasiyla 9320 ve 240 IU olarak bulunmugtur. Aymt pH ve sicakliklarda,
10 giinliik inkiibasyon sonunda katalaz aktiviteleri sirastyla 8220 ve 885 IU olarak
tespit edilmistir. Funalia trogii ile pH=6.0’da, 35°C ve 37°C yapilan galigmalarda 5
giinlik inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri sirasiyla 8440 ve 995 IU olarak
bulunmugstur. Ayt pH ve sicakliklarda, 10 ginliik inkiibasyon sonunda katalaz
aktiviteleri sirasiyla 125 ve 510 IU olarak tespit edilmistir ve Sekil 3.18°de
verilmigtir.
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Sekil 3. 16. Funalia trogii’nin Katalaz Aktivitesine Giinlere Bagh Olarak
Sicakhigin Etkisi ( pH=4.0)
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Sekil 3. 17. Funalia trogii’nin Katalaz Aktivitesine Giinlere Bagh Olarak
Sicakh@n Etkisi ( pH=5.0)
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3.6. 1. 3. Sicakhgn Funalia trogii’nin Peroksidaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ug farkh pH degerinde ¢ahgilan fungusun giinlere bagh olarak peroksidaz
enzim aktivitelerine sicakligin etkisi Sekil 3. 19’ da (pH=4.0 i¢in), Sekil 3. 20’ de
(pH=5.0 i¢in), Sekil 3. 21° de (pH=6.0 i¢in) verilmistir.

pH=4.0 ve sicaklik 35°C iken inkiibasyonun 5. giiniinde Funalia trogii’nin
peroksidaz aktivitesi 2.63 CU olarak bulunmugtur. Aym zaman peryodunda
37°C’de selulaz aktivitesi 0.28 CU’e diigmiistiir. Inkiibasyonun 10. giiniinde ise
35°C°de enzim aktivitesi 3.41 CU olarak tespit edilmigken, 37°C’de ise 0.09 CU’e
dugtugi Sekil 3. 19’ de goriilmektedir. pH=5de, 35°C ve 37°C sicakhikta yapilan
¢aligmalarda 5 giinlik inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri sirasiyla 3.33 ve
0.27 CU olarak bulunmustur. Aym pH ve sicakliklarda, 10 giinlik inkiibasyon
sonunda peroksidaz aktiviteleri sirasiyla 4.27 ve 0.27 CU olarak tespit edilmistir
ve Sekil 3, 20° de verilmigtir. Funalia trogii ile pH=6.0’da, 35°C ve 37°C yapilan
¢aligmalarda 5 giinliik inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri sirasiyla 0.63 ve 0.35
CU olarak bulunmugtur. Aym pH ve sicakliklarda, 10 giinliik inkiibasyon sonunda
peroksidaz aktiviteleri 0.21 ve 0.47 CU olarak tespit edilmigtir.
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Sekil 3. 19. Funalia trogii’nin Peroksidaz Aktivitesine Giinlere Bagh Olarak
Sicakligin Etkisi ( pH=4.0)
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Sekil 3. 21. Funalia trogii’nin Peroksidaz Aktivitesine Giinlere Bagl Olarak
Sicakligin Etkisi ( pH=6.0 )

3.6. 1. 4. Sicakhin Funalia trogii’nin Lakkaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ug farkh pH degerinde ¢ahgilan fungusun giinlere bagh olarak lakkaz enzim
aktivitelerine sicaklifin etkisi Sekil 3. 22’ de (pH=4.0 igin), Sekil 3. 23’ de
(pH=5.0 igin), Sekil 3. 24’ de (pH=6.0 igin) verilmigtir.

pH=4.0 ve sicaklik 35°C iken inkiibasyonun 5. giiniinde Funalia trogii’nin
lakkaz aktivitesi 2.34 CU olarak bulunmugtur. Aym zaman peryodunda 37°C’de
selulaz aktivitesi 0.12 CU’e digmiistiir. inkiibasyonun 10. giiniinde ise 35°C’de
enzim aktivitesi 2.81 CU olarak tespit edilmigken, Sekil 3. 22’ de belirtildigi tizere
37°C’de ise tamamen digtii gorilmektedir. Sekil 3. 23’ de goérildugi tzere
pH=5.0’de, 35°C ve 37°C sicaklikta yapilan galigmalarda 5 giinliik inkiibasyon
sonunda enzim aktiviteleri sirasiyla 3.34 ve 0.42 CU olarak bulunmustur. Aym pH
ve sicakhklarda, 10 giinliik inkiibasyon sonunda lakkaz aktiviteleri sirasiyla 3.37 ve
0.15 CU olarak tespit edilmistir. Funalia trogii ile pH=6.0’da, 35°C ve 37°C
yapilan ¢aligmalarda 5 giinliik inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri Sekil 3. 24’de
goriildiigii gibi sirasiyla 0.60 ve 0.52 CU olarak bulunmugtur. Aym pH ve
sicakliklarda, 10 giinliik inkiibasyon sonunda katalaz aktiviteleri sirastyla 0.23 ve
0.39 CU olarak tespit edilmigtir.
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Sekil 3. 22. Funalia trogii’nin Lakkaz Aktivitesine Giinlere Bagl Olarak Sicakligin
Etkisi ( pH=4.0)
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Sekil 3. 23. Funalia trogii’nin Lakkaz Aktivitesine Giinlere Bagh Olarak Sicakhifin
Etkisi (pH=5.0)



—e—35C
—a—37C

»
o o

LAKKAZ AKTIVITESI (cu)
NN
o O,

:l —
o »
1 ]

l—a\

o
(3}

i

5 10
ZAMAN (GON)

o

Sekil 3. 24. Funalia trogii’nin Lakkaz Aktivitesine Giinlere Bagh Olarak Sicakligin
Etkisi ( pH=6.0)

3. 6. 2. Sicakh@in Phanerochaete chrysosporium MFE446’min Enzim Aktiviteleri
Uzerine Etkisi

3. 6. 2. 1. Sicakh@in Phanerochaete chrysosporium MF446’'mn Selulaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ug farkh pH degerinde galigilan fungusun giinlere bagh olarak selulaz enzim
aktivitelerine sicaklifin etkisi Sekil 3. 25’ de (pH=4.0 igin), Sekil 3. 26’ da
(pH=5.0 i¢gin), Sekil 3. 27° de (pH=6.0 igin) verilmigtir.

Sekil 3. 25°de goriildiigt gibi inkiibasyonun 5. giiniinde pH=4.0’de ve
35°C’de Phanerochaete chrysosporium MFE446'nin selulaz aktivitesi 212 FPU
iken, aym zaman peryodunda ve pH degerinde, 37°C’de selulaz aktivitesi 474

FPU’e yiikselmigtir. Inkiibasyonun 10. giiniinde ise 35°C’de enzim aktivitesi 358
FPU olarak tespit edilmisken, 37°C’de ise 52 FPU’e diistiigii g6zlenmistir.
pH=5.0’de, 35°C ve 37°C sicaklikta yapilan ¢aligmalarda 5 giinlik
inktibasyon sonunda enzim aktiviteleri sirasiyla 334 ve 321 FPU olarak bulundugu
Sekil 3. 26> de gorillmektedir. Aym pH ve sicakliklarda, 10 ginliik inkiibasyon
sonunda selulaz aktiviteleri sirastyla 497 ve196 FPU olarak tespit edilmistir.
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Phanerochaete chrysosporium MFE446 ile pH=6.0’da, 35°C ve 37°C yapilan
galigmalarda 5 gunlik inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri sirasiyla 474 ve 165

FPU olarak bulunmugtur. Aym pH ve sicakliklarda, 10 giinliik inkiibasyon sonunda
selulaz aktiviteleri sirastyla 425 ve 507 FPU olarak Sekil 3. 27’ de verilmigtir.

800 — —e—35C
-m—-37C

700 1

600 +

SELULAZ AKTIVITESI (FPU)

0 —t

0 5 10
ZAMAN (GON)

Sekil 3. 25. Phanerochaete chrysosporium MFE446’nin Selulaz Aktivitesine
Giinlere Bagh Olarak Sicakhigin Etkisi ( pH=4.0)
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Sekil 3. 26. Phanerochaete chrysosporium ME446’'nin Selulaz Aktivitesine
Giinlere Bagh Olarak Sicakhigin Etkisi ( pH=5.0)
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Sekil 3. ‘27. Phanerochaete chrysosporium MFE446’mn Selulaz Aktivitesine
Giinlere Bagh Olarak Sicakhigin Etkisi ( pH=6.0)

3. 6. 2. 2. Sicakh§in Phanerochaete chﬁsomorium ME446’nin  Katalaz
Aktivitesi Uzerine Etkisi

Ug farkli pH degerinde gahsilan fungusun ginlere bagli olarak katalaz
enzim aktivitelerine sicaklifin etkisi Sekil 3. 28°de (pH=4.0 i¢in), Sekil 3. 29’ da
(pH=5.0 igin), Sekil 3. 30’ da (pH=6.0 i¢in) verilmigtir.

Inkiibasyonun 5. giiniinde pH=4.0’de ve 35°C’de inkiibe edilen
Phanerochaete chrysosporium ME446 nin katalaz aktivitesi 480 IU iken, aym
zaman peryodunda ve pH degerinde, 37°C’de katalaz aktivitesi 2865 IU’e
yiikseldigi Sekil 3. 28°de goriilmektedir. Inkiibasyonun 10. -giiniinde ise 35°C’de
enzim aktivitesi 2835 IU olarak tespit edilmisken, 37°C’de ise 820 IU’e diistiigii

gozlenmistir.

pH=5.0de, 35°C ve 37°C sicaklikta Phanerochaete chrysosporium ME446
ile yapilan galigmalarda 5 giinliik inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri sirastyla
1065 ve 115 IU olarak Sekil 3. 29’ da goriilmektedir. Aym pH ve sicakliklarda, 10
giinliik ink{ibasyon sonunda katalaz aktiviteleri sirastyla 135 ve 595 IU olarak
tespit edilmistir. Phanerochaete chrysosporium ME446 ile pH=6.0"da, 35°C ve
37°C yapilan gahgmalarda 5 giinliik inkiibasyon sonunda enzim aktiviteleri sirastyla
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6240 ve 485 IU olarak bulunmugtur. Aym pH ve sicakhklarda, 10 giinlik
inkiibasyon sonunda katalaz aktiviteleri 60 ve 440 IU olarak tespit edilmistir ve
Sekil 3. 30’ da verilmigtir.
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Sekil 3. 28. Phanerochaete chrysosporium MEG644'nin Katalaz Aktivitesine
Giinlere Bagh Olarak Sicakhigin Etkisi ( pH=4.0)
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Sekil 3. 29. Phanerochaete chrysosporium ME446’nn Katalaz Aktivitesine
Giinlere Bagh Olarak Sicakhgin Etkisi ( pH=5.0)
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Sekil 3. 30. Phanerochaete chrysosporium MFE446’mn Katalaz Aktivitesine
Giinlere Baglhi Olarak Sicakhgin Etkisi ( pH=6.0)

3. 7. Yan-kati Fermentasyonla Uretilen Phanerochaete chrysosporium
ME446’mn  Katalaz Aktivitesinin Titremetrik Yéntemle Saptanan

Aktivitesi

OR-BA Biyokimya Sanayii Sirketinin Aragtirma ve Geligtirme
Laboratuvarlaninda  sundugu imkanlarla yaptigimz g¢ahigmada Phanerochaete
chrysosporium ME446 nmn katalaz iiretimi inkiibasyon sicakhigimn 39°C ve pH’nin
5 oldugu kosullardagerceklestitilmistir.Elde edilen enzim 6rnegini Bactosol ve
Lyven adh iki ticari enzimle kargilagtnlmgtir. Enzim Omneg§imizi 1000 kez
seyrelttigimiz takdirde yan-6mrii yakalayabildigimizi saptadik. Bactosol adh ticari

enzimi 1000 kez seyrelttigimiz takdirde yan-6mrii yakalarken, Lyven adh ticari

enzimin, Phanerochaete chrysosporium MFE446’dan elde ettifimiz enzim
orneginden 5 kat daha aktif oldugunu saptand:.
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Cizelge 3. 5. Katalaz Enzim Orneginin Yan-Omri

ENZIiMIN KOR ICIN ENZIMLE ENZiMIN
SEYRELTME HARCANAN MUAMELE UZAKLASTIRDIGI
ORANI (mL) KMnO, MIKTARI EDILDIGINDE | H,0, MIKTARI (mg)

HARCANAN
KMnO, MIKTARI

1/100 13.3 mL 030 mL 5.52mg

1/500 12.7mL 1.60 mL 4.71 mg

1/1000 12.6 mL 5.60 mlL, 297 mg

1/2000 12.9 mL 8.60 mLL 1.82 mg

Cizelge 3. 5. ve 3. 6’da goriilen degerlere bakilarak elde ettigimiz enziminin
aktivitesinin, Bactosol isimli ticari enzime yakin oldufu sdylenebilmektedir. Ancak
Kenzim isimli ticari enzim yakalgtk olarak en az 7 misli fazla aktivite
gostermektedir.

Cizelge 3. 6. Katalaz Enzim Omeklerinin Yan- Omrii

Enzimin Ad1 ENZIMIN KOR iCIN ENZIMLE ENZIMIN
SEYRELTME | HARCANAN MUAMELE | UZAKLASTIRD
ORANI (mL) KMnO, EDIiLDiGINDE 1GI H;0,
MIKTARI HARCANAN | MIKTARI (mg)
KMnO, '
MIKTARI
Bactosol 1/1000 11.8 7.7 1.74 mg
Kenzim 1/7000 25.1 12.4 5.39 mg

T.C.YUESTROCRETIM KUROLY
DOKUMANTASYON MERKEZS
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3. 8. Hans Liick Yonteminde Substrat inhibisyon Deneyi

Hans Liick yontemi kullamrken, enzim Omeklerimizin substrat
inhibisyonuna maruz kalip kalmadifin: saptamak amaciyla, analiz esnasinda normal
Olgim gartlaninda kullandigimiz 60 p L “lik enzim kaynagi yerine 30, 60, 90 ve 120
p L’lik enzim kaynaklan kullanarak spektrofotometrik élgimi gergeklestirdik.
Phanerochaete chrysosporium ME 446 ile (35 ° C ve pH= 5.0) yaptiimiz

caligmamn 5. gininde elde ettigimiz enzim kaynagim kullandifimizda sirasiyla
0.006, 0.065, 0.078 ve 0.122 absorbans azaliglan elde ettik. Bu absorbans azahglan
18, 20, 234 ve 365 IU katalaz aktivitesine karsilik gelmektedir. Kullamilan enzim
kaynag miktarma kargilik optik yogunlukaki azahs Sekil 3. 31° de verilmektedir.

Hiz (Abs/dk)

0 T — T T T 1
0 0,01 0@ 0,03 004 0,05
L. Erdim/A Qéz

Sekil 3. 31. Kullamlan Katalaz Enzimi Kaynagma Kargihik Substrat
Absorbansindaki Azaliy
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3. 9. Kiiltiir ile Besiyerinde Elde Edilen Amino Asitler ve Dagihmlar:

pH’s1 6.0 ve sicaklifi 35° C olan besiyerinde 5 giinliik inkiibasyon sonunda iiretilen
Phanerochaete chrysosporium MFE446’nin ve pH’s1 5.0 ve sicakhgi 35° C olan
besiyerinde 5 giinlitk inkiibasyon sonunda iretilen Funalia trogii’nin amino asit
dagilimi Cizelge 3. 7°de goriilmektedir.

Phanerochaete chrysosporium ME446 ve Funalia trogii beyaz-girikeiil
funguslan ile tanmsal atik igerikli besiyen'niﬁ Cizelge 3. 7.’de gorildidi tizere
amino asit igerifi agisindan zenginlestirildigi gorilmektedir. Funalia trogii ile
yapilan ¢alismada zenginlegtirilmenin daha fazla oldugu gorilmektedir.
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Cizelge 3. 7. Phanerochaete chrysosporium MFE446 ve Funalia trogii’nin Tarimsal
Atik igerikli Besiyeri ile Beraber Igerdikleri Amino Asit Cesitleri ve Miktarlan

AMINO BESIYERI Phanerochaeté Funalia trogii
ASITLER | (mg aa/mg 6rnek) | chrysosporium ME446 | + BESIYERI
+ BESIYERI (mg aa/mg

(mg aa/mg 6meli) ornek)
Aspartik asit 0.006 0.010 0.009
| Tirozin 0.003 0.004 0.004
Serin 0.003 0.007 0.004
Gulutamik asit 0.018 0.013 0.015
Glisin 0.003 0.005 0.004
Alanin 0.003 0.007 0.004
Sistin 0.0008 0.0006 0.0008
Valin 0.003 0.003 0.003
Metyonin 0.0006 0.0009 0.0008
Isolosin 0.002 0.003 0.003
Lasin 0.005 0.005 0.007
Treonin 0.340 0.245 0.200
Fenil-Alanin 0.003 0.003 0.003
Histidin 0.002 0.003 0.003
Lizin 0.003 0.003 0.004
NH, 0.011 0.025 0.017

Prolin _ _ 0.0006
Arjinin 0.007 0.005 0.006
Toplam 0.0850 0.0897 0.0922




4. TARTISMA
Phanerochaete chrysosporpium MFEA446 ve Funalia trogii funguslannin,

lignoselulotik hiicredis1 enzim sistemleri nedeniyle kullanildif bu ¢aligmada, yan-
kat1 fermentasyon teknigi kullamlarak endiistriyel degeri olan katalaz, selulaz,
peroksidaz ve lakkaz enzimlerinin iretimi aragtinlmgtir. Besiyeri olarak kullamlan
lignoseluloz igerikli tarimsal atiklann da enzim iiretiminde kullanilarak ise ticari
meta olarak degerlendirilmesi saglanmmgtir. Caligmalarda kullanilan besiyerleri daha
once Boliim 2. 3. 1°de belirtildigi uzere lignoseluloz igerikli tanmsal artiklar ile
hazirlanmigtir. Besiyerinin igerigini olugturan ¢igit, arpa kingi, kaba kepek ve soya
unu beyaz-giiritkgiil funguslann yagamum sirdiirebilmeleri igin gerekli olan
karbonhidratlan ve proteinleri saglarken, nemlendirme amaciyla Stok Basal
Besiyeri kullanilmigtir. SBM’nin igerigini olusturan maddeler ise funguslann
canhilgim koruyabilmesi i¢in gerekli mineralleri saglamigtir.

35°C ve 37°C olmak iizere iki farkh sicaklik ve 4.0, 5.0 ve 6.0 olmak tizere
¢ farkh pH uygulanarak ¢ahgilan yan-kat1 fermentasyon ile tekstil sanayiinde son
yillarda yaygin olarak kullamlan enzimlerin laboratuvar olgeginde iretimi ve pilot
6lgekte uretim igin gerekli optimum ortam kosullan saptanmaya ¢aligilmugtir. Diger
pH degerlerinin denenmemesinin nedeni galiglacak olan enzimlerin bu pH simrlan
iginde gahigtiklannin bilinmesindendir [ 66, 44 ]. Kullanmg oldugumuz 4.0 ve 5.0
olan pH degerlerinde beyaz-guriik¢iil funguslann iyi treme gosterdikleri Reid
(1989)°da tarafindan daha once rapor edilmigtir [ 53 ]. Oner, (1986)’da ise
funguslarin genellikle asidik ortamlarn sevdigini ve optimum isteklerinin pH 5.0 ve
6.0 arasinda degistigini rapor etmigtir [ 47 ]. Bizim ¢aliymamizda kullanmak iizere
sectigimiz pH degerleri Reid (1989) ve Oner (1986) ile uyum icerisindedir.

Faison ve Kirk (1984), Unyayar ve ark. (1990), Phanerochaete
chrysosporium ME446 ile yaptiklan galigmada inkitbasyon sicakhii 39°C’e olarak
segerlerken, Kay-Shoemake ve Watwood (1996) ve Habu ve ark. (1997) aym
fungus ile yaptiklan caligmada, bizim ¢ahgmamizda oldugu gibi inkiibasyon
sicaklifim 37°C olarak belirlemiglerdir, Sik ve Unyayar (1998)’de, Phanerochaete
chrysosporium ME446 ve Funalia trogii beyaz curikcil funguslan ile lignin
yikimina bagli olarak lignoseluloz pargalama aktivitelerini yan-kat1 fermentasyon
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teknigini kullanarak ile aragtirdiklan ¢ahgmada inkiibasyon sicaklifim 30° C olarak
almuglardir [ 19, 67, 31, 26, 63 ].

Reid, (1989)°da biyolojik pargalanmaya sicakhiimn etkisi ve etki oraminin
fungustan fungusa degistigini rapor etmistir. Beyaz-giiriikgiil funguslarin ¢ogu igin
optimum sicaklik 15 ve 35°C arasinda oldugu rapor edilirken sadece ¢ok az bir
kisminin termofilik oldugu ve Phanerochaete chrysosporium ME446 ‘mn da
termofilik gruba dahil oldugu rapor edimistir [ 53 ].

Sik ve Unyayar'in (1998)’deki ¢aligmasinda substrat olarak pamuk sap:
kullanilmig ve 30° C inkiibasyon sicakhginda Phanerochaete chrysosporium
ME446 “un maksimum selulaz aktivitesi 12. giinde, besiyerine glukoz ilave edildigi
takdirde 11.5 FPU olarak elde edilmigtir, glukoz igermeyen ortamda ise 4. giinde
5.6 FPU olarak tespit edilmigtir. Bizim g¢ahgmamizda kullandigimiz besiyerinin
igerifi enzim iiretimi agisindan ¢ok daha avantajli g6zikmektedir. Kullandigimiz

besiyeri ile elde ettigimiz maksimum selulaz aktivitesi Cizelge 3.1. ‘de goriildigi
tizere, 37° C, pH 6.0’da 10. giinde 745 FPU olarak saptanmigtir. Phanerochaete
chrysosporium MFE446 termofilik funguslar grubuna dahil oldugu igin selulaz
enzim aktivitesinin tizerinde sicakliinda etkisi olabilecegini séyleyebiliriz.

Phanerochaete chrysosporium ME 446  fungusu agilanarak yapilan
¢ahsmada en yiiksek selulaz aktivitesi pH= 6.0 ve 37°C ’deki ortamda 10. giinliik
inkiibasyon periyodu sonunda 507 FPU olarak tespit edilmistir. Ancak aym
inkiibasyon sicakhfinda pH=4.0 iken 474 FPU enzim aktivitesi elde edilmistir, bu
aktivite Phanerochaete chrysosporium ME 446 ile elde edilen maksimum enzim
aktivitesine oldukga yakindir. pH=6.0’da, 35°C’de 5. giinde 474 FPU’lik aym
aktivite saglanabildifinden otiirii selulaz enzimi iretimi icin Phanerochaete
chrysosporium ME 446’nin kullanilmas: durumunda pH’nin 6.0 ve sicakligin 35°C
oldugu kosullarda tretimi segilmelidir giinkii sicaklik ve zaman agisindan avantaj
saglamaktadir.

Persson ve ark. (1991)’de, yani-kati fermentasyon ile degisik funguslarin
kullamldig1 selulolitik enzim iiretiminde lignoselulozik maddeler substrat olarak
kullamidis takdirde adsorbsiyon olasiifi nedeniyle tespit edilen enzim
ahiﬁteleﬁﬂn ashnda varolan enzim aktivitesinden daha az olacafina dikkat
cekmigtir. Aynica Natick Labaratuvarlannda, Mass, USA yapilan deneylerde
ferment6r kullamldifs takdirde FPU enzim aktivitelerinin iki katma ¢iktifn rapor
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edilmigtir. Besiyerinde iretim yontemi g6zoniine alindifinda Trichoderma reesei
OM 6a ile yapilan bir gahiymada 15 FPU enzim aktivitesinin ashnda 30 FPU’lik bir
enzim aktivitesini ifade ettiBi bildirilmigtir [ 50 ].

Correa ve Tengerdy’nin (1998)’de yaptiklan ¢aligmada, bizim ¢aligmamizda
kullandifimiz besiyerinde oldugu gibi lignoselulozik maddeleri substrat olarak
kullanmglardir. Besiyerinde substrat olarak geker kamugt kullaniirken , bunun yam
sira  nitrojen kaynagi olarak soya unu kullamlmustir. Trichoderma reesei ve
Aspergillus _niger’ in ekildifi besiyerleri 72 saat, 37°C’de inkiibasyona
brrakilmigtir. Daha sonra da yan-kati fermentasyon ile iretilen selulaz enzim
aktiviteleri filter paper yontemi ile saptanmugtir. Ug giinliik inkiibasyon periyodu
sonunda Trichoderma reesei’den 540 FPU’lik selulaz aktivitesi elde edildigi
saptanirken, Aspergillus niger’den 360 FPU selulaz aktivitesi saptanmugtir [ 10 ].
Correa ve Tengerdy’nin yaptiklan ¢alisma, bizim ¢ahgmamuz ile besiyeri igerigi ve
inkiibasyon sicaklif agisindan benzerlik gostermektedir ve elde ettikleri selulaz
enzim aktiviteleri, Sekil 3.1’de goriildiigii iizere bizim g¢ahsmamizda, 35°C ve
pH’nin 5.0oldugu kosullarda 5. giinde elde edilen 572 FPU’lik enzim aktivitesi ile
benzerlik gostermektedir.

En ¢ok kullamlan ¢6ziinebilir karbon kaynaklan laktoz ve glukoz substrat
olarak kullamldif1 zaman elde edilen selulaz aktivitesinin digiik oldugu saptanmigtir
[ 50 ]. Bir beyaz-¢iiriik¢iil fungus olan Irichoderma reesei CL-847 ile yapilan
deneylerde bu karbon kaynaklan substrat olarak kullamldi$1 zaman en fazla elde
edilen enzim aktivitesi 0.25-6.4 FPU mL" iken, saf selulozdan ¢ok az miktarlarda
dahi besiyerine ilave edilmesi durumunda enzim aktivitesinin 10.5 mL? FPU
¢ikmakta oldugu rapor edilmigtir

Ancak bunun yaninda Bollok ve ark. (1997), Irichoderma reesei ve
Tichoderma_viride funguslan ile yaptiklan g¢aliyjmada s6gut odununu buharla 6n

muameleden gegirip, lignoselulozik kaynak olarak kullanmugtir. pH’s1 5.8-6.0 olan
besiyeri, 30°C’de 7 giin siire ile inkiibe edilmis ve oldukga diigiik 46.3 FPU, 21.6
FPU sonuglarmna ulagabildiklerini rapor etmiglerdir [ 5 ].

Rajoka ve Malik, (1997)’de yiiriittikleri galigmada karbon kaynag olarak,
caligmamizdaki besiyerinde oldugu gibi lignoselulozik maddeleri kullanmiglardur.

Pamuk sapi, bugday samam ve ot samam igeren besiyerine kaynak mikroorganizma
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olarak Cellulomonas biazotea aglanmugtir.  Substrat olarak pamuk sap
kullamldig: zaman 0.82 FPU, ot samam kullamldif1 zaman 0.88 FPU ve bugday
samam kullamldifi zaman 0.89 FPU selulaz enzim aktivitesine ulagabilmigtir [ 51 ].

Persson ve ark., (1991), 60g/L arpa samanmmn substrat olarak kullamildif
besiyerine ekilen Penicillium pinophilum’dan 5.8 FPU mL™lik enzim aktivitesi
-saptandify rapor etmislerdir. Yukanda bahsedilen Orneklere de dayanarak
selulolitik enzimlerin Giretimi igin beyaz-giriik¢iil funguslarin, bakterilere gore daha
avantajh oldugu séylenebilir [ 50 ].

Phanerochaete chrysosporium ME_446 ve Funalia trogii ile yapilan
gahsmalarda,v katalaz enzimi Uretimi igin uygun kosullarin, Phanerochaete
chrysosporium ME 446 i¢in pH’nin 6.0 ve sicakligin 35°C olmasi gerektigi;

Funalia trogii igin pH’mn 5.0 ve sicakhigin 35°C olmasi gerektigi Cizelge 3. 2’de
gosterildigi bulunmus ve 5 gunliikk inkiibasyon siiresinin yeterli olabildigi
saptanmgtir.

Bu kosullar altinda Phanerochaete chrysosporium ME 446un katalaz
aktivitesinin 6240 IU olarak bulundugu Sekil 3. 30°da goriilmekte iken spesifik
aktivitesi 129 TU/mg olarak hesaplanmugtir. Funalia trogii’nin katalaz aktivitesinin
9320 IU oldugu Sekil 3. 17°de goriilmektedir ve spesifik aktivitesi 328 IU/mg
olarak saptanmstir.

Worthing biyokimya girketi sifir cierinden elde ettikleri, katalaz enzimini
filtre etme yontemi ile yoZunlagtirarak ticari amagla piyasaya sunmuglardir. Katalaz
enziminin elde ettiklei minumum aktiviteyi 180.000 IU olarak vermigtir. Bizim
caligmalarimizda elde ettiZimiz maksimum aktivite ile bu ticari enzim
karsilastirildig: takdirde enzimatik aktivite gok diigitk gibi goriinse de, bu enzimin
bir yogunlagma isleminden gegirildiini g6z ardi etmemek gerekmektedir.
Yogunlagtirma islemi ise enerji yoniinden hayli pahali olan bir yontemdir ve
giniimiizde bu yéntem hemen hi¢ kullamlmamaktadir. Giinimiizde ¢agdas olarak
uygulanan yontem ultrafiltrasyon yontemidir [ 62 ].

OR-BA Biyokimya Sanayii Sirketinin  Aragtirma ve Geligtirme
Labotatuvarlarinda sundugu imkanlarla yaptifimiz ¢alismada Funalia trogii’nin
katalaz iiretimi igin optimum kogullan sagladiktan sonra elde ettifimiz enzim
Omeginin, Cizelge 3. 5. ve 3. 6’da goriilen degerlere bakilarak katalaz aktivitesinin
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Bactosol isimli ticari enzime yakin oldugu soylenebilmektedir. Ancak Kenzim isimli
ticari enzim yakalgik olarak en az 7 misli fazla aktivite gostermektedir.

Phanerochaete chrysosporium ME 446 ile Funalia trogii’nin maksimum
katalaz aktivitesi karsilagtinldiginda Funalia trogii’nin enzim aktivitesinin daha
yiiksek oldugu Cizelge 3. 2°den gorilmektedir.

Bu iki fungusun selulaz enzimi ve katalaz enzimi i¢in vardifimiz sonuglara
bakilacak olursa, sonuglarin birbiri ile paralel yiiridiugiini gérmek mimkiindir.
Funalia trogii ile yan-kat fermentasyon kullamlarak  selulaz ve katalaz
enzimlerinin her ikisinin de dretimi igin pH’mn 5.0 ve sicakhifin 35°C oldugu
zaman optimum kogullannn  saglandifn  gorilmektedir.  Phanerochaete
chrysosporium ME 446 ‘den iiretilecek selulaz ve katalaz enzimlerinin herikisi
icinde pH= 6.0 ve 35°C ’deki ortam 5 giinliikk inkiibasyon periyodu kosullarinin
optimum olduBu goriilmektedir.

Bu arastirmada, Phanerochaete chrysosporium MFE446 ve Funalia trogii’
nin fenoloksidaz enzimlerinin iiretimide aym kogullar altinda cahigilmigtir. Ancak
Phanerochaete chrysosporium ME446 ile yuriitiillen gahsmalann hig birinde lakkaz
ve peroksidaz enzim aktiviteleri ya olgiilememis ya da deZerler sifira yakin oldugu
i¢in dikkate ahnmanugtir.

Lakkaz enziminin liretimi beyaz-giirik¢il funguslarda ortak bir o6zellik
olmasina ragmen, lakkaz enziminden ziyade ligninolitik peroksidazlar ¢ok daha
fazla galigmamn konusu olmaktadir. Buna neden olarak en ¢ok c¢aligilan beyaz-
ciirikgtil funguslardan biri olan Phanerochaete chrvsogpérium MFEA446 ’nin
olgtilebilir diizeyde lakkaz enzimi iiretmemesine baglanmaktadir [ 43 ].

Ander 1981 ve Eriksson 1978’de yaptiklan c¢alismada Phanerochaete
chrysosporium MF446’da fenoloksidaz (Lakkaz-peroksidaz) enzim aktivitesi

g6zlenemediBini rapor etmiglerdir. Bunun nedenini de fenoloksidaz aktivitesinin
maskelenmesi ile agiklamiglardir [ 1 ].

Sik ve Unyayar (1998)’de Funalia trogii ile yaptiklan ¢aligmada, lakkaz ve
peroksidaz enzimlerinin sentezinin primer fazda bagladifi, sekonder fazda
sentezinin devam ettigini rapor etmiglerdir [ 63 ].
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Crawford ve Carwford, (1984)’de buna neden olarak lignin pargalayici
sistemlerin, sadece primer Gireme fazindan sonra aktif oldugunu gostermiglerdir
[14].

Caligmamizda kullandifinmz diger beyaz-¢iiriikk¢til fungus Funalia trogii’nin
maksimum peroksidaz aktivitesinin pH=5.0 ve 35°C’de 10 giinliikk inkiibasyon
periyodu sonunda 4.27 CU olarak elde edilmistir. Funalia trogii fungusunda
maksimum enzim aktivitesinin elde edidigi kosullar altinda ki inkiibasyonun 10.
gininiin peroksidaz aktivitesi 5. giinden daha yiksektir. Aym sekilde, Funalia
trogii fungusunun kullanldifs diger bir ¢calismada pH=4 ve ortam sicakligimin 35°C
oldugu inkiibasyon kogullarinda 5. giin 2.63 CU enzim aktivitesi tespit edilmigken,
10. giinde enzim aktivitesi 3.41 olarak saptandif Cizelge 3. 3.”de goriilmektedir.

Funalia trogii’nin maksimum lakkaz aktivitesinin de pH=5.0 ve 35°C’de
10 gunlitk inkiibasyon periyodu sonunda 3.37 CU olarak elde edilicken aym
kosullar altinda 5. giinde 3.34 CU enzim aktivitesi saptanmugtir. Biiyiik dlgek
dretimler igin 5 giinliik kisa iiretim peryodunun tercihi daha avantajh olacaktir.
Aym sekilde, Funalia trogii fungusunun kullanildigs diger bir ¢aligmada, Cizelge 3.
4.°de goruldigi lizere, pH=4.0 ve ortam sicakh@inin 35°C oldugu inkiibasyon
kosullaninda 5. giin 2.34 CU enzim aktivitesi tespit edilmigken, 10. giinde enzim
aktivitesi 2.81 olarak tarafimizdan saptanmugtir. Burada da 10. giindeki lakkaz
aktivitelerinin S. giinden daha yiiksek olarak bulunmas, ligninolitik sistemin beyaz-
gurikgiil funguslann sekonder metabolik fazimn bir faaliyeti olmasi ile uyumlu
goziikmektedir.

Arora ve Sandhu (1985), bizim kullandifimiz stok basal besiyerine oldukca
benzeyen MgS0,.7 H,0, 0.2 g; NaNO;, 0.1 g; KC, 0.1g; Fe;SO,, 0.02g; CaNO,
0.05 g ve KH,PO4, 0.5 g ve llitre distile su kullanarak hazirladiklan stok bazal
besiyerine 10g Indilin AT ilave ederek kullannuglardir. Daedalea flavida beyaz-
ctirlikgiil fungus kiltiiriinden ekim yaparak 10 giinliik inkiibasyon sonunda lakkaz
aktivitesini 0.20 CU olarak tespit etmiglerdir. Ancak bulduklan lakkaz aktivitesi,
bizim ¢aligmamizda elde edilen maksimum aktiviteden olduk¢a digik
goziikmektedir. Bunun nedeni kullanlan fungus kiltiiriinden kaynaklanabilecegi
gibi besiyerinden de kaynaklanabilecegi de ileri siiriilmektedir [ 2 ].

Lignoseluloz igerikli besiyerinde Phanerochaete chrysosporium MFE446 ve

Funalia_trogii beyaz-guriikglil funguslanndan, yan-kati fermentasyon teknigi
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kullamlarak katalaz, selulaz, lakkaz ve peroksidaz enzimlerinin iretiminin
aragtinldign bu ¢aligmada, enzim fiyatlanmn ucuz tutulabilmesi amaciyla kullamilan
besiyerinde uretilen enzimin stabilizasyon islemlerinin oldukga basit olmasim
saglayacak kosullar olusturulmaya caligilmigtir. Selulaz enziminin iretimi igin
yaplan g¢aliymalarda Funalia trogii beyaz-¢iiriik¢iil fungusunda 745 FPU
maksimum enzim aktivitesi, 37°C, 10 giinliik inkiibasyon sonunda maksimum
enzim aktivitesi elde edilirken, 35°C ile 5 giinliik bir inkiibasyondan sonra 611
FPU’luk enzim aktivitesinin eldesi olduk¢a ekonomiktir ve biiyiik 6lgekli tiretimler
icin biiyiik enerji tasarrufu saglayacaktir.

Son yiizyihn istatiki degerlerinin diinya’da bir aglk probleminin oldugu
ortaya ¢ikmasi ile, bilim gevreleri, aragtirma ortamlan bu problemi ¢ozmek icin
birgok yeni yontemler ortaya atmiglardir. Omeroglu (1978), yaptiklan galismada,
¢ok az beslenme degeri olan tanimsal atiklan, ve peynir alt1 suyu ile zeytin kara
suyunda, mikroorganizmalar iireterek mikrobiyal protein ile bu maddelerin besin
degerlerini arttirmak ve besin degeri saglamak amaciyla bir galigma yiiriitmiiglerdir
[45]

Cesitli tannmsal ve endiistriyel kaynakh artik maddelerden yararlamlarak
gergeklestirilen tek hiicre proteini iiretimi bugiin bir ¢ok iilkede uygulama alanina
konmustur. Gelecefin gida sorununa yénelik olarak yiiriitilen bu galigmalar
oncelikle hayvan yemi amaciyla degerlendirilmektedir [ 48 ].

Cizelge 4. 1. ‘de gorildigi tzere elde ettifimiz degerlerde,
kullandigimiz besiyerinde temel amino asitlerde artiy oldugu go6zlenmektedir.
Cizelge 3. 7’ye bakildif1 takdirde toplam amino asit agisindan degerlendirme
yapilacak olunursa Funalia trogii ile yapilan ¢aliymada zenginlegtirilmenin daha
fazla oldugu gozlenmektedir. Bu noktadan yola gikarak, ileride yapilacak olan bir
calismada kullandighmiz besiyerinde Funalia trogii’nin mikropsal protein amaciyla
kullammimn daha uygun olacagim sdyleyebiliriz.
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Cizelge 4. 1. Ekim Yapilmamis Besiveri ile Funalia trogii ve_Phanerochaete
chrysosporium MFE446’nin Ekim Yapildig: Besiyerlerinin Amino Asitlerin Cins ve

Miktarlan
AMINO BESIYERI Phanerochaete Funalia trogii
ASITLER (mg aa/mg drnek) | chrysosporium ME446 | + BESIYERI
+ BESIYERI (mg aa/mg
(mg aa/mg drnek) ornek)
Sistin 0.0008 0.0006 0.0008
Valin 0.003 0.003 0.003
Metyonin 0.0006 0.0009 0.0008
Isolosin 0.002 0.003 0.003
Losin 0.005 0.005 0.007
Treonin 0.340 0.245 0.200
Fenil-Alanin 0.003 0.003 0.003
Histidin 0.002 0.003 0.003
Lizin 0.003 0.003 0.004




5. SONUCLAR

Ulkemizde bulunan tekstil fabrikalar: bu enzimleri yurt digindan ithal etmek
durumunda kalmaktadir. ithal edilen enzimlerin maliyetinin yiiksek olusundan
dolayl, bu enzimlerin proseste kullammi fabrikamin iriiniine ek maliyet olarak
yansimaktadir. Uriin fiyatimin arti1 ise piyasa rekabetini zorlagtirdign ve Giriinlerde
talep azahgmna neden oldugundan dolay: istenmeyen bir durum ortaya ¢ikmaktadir.
Bu nedenle de tekstil siireglerinde enzimlerin kullammindan olabildigince uzak
durulmaktadir.

Tanimsal atiklar igeren besiyerinde Phanerochaete chrysosporium MFE446 ve

Funalia trogii beyaz-giriikgiil funguslanndan, yan-kati fermentasyon teknigi
kullamlarak katalaz, selulaz, lakkaz ve peroksidaz enzimlerinin iiretiminin
aragtinldi® bu galigmada, kullamilan besiyerinin maliyetinin olduk¢a ucuz ve
iretilen enzimin stabilizasyon iglemlerinin olduk¢a basit olmasindan dolay:
enzimlerin fiyat1 ucuz tutulabilinecektir.

Phanerochaete _chrysosporium ME 446 ile Funalia trogii’nin selulaz
dretimi igin gerekli optimum kosullar kargilagtinldifinda, bu kogullar altinda
Funalia trogii ile gahigildigy takdirde daha yiiksek enzim aktivitesinin elde edildigi
goriilmektedir. Bunun yam sira tespit edilen enzim aktivitelerinin, saptanan
aktiviteden daha yiiksek olabilmesi miimkiindiir.

Funalia trogii’nin maksimum selulaz aktivitesinin de pH=6.0 ve 37°C’de
10 giinlik inkiibasyon periyodu sonunda 745 FPU olarak el de edilmigtir. Ancak
aymt fungusun pH’st 4.0 olan besiyerine agilanarak - tretildifi  yan-kati

fermentasyonda ortam sicakh@1 35°C’da tutuldugu zaman, gahismanm 5. giiniinde
de yine 611 FPU olmak lizere maksimuma yakin bir enzim aktivitesi elde edilmigtir.
Bu sonuglara gore, Funalia trogii ile selulaz enzimi iretiminde pH’nin 4.0 ve
sicakligin 35° C oldugu kosullarda tiretimini avantajh goziikmektedir.

Phanerochaete chrysosporium ME 446 ile Funalia trogii’nin maksimum
katalaz aktivitesi kargilagtinldifinda, aynt sekilde Funalia trogii’nin katalaz enzim
aktivitesinin daha yiiksek oldugu gorilmektedir ve Fumalia trogii’nin  katalaz
Mﬁt%i 9320 IU, spesifik aktivitesi 328 IU/mg olarak saptanmigtir.

Gunumiizde tekstil sanayiinde kullanilan H,O,‘nin antilmas: igin kimyasal
yontemler kullamimaktadir. Ancak antimdan istenilen sonu¢ alinamamasi ile
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birlikte, proses iginde de fazla miktarda enerji kullammna gidilme durumunda
kalinmaktadir. H;O,’in katalaz enzimi ile biyolojik olarak pargalanmasi hem
prosese enerji ve su tasarrufu saglayacaktir, hem de H202’in antilmasinda istenilen
verim kolaylikla saglanabilmektedir. Enzimin iilkemizde bulunan tanimsal atiklarin
kullamilarak iiretilmesi enzimin maliyetini oldukga diisiirecektir , enzimin proses
esnasinda kullammi da oldukga basit ve herkes tarafindan uygulanabilir oldugunda
dolay: da kullanicilar igin kimyasal yéntemlerden daha avantajh goziikecektir.

Caligmamizda tretiminin aragtinldii katalaz enzimi, kimyasal peroksit
giderme 1slemlenne alternatif olacaktir.

Tum diinyada, endiistriyel alanlarda biyoteknolojik yontemler kullamlarak
maliyetin diigiirilmesi prensibine goére yapilan g¢alhgmalar iz kazanmstir,
Tirkiye’de bu ve benzeri ¢aligmalanin maddi ve manevi yonden daha fazla
desteklenmesi ile iilke ekonomisine biyilkk kazanglar saglanabilecegi gibi aym
zamanda da dogal kaynaklanmizin korunmasi ve gevre kirliligi agisindan da biiyiik

yararlar saglayacaktir.
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8. OZET

Bu tez ¢aligmasinda, tekstil terbiyesinde kullaniimakta olan selulaz, lakkaz,
katalaz ve peroksidaz enzimlerinin tarimsal atiklar {izerinde pilot 6lgekte tretimleri
icin gerekli laboratuvar kogullan belirlenmeye gahgilmugtir. Cahigmalar sirasinda
bagil nem (%65) sabit tutulmustur.

Phanerochaete  chrysosporium ME446 ve Funalia trogii beyaz-giiriikgiil

funguslan ile uygulanan yan-kati fermentasyonda, degigen pH ve sicakliklara bagh
olarak her enzim igin maksimum aktivitenin elde edildifi kogullar saptanmaya
cahgilmistir.  Funalia trogii ile maksimum katalaz aktivitesiyle spesifik aktivitesi
pH’s1 5.0 olan besiyerinde 35° C°de, 9320 IU ve 328 IU/ mg olarak 5 giinlik
inkiibasyon siiresi sonunda elde edilmistir. Aym kosullar altinda maksimum lakkaz
ve perioksidaz aktiviteleri ise 3.37 CU ve 4.27 CU olarak elde edilmigtir.
Maksimum selulaz aktivitesi pH’si 6.0 olan besiyerinde , 37° C’de 10 giinlik
inkiibasyon siiresi sonunda 745 FPU olarak saptanmgtir.

Phanerochaete _chrysosporium MFE446 ile yuritilen g¢aligmalarda
maksimum katalaz aktivitesi ve spesifik katalaz aktivitesi , 6240 IU ve 129 IU/ mg
olarak pH’si 6.0 olan besiyerinde 35° C’de S giinliik inkiibasyon siiresi sonunda
elde edilirken, maksimum selulaz aktivitesi 507 FPU olarak pH’si aym ancak
inkiibasyon sicaklif1 37° C olan ortamda , 10 giinlitk siire sonunda elde edilmistir.

Tekstil terbiyesi proseslerine biyoteknolojinin uygulanabilirlifi agisindan
selulaz ve katalaz enzimleri ile elde ettifimiz sonuglar oldukga ilgi gekici
gozilkkmektedir.




9. SUMMARY

In this study, to produce the enzymes laccase ,cellulase ,catalase and
peroxidase with Funalia trogii and_Phanerochaete chrysosporium MFE446 and to

scale up to the pilot scale required phisiological conditions were being tried to
determine. we used agricultural waste as an alternative source for these enzymes
which are used nowadays in textile industry . During the studies relative moisture
(%65) was constant.

To maintain the maximum activity for each enzyme that are produced lby
using Funalia_trogii and_Phanerochaete chrysosporium ME446 at semi-solid

fermentation. Funalia trogii’ s maximum activity of catalase and the specific

catalase activity at the medium with a pH 5.0 and the temprature of 35°C is
determined as 9320 IU and 328 IU/mg after 5 days incubation. Under the same
conditions maximum avtivities of laccase and peroxidase are determined as 3.37
CU and 4.27 CU. The maximum cellulase activity is determined at the medium
with pH 6.0 and temperature 37° C, after 10 days incubation period as 745 FPU.
The studies which are carried on with Phanerochaete chrysosporium ME446,

maximum catalase activity and specific catalase activity are determined respectively
as 6240 IU and 129 IU/mg in a mediurh with pH 6.0 and 35° C after 5 days
incubition time .On the other hand, maximum cellulase activity is determined at the
medium with pH 6.0 and 37° C, after 10 days incubation as 507 FPU.

The results which we obtained from the cellulase and catalase enzymes are
very impreesive in the view of the applicability of biotechnology to the processes

of the textile industry.




