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Ailem’e ve Yegenim Berke’ye



Onur So6zu

Doktora Tezi olarak sundugum “Vinas ve Zeytin Yagi Fabrikasi Atik Suyunun
Degerlendirilmesi ve Biyolojik Iyilestirilmesinde Beyaz Ciiriik¢iil Fungus Peletlerinin
Kullanim1” bagliklt bu calismanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigini1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem
metin icinde hem de kaynakcada yontemine uygun bi¢cimde gosterilenlerden olustugunu

belirtir, bunu onurumla dogrularim.

Elif APOHAN



OZET
Doktora Tezi

VINAS VE ZEYTIN YAGI FABRIKASI ATIK SUYUNUN DEGERLENDIRILMESI VE
BIYOLOIJIK IYILESTIRILMESINDE BEYAZ CURUKCUL FUNGUS PELETLERININ
KULLANIMI

Elif APOHAN

[nonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstitisu
Biyoloji Anabilim Dali

156+ xiv sayfa

2007
Danisman: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Alkol fabrikasi atik suyu (vinas) ve zeytin yagi fabrikasi atik suyu (ZYFA) onemli
oranda cevre Kkirliligine neden olmaktadir. Her iki atik suyun organik madde igerigi
ylksektir ve bu nedenle aritilmalar1 veya degerlendirilmeleri gerekmektedir. Atik sularin
enzim iretiminde degerlendirilmesi ve bu siiregte biyolojik iyilestirilmenin saglanmasi
cevre kirliliginin 6nlenmesi anlamina gelmektedir.

Bu c¢alismada, Funalia trogii ve Trametes versicolor peletlerinin atik su
ortamlarinda enzim Ttretim yetenekleri test edilmistir ve enzim iiretiminde etkili olan
faktorler optimize edilmistir. Lakkaz aktivitesini artirmak icin ¢esitli kaynaklar (glikoz,
maya Oziitii, bakir, peynir alt1 suyu) atik su ortamlarina eklenerek tekrarli kesikli siirecte
lakkaz iiretim verimi incelenmistir. Tutuklanmis ve serbest funguslarin lakkaz iiretim
yetenegi ve verimi de tekrarli kesikli siliregte karsilagtirilmistir. Fungus peletlerinin
biyolojik iyilestirmesini test etmek icin islem goérmiis ve géormemis atik suyun kimyasal
oksijen istemi (KOI) karsilastirilmistir. Her iki atik su ortamlarinda elde edilen lakkazin
sicaklik kararlilig1 da belirlenmistir.

Glikoz, maya 0ziitii, peynir alt1 suyu ve bakir, peletlerin kararliligini ve lakkaz
tiretim yeteneklerini farkli etkilemistir. Her iki atik suya bakir eklenmesi enzim aktivitesini
arttrmistir (4-10 kat). F. trogii peletleri vinasin ve ZYFA’nin KOI icerigini sirastyla %32
ve %33 oraninda gidermistir. T. versicolor peletleri de bu atik sularin KOI igerigini
azaltmistir. Bu arastirma, fungus peletlerinin bu atik sularin biyolojik iyilestirilmesinde
kullanilabilecegini ve peletlerin baz1 belirli sartlarda lakkaz iiretiminde kullanilabilecegini
gostermistir.

ANAHTAR KELIMELER: Zeytin yag fabrikasi atik suyu, vinas, lakkaz, beyaz
cliriik¢iil fungus, biyolojik iyilestirme, pelet, tutuklama



ABSTRACT
PhD. Thesis

USE OF WHITE ROT FUNGAL PELLETS FOR UTILIZATION AND
BIOREMEDIATION OF VINASSE AND OLIVE OIL MILL WASTEWATER

Elif APOHAN

Inonu University
Graduate School of Natural Applied Sciences
Department of Biology

156 + xiv pages

2007
Supervisor: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Alcohol factory wastewater (vinasse), and olive oil mill wastewater (OOMW) cause
considerable pollution of the environment. The organic material content of both wastewater
is high; therefore they should be treated or utilizied. Utilization of this wastewater in
enzyme production and providing bioremediation during this process mean preventing
environmental pollution.

In this study, enzyme production abilities of Funalia trogii and Trametes
versicolor pellets in wastewater media were tested and factors effective on enzyme
production were optimized. In order to increase laccase activity, the effects of various
supplementary sources (glucose, malt extract, copper, cheese whey) have been examined in
repeated-batch mode. The laccase production ability and yield of immobilized and free
fungi were also compared during repeated-batch mode. Chemical oxygen demand (COD)
value of treated and untreated wastewater were compared for testing the bioremediation
activity of fungal pellets. Thermostability of laccase obtained from wastewater cultures was
also determined.

Glucose, malt exctract, cheese whey and copper differently affected the laccase
production ability and stability of pellets. Addition of copper to both types of the
wastewater induced laccase enzyme activity (4 to 10 folds). F. trogii pellets reduced the
COD content of vinasse and OOMW as 32 % and 33 %, respectively. T. versicolor pellets
also reduced the COD content of these wastewaters. This research showed that fungal
pellets can be used for bioremediation of wastewaters and pellets can also be used for
laccase production under certain conditions.

KEYWORDS: Olive oil mill wastewater, vinasse, laccase, white rot fungi,
bioremediation, pellet, immobilization

il



TESEKKUR

Bu calismanin se¢imi, planlanmasi sirasinda oldugu gibi deneysel ve yazim
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1. GIRIS

1.1. Cevre Kirliligi

Sanayi, modern ve kalkinmis toplumlarda ekonominin temelini olusturmaktadir [1].
Yani, sanayilesme kaginilmaz bir olgu olarak karsimizdadir. Onemli olan gevre saghigm
koruyarak, siirdiiriilebilir kalkinma modelini olusturmaktir.

Glinlimiizde yasanan hizli niifus artis1, diizensiz sehirlesme, yerlesim alanlarindaki
plansizligin artmasi, teknolojik gelismeler, dogal kaynaklarin bilingsizce kullanilmasi,
tretimin hizla artmasi ve sanayilesme, sanayinin belli noktalarda yogunlasmasi ve
insanlarin refah seviyelerini yiikseltme istegi dogal dengenin bozulmasi ve c¢evre
sorunlarini da beraberinde getirmektedir [2]. Endiistrilesmenin planli olmamas1 ve ¢evrenin
g6z ard1 edilmesi sonucunda g¢evre kirliligi silirekli artmaktadir. Endiistri kuruluslarinin
atiklarini ve enerjilerini ekolojik sistemler belirli bir sinira kadar dengeleyebilmekte ve bu
sinir asilinca, ekolojik denge dnemli zarar gérmektedir [3].

Cevre kirliligine bir biitiin olarak bakildiginda kirliligin ortadan kaldirilmasi yerine
kirlenmenin Onlenmesi en akillica ¢oziim olarak ortaya c¢ikmaktadir. Yer kiiredeki tiim
sosyoekonomik ve sosyokiiltiirel yap1 dikkate alindiginda kirlenmenin tiimiiyle Oniine
gecilmesi bugiin i¢in olanaksizdir. Bunun yerine 6zellikle Tiirkiye gibi gelismekte olan
iilkelerde bir yandan kirlenmenin olanaklar o6l¢iisiinde azaltilmasi, mevcut kirliligin
temizlenmesi ve atiklarin yeniden kazanilmasi gibi iglemler birlikte uygulanmalidir [4].

Evsel ve endiistriyel atik sular énemli gevre kirleticileridir. Ozellikle endiistrilerin
farkli karakterde atik sularinin olmasi aritim islemlerinde sorunlar olusturabilmektedir.

Zeytin yag fabrikasi atik suyu (ZYFA) olan ve kara su olarak da ifade edilen atik su
ve ayrica alkol fabrikasi atik suyu olan vinas yiiksek BOI ve KOI degerlerine sahiptir [5].
Bu atik sularin igerisinde ¢esitli organik ve inorganik maddeler bulunmaktadir. Zengin
iceriklerinden dolayr bu atik sularin alici ortamlara verilmesi durumunda ileride de
bahsedilecek gesitli zararli etkiler gdzlenebilmektedir. Igerikleri géz dniine alindiginda, atik

sularin degerlendirilmelerinin daha uygun olacagi agiktir.



1.2. Zeytin Yaginin Elde Edilmesi

Zeytincilik ve zeytin yagi iretimi, yaglh tohum firetim agisindan diinya ¢apinda
biiyilk 6nem tasimaktadir. Toplam zeytin {retiminin tamamina yakin kismi Akdeniz
iilkelerinde gergeklesmesine ragmen zeytincilik, diinya yagli tohum iiretiminde 6nemli bir
oran1 kapsamaktadir. Zeytincilik basta Italya, Ispanya, Yunanistan ve Tiirkiye olmak iizere
Akdeniz iilkelerinin ekonomilerinde ve kiiltlirlerinde 6nemli bir yer isgal etmektedir.
Diinya zeytin yagi liretiminin yaklasik %95’ i Akdeniz, Marmara ve Ege Denizi ¢evresinde
yapilmaktadir [6-8].

Zeytin agaci1 zahmetli biiylimekle birlikte, uzun 6miirlii bir aga¢ olup olgun bir zeytin
agacindan 15-40 kg zeytin elde edilmektedir [8, 9]. Ortalama 5 kg zeytinden 1 1t zeytin yagi
cikarilldig1 diisliniiliirse, 1 zeytin agaci yilda ortalama 3 L ya da 4 L zeytin yagi
tiretebilmektedir [9].

Onemli bir bitkisel yag olan zeytin yagi, zeytin bitkisinin olgun meyvelerinden elde
edilir. Degisik biiyiikliige sahip olan zeytin meyvelerinin yaklasik  %85°1 etli kisimdan,
%15°1 gekirdekten olusur. Etli kismin %50-60’1 yag, % 25’1 su, geri kalani protein, lif ve
organik maddedir. Cekirdegin ise yaklasik %10’u yagdir [6].

Ekim alanin kuzey ya da gliney yarim kiirenin hangi bolgesinde olmasia bagl
olarak, zeytin agacinin ¢igek verme mevsimi Nisan ile Haziran aylara rastlamaktadir.
Yesil zeytinler, Agustos sonundan Kasim basina kadarki siire i¢inde olgunlasir; Kasim ile

Mart aylar1 arasindaki dénem ise zeytinin hasat mevsimidir [10].

1.3. Zeytin Yag Uretim Prosesleri (islemleri) ve Uretime Bagh Olarak Olusan
Karasuyun Kirlilik Ozellikleri

Giiniimiizde zeytin yagi iiretiminde ¢esitli lilkelerde kullanilan yontemler; kesikli
(geleneksel) tiretim islemi, siirekli tiretim islemi (3-fazli iiretim islemi ve 2-fazli liretim

islemi) ve siizme islemi olarak siralanabilir [9].



1.3.1. Kesikli iiretim prosesi (islemi)

Geleneksel yontem olarak da adlandirilan ve kii¢lik igletmelerde uygulanan presleme
yonteminde sap ve yapraklardan ayrilarak yikanan zeytin meyveleri, degirmenlerde bir
miktar su ilavesiyle ezilerek yogrulur [11]. Elde edilen hamur daha sonra preslenerek yagi
ve suyu (karasu) ayrilir. Son olarak da diisey santrifiijle yag ve su kismi ayrilir. Kat1 faz ise

pirina olarak elde edilir [9].

1.3.2. Siirekli iiretim prosesi (islemi)

Biiyiik isletmelerde “siirekli” yontem olarak adlandirilan santrifiijleme yontemi
kullanilir [6]. Uretim; besleme, yikama, kirma ve hamur hazirlama iinitelerinden
olugmaktadir. Bu sistemde presin yerini santrifiij almistir ve siirekli c¢alismay1
saglamaktadir [9,12-14]. Bu sistemlerde zeytinlerden daha fazla yag cikarilir ve aym
zamanda daha az su ve enerji tiiketimi olur [14,15]. Uretim sirasinda kullanilan dekantdre
bagli olarak iki islem tanimlanabilir [9, 12-14].

a) 3-fazl {iretim prosesi (islemi): Bu iiretim sisteminde islem suyu kullanilmaktadir. Islem
sonrasinda %20’s1 yag, %50’si atik su (karasu) ve %30’u kat1 kisim (pirina) olmak {izere 3
faz olusmaktadir. Bu proseste 6nemli miktarlarda proses suyu eklenmektedir. Bu sebeple,
biiylik hacimlerde (bask: isleminden {i¢ kat fazla) atik su olusmaktadir [7,16]. Her 100 kg
zeytin i¢in 80-100 L atik su olusur [17].
b) 2-fazli iiretim prosesi (islemi): Bu sistemde iiretim boyunca proses suyu eklenmez.
Proses sonrasinda yag ve pirina olmak {izere iki faz olusur. Bu sistem ekolojik olarak
caziptir, ¢linkii siv1 faz olugsmamaktadir. Karasuyun biiylik bir boliimii pirina ile birlikte
aciga ¢ikmaktadir [16].

Ug fazl sistemle olusan yag, iki fazli sistemden daha giiclii antioksidant aktiviteye
ve daha yiiksek total fenolik igerigine sahiptir [18].

Pirina, zeytin meyvesinin etli kismi ile c¢ekirdeginin posasindan olusur. Bu atik
maddeden sabun imalinde kullanilmak {izere ekstraksiyon islemi ile yag elde edilir [19].
1000 kg zeytinin islenmesi sonucu 800 kg kat1 atik olusmaktadir. Bu kisimda yaklasik %60
su, %2.5 yag bulunmaktadir [20]. Pirina yaklagik 2500-3500 kcal/kg 1s1 degerine sahiptir.



Bu o0zelliginden dolay1r zeytin yagi isletmelerinde gereksinim duyulan sicak suyun
saglanmast amaciyla ve diger 1sitma amacgli uygulamalarda yakacak olarak da

kullanilabilmektedir [6].

1.3.3. Siizme prosesi (islemi)

Yag ve metal arasindaki yapisma, su ve metal arasindakinden daha farklidir. Bu
prensip, yag liretiminde kullanilan siizme prosesinin (isleminin) temelini olusturmaktadir.
Kullanilan metal tabaka zeytin hamuruna daldirilmakta, bu tabaka yag ile i1slanmakta ve
tabaka {lizerinde bulunan bosluklar yag ile dolmaktadir. Bu metotta ¢cok sayida metal tabaka
kullanilmaktadir. Bu yontem tek basina kullanilamaz, baski veya santrifiij yontemlerinin

kombinasyonu olarak kullanilabilir [20].

1.4. Tiirkiye’de Zeytin ve Zeytin Yag Uretimi

Ulkemiz zeytinciligi, 0,8 milyon hektarlik zeytin arazisi 95 milyon zeytin agaci ile
onemli bir tarim, sanayi ve istthdam alanlaridir [21]. Tiirkiye, bulundugu cografi konum ve
Akdeniz iklimi 6zellikleriyle Ispanya, Italya, Yunanistan ve Tunus gibi diger Akdeniz
iilkeleriyle birlikte diinyanin 6nde gelen zeytin ve zeytin yagi tireticilerindendir [21, 22]

Tiirkiye’de Ege, Marmara, Akdeniz ve Gilineydogu Anadolu Boélgeleri’'nde zeytin
agaci yetistirilmektedir. Bu agaglarin %75°1 Ege, %14’ Akdeniz, %9.3’i Marmara, %
1.7°si Giineydogu Anadolu Bolgesi’nde bulunmaktadir. Tiirkiye, ortalama 99 bin ton zeytin
yagi iretimi ile diinya tretiminin %4.6’s1n1, 36.4 bin ton ihracatla ise diinya ihracatinin
%10’unu karsilamaktadir. Zeytin yag: iiretimi bakimindan en biiyiik iireticiler; Ispanya,
Italya ve Yunanistan’dir. Tiirkiye, diinya zeytin yag: iiretiminde 5. siradadir [21].

Tirkiye diinya sofralik zeytin iiretiminde ikinci, yaglik zeytin iiretiminde 4. biiyiik
iretici konumundadir. Zeytin ve zeytin yag iiretimi daha ¢ok Ege ve Marmara bolgesinde
gerceklesmektedir [9].

Ulkemiz kosullarinda zeytin, Ekim-Kasim aylarinda olgunlasmaya baslar. Zeytinin

olgunlasma zamani ile birlikte zeytin yagi isleme sezonu baslar ve Subat-Nisan aylarina



kadar isleme sezonu devam eder [2]. Zeytin yag1 fabrikas1 atig1 farkli iilkelerde farkli

sekilde tanimlanmaktadir. Tiirkiye’de bu atik su i¢in kara su terimi kullanilmaktadir [6].

1.5. Zeytin Yag Fabrikas1 Atikk Suyunun Icerigi

Zeytin yagi liretiminde olusan atiklar, presleme isleminden olusan pirina (zeytin kati
atiklar1 ve zeytin ¢ekirdegi) ve ZYFA’dir. Pirina, yagi alinmak iizere pirina yagi ¢ikaran
isletmelere gonderilir ve burada solvent ektraksiyonu ile yagi alinir. Arta kalan yagsiz
pirina esas olarak lignin ve seliiloz igermekte olup, yiiksek 1sil degere sahiptir. Yagsiz
pirina, kompostlanabilir ve yakilabilir [9].

Uretilen her litre zeytin yag1 icin yaklagik 2.5 L atik olusmaktadir [23, 24]. Atk
suyun igerigi islenen zeytinlerin tiiriine ve olgunluk derecesine, zeytinlerin depolanma
stiresine, kiiltiir topragina, isleme yontemine, iklim sartlarina, pestisit ve giibre kullanimina,
kullanim suyu miktarina gore farklilik gostermektedir [6, 7]. Cizelge 1.1.’de siirekli ve
kesikli iiretim sistemi ile zeytin yag1 iiretimi sonucunda olusan iki atik suyun kirlilik yiikii

karsilagtirilmistir [6].

Cizelge 1.1. Siirekli ve kesikli islem sonucu olusan zeytin yag1 fabrikasi atik sularinin
icerigi [6].

Parametreler Kesikli islem (g/L) Siirekli islem (g/L)
pH 4.5-5 4.7-5.2
KOI 120-130 45-60
BOI 90-100 35-48
Askida kati 1 9
Toplam kati 120 60
Inorganik kati 15 5
Ucucu kati 105 55

Su Kirliligi Kontrolii Yonetmeliginde zeytini isleyerek {iretim yapan isletmelerin,
olusturduklar1 atik sulan arittiktan sonra, alici ortamlara vermeleri gereken desarj standartlar

Cizelge 1.2.de yer almaktadir [25].



Cizelge 1.2. Zeytin yag fabrikasi atik suyu desarj standartlar [25].

Parametre Birim Kompozit numune | Kompozit numune
(2 saat) (24 saat)
KOI mg/L 250 230
Yag ve gres mg/L 60 40
pH 6-9 6-9

Akdeniz iilkeleri, zeytinden zeytin yag1 eldesi sirasinda yilda 30 milyon m® atik su
tretmektedir [6, 26-29]. Tiirkiye’de de yilda 400.000 tondan fazla zeytin kara suyu
olusmaktadir. Bu deger yillik olusan peyniralt1 suyu miktarina yakinken, vinas miktarindan
cok yiiksektir. Zeytin yag1 fabrikasi kat1 atig1 yi1lda 20 milyon ton olugmaktadir [30].

Zeytin yag1 fabrikasi atik suyu %60-70°1 su, %13-15 lignin, %18-20 seliiloz ve
hemiseliiloz, %2.5-3 arta kalan zeytin yagi, %2.5 mineral tuzlardan olugmaktadir. Organik
bilesikler arasinda %3 seker, %]1 buharlasan asit, %0.2 polialkol, %1.5 protein, %0.2
polifenol, %0.5 diger pigmentlerden olugmaktadir. Seliiloz ve pektinin yanisira rafinoz,
mannoz, sakkaroz, glikoz gibi basit sekerleri de igermektedir [6, 30-36]. Yine organik
asitlerden de fumarik asit, gliserik asit, laktik asit, malik asit ve melonik asit bulunmaktadir.
Tim amino asitlerin de bu atikta bulundugu bildirilmistir. En bol bulunan amino asitler
aspartik asit, glutamik asit, prolin ve glisin gibi amino asitlerdir. Igerisinde biitiin
minerallere rastlanilmistir. En bol bulunan mineraller sodyum, potasyum, kalsiyum ve
fosfordur. Yine pek ¢ok fenol bu atik igerisinde bulunmaktadir [6, 31, 37]. ZYFA’da
bulunan fenolik bilesikler iki grupta simiflandirilir. {1k grup diisiik molekiil agirhigina sahip
tanin ve flavanoidler gibi basit fenolik bilesiklerden olusur. Flavanoidler 15 karbon
atomuna sahip polifenolik bilesiklerdir. ZYFA’da belirlenen ana flavanoidler apigenin ve
luteolindir. Baslica fenolik asitler; sirinjik asit, p-hidroksipenilasetik asit, vanilik asit,
veratrik asit, kafeik asit ve sinnamik asittir. ikinci grup polifenoller, ilk grup fenolik
bilesiklerin otooksidasyonu ve polimerizasyonuyla olusan koyu renkli polimerlerdir [7, 38,
39]. ZYFA’nin rengi polifenollerin iki grubu arasindaki orana bagli olarak degisiklik
gosterir [7]. Bu direngli organik bilesiklerin varligt ZYFA’nin aritilmasi ve

detoksifikasyonunda en 6nemli engellerden birini teskil eder [7, 40].



1.6. Zeytin Yag1 Fabrikas1 Atik Suyunun Cevreye Etkileri

Zeytin yagi isletmelerindeki atik sular kullanilan isleme yOntemine bagli olarak
farkli yollardan ¢evreye birakilir. Baski yonteminin kullanildigi isletmelerde, {iretim
sirasinda olusan atik su dogrudan kanalizasyon, akarsu veya topraga atilir. Bu yolla deniz
ve yer alt1 sularina kadar kirliligin ulasmasi s6z konusu olabilmektedir [41].

Santriflij yontemiyle c¢alisan modern tesislerde atik su ya isletme ¢evresinde insa
edilen 6zel havuzlarda toplanmakta ya da dogrudan desarj yapilmaktadir. Havuza birakilan
atik sular iiretim sezonunu takip eden yaz mevsimi siiresince dogal olarak buharlagsmakta
geriye kalan atik madde ise havuzlarin yaninda topraga atilmaktadir. Herhangi bir sekilde
kullanilmadigi icin her yil lizerine ilave gelmektedir [41, 42].

ZYFA asidik karakterde olan bir atiktir. pH’ s1 4.5-5 arasinda olan bu atik icerdigi
kolloidal maddeler nedeniyle bulanik bir goriiniise sahiptir. Bu atik su yiiksek oranda
organik ve inorganik madde icermektedir [43]. Genellikle icerdigi renkli maddeler
nedeniyle morumsu kahverengi hatta siyaha yakin renktedir. Koyu renkten yiiksek molekiil
agirliklt bilesiklerin sorumlu oldugu bilinmektedir [29]. Koyu renginden dolay1 nehirlere
verildigi donemler suda renklenme olusturmaktadir. Renk olusumu fotosentez ve solunum
dengesini bozacagindan dolay1 istenmeyen bir olaydir [6].

ZYFA’nm BOI ve KOI miktarlar1 sirast ile 100 ve 200 g/L’ ye ulasabilmektedir
[27, 44, 45]. Fenolik ve polifenolik bilesiklerin konsantrasyonu 10 g/L civarindadir ve bu
diizey ayrica toksik etki nedenidir [46]. Bu atik su aymi zamanda fitotoksik ve
antimikrobiyal 6zellige sahiptir [39, 47, 49]. Yag miktar1 50 g/L’ye ulasabilmekte ve
verildigi ortamlarda yag kirliligi olusturabilmektedir.

ZYFA’nin direkt olarak nehirlere verilmesi sonucunda nehrin ¢oziinmiis oksijen
icerigi azalmakta bunun yani sira organik yiikii gdsteren potasyum permanganat kapasitesi

ve K, Fe, Mn ve toplam inorganik miktar1 artmaktadir [6].

1.7. Zeytin Yag1 Fabrikas1 Atik Suyunun Aritimi

ZYFA probleminin ¢oziimii i¢in 50 yildan fazla bir siiredir arastirma yapilmaktadir.

Pek ¢ok farkli yontem denenmektedir. Bunlar 3 katagoride siniflandirilabilir.



1- Detoksifikasyon prosesi (islemi): Fiziksel, termal, fizikokimyasal ve biyolojik
islemlerdir.

2- Cesitli bilesiklerin geri doniistimii ve kazanimi

3- Uretim sistemi modifikasyonu [7].

Lagiinde buharlastirma, sulama amacli kullanma ya da buharlastirarak konsantre
hale getirme, ultrafiltrasyon, ters osmoz, anaerobik ve aerobik biyolojik aritma, kimyasal ve
elektrokimyasal aritma uygulanan yontemler arasindadir. Atik suyun biiylik hacimde
olmasi ve igerdigi maddeler nedeniyle basit fiziksel aritma yontemlerinin etkinligi diistiktiir
[6, 50, 51]. Kimyasal aritmada kisith 6lgiide basari elde edildigi belirtilmektedir. Ayrica bu
metotlar olduk¢a pahalidir [6, 52]. Lignin benzeri polimerlerin geleneksel atik su aritim
sistemlerinde giderilmesinde bazi problemler vardir [53]. Bu problemler; zaman alan
islemler olmasi, aritim maliyetinin yiiksek olmasi ve toksik bilesiklerin kalmasidir [54].
ZYFA, biyolojik ve kimyasal on aritima ihtiyagc duymaktadir. Bu ac¢idan funguslar
ZYFA’nin total fenol miktarin1 azaltmak i¢in denenmektedir [55]. Biyolojik islemlere bu

nedenle ilgi artmistir [53].

1.7.1. Aerobik biyoremediasyon (biyolojik iyilestirme)

Zeytin yag: fabrikas1 atiklar yiiksek KOI, fenol ve renk igermektedir. Bu yiizden
yapilan ¢alismalar daha ¢ok KOI ve fenol giderimi iizerinde yogunlagmaktadir. Ozellikle
basit ve yliksek molekiil agirlikli fenollerin yikimi ve renk giderimi Onemli bir
parametredir. Aerobik islem polifenol ve renk verici maddeler gibi direngli kirlilikleri
gidermede etkili degildir. Yiiriitiilen calismalar daha ¢ok funguslar {izerine yogunlagsmistir.
Bu atigin pH’sinin uygun olmasi ve funguslarin bu ortama kolay adapte olmasi bunu
saglamaktadir. Yapilan ¢aligmalar serbest veya tutuklanmis mikroorganizmalarin kesikli
veya stlirekli sistemlerde uygulanmasi iizerinde yogunlasmistir [6]. Zeytin yag1 fabrikasi
atik suyunun kirlilik probleminin azaltilmasinda pek ¢ok metot Onerilmektedir. Bunlar

arasinda aerobik biyolojik islemler en ekonomik ve etkili olanidir [56].



1.7.2. Anaerobik biyoremediasyon (biyolojik iyilestirme)

ZYFA’nin aritim teknolojilerinden en ¢ok Onerileni anaerobik aritimdir [57].
Genelde anaerobik ¢alismalarda atik suyun yiiksek oranda sulandirimina ihtiyag¢ vardir [6].

Anaerobik aritmada metan iiretimi ayr1 bir avantajdir.

1.7.3. Anaerobik- aerobik biyoremediasyon (biyolojik iyilestirme)

ZYFA’nin yiiksek KOI, fenol ve yag igeriginden dolay1 direkt anaerobik isleme
sokuldugunda diisiik miktarda metan olusmaktadir. Bu problem atik suyun aerobik olarak
On aritim ve daha sonra da anaerobik sistemle yiiksek metan iiretmek seklinde asilabilir.
Aerobik-anaerobik aritim, atik suyun metan iiretimi acisindan degerlendirilebilirlik

olasiligini artirmaktadir. Fakat bu ¢caligmalarin dezavantaji koyu renginin kalmasidir [6].

1.8. Zeytin Yag1 Fabrikas1 Atik Suyunun Degerlendirilmesi icin Yapilan Calismalar

1- Bitkiler i¢in giibre olarak kullanilmasi

2- Hayvanlara besin olarak kullanilmasi

3- Besiyeri olarak kullanilmasi siirecinde protein {liretimi
4- Besiyeri olarak kullanilmas siirecinde enzim iiretimi
5- Antioksidant eldesi

6- Biyosiirfektan iiretimi

7- Ksantan tiretimi

8- Besiyeri olarak kullanilma siirecinde bitki biliylime maddelerinin iiretimidir [6].

1.9. Vinas

Ulkemizde endiistri bitkileri igerisinde toplam iiretim alamnin %24.4’{inde seker
pancari ekimi yapilmaktadir [58].

Seker sanayi, iilkemizdeki en biiyiik sanayi kuruluslar1 arasinda yer almaktadir. Son
yillarda seker {iretiminde diinya iilkeleri arasinda 8. siray1 alan Tiirkiye'de giinde yaklasik

95 ton/gilin kapasitede seker pancari islenmektedir [59]. Seker fabrikalar1 atik sulari, alict



ortamlar i¢in 6nemli derecede kirlilik meydana getirmektedir. Melas, seker elde etmek i¢in
seker pancarinin islenmesi sirasinda ortaya ¢ikan koyu kahve renkli koloidal bir maddedir.
Seker fabrikasinda islenen her 100 kg seker pancarinda 4 kg kadar melas olugsmaktadir.
Iceriginde kompleks polisakkaritler, invert sekerler, karbohidrat olmayan bilesikler, koyu
ve kahverenkli azot igceren polimerik bilesikler, inorganik iyonlar, malik asit, propiyonik
asit, formik asit, asetik asit gibi organik asitler bulunmaktadir. Melas, alkol amino asit ve
maya gibi 6nemli bilesiklerin iiretiminde ve ayni1 zamanda kepek, saman ve kuru kiispelere
eklenerek hayvan yemlerinde de kullanilmaktadir [60].

Alkol fabrikalari alkol iiretiminde melas1 besiyeri olarak kullanirlar. Mayanin alkol
iiretimi siirecinde atik su olarak vinas iiretilir. Vinas; ana ¢ozeltiden alkol destile edildikten
sonra geriye kalan atik suya verilen isimdir. Bu atik su, melastan gelen biitiin tuzlarla maya
tiretimi sirasinda katilmis olan mineral tuzlarin ve mayalanmay1 yapmis olan maya kiitlesini
kapsar [61].

Vinas, fermentasyon yoluyla etil alkoliin {iretimi sirasinda agiga ¢ikan,
pargalanabilir maddeler agisindan zengin, koyu renkli bir atik sudur. [62-65]. Rengi
melanoidinden gelmektedir [66-68]. Melanoid, seker ve amino bilesiklerin 1sitilmasiyla
olusur [68]. Vinas, kisa siirede ¢ok miktarda iiretildigi i¢in kirletici olarak degerlendirilir.
Uretilen her 1 L alkole karst 10-15 L vinas olusmaktadir [62, 69-72]. Yiiksek organik
icerigi ve yliksek tuzlulugu nedeniyle 2 ana cevresel probleme neden olur [73-75]. Sucul
sisteme verildiginde suyu renklendireceginden 151k gegirgenligi azalir ve fotosentez dengesi
bozulur. Toprakla karistiginda ise topragin pH’simi diisliriir ve tarimsal {riinleri etkiler.
Yiiksek organik igerigi nedeniyle 6trofikasyona neden olur [68].

Vinas, havuza ve lagoonlara bosaltildiginda sicak yaz donemi siiresince konsantre
hale gelir. Vinasin igerigi organik madde agisindan zengindir [75, 76]. Vinas, metan
tiretiminde kullanilmakta ve degerlendirilmektedir [77].

Vinas, organik madde ve besin degeri icerigi acisindan tarimsal alanlarda giibre
olarak da degerlendirilebilir. Fakat tarimsal alan iizerine konsantre edilmis vinasin direk
uygulanmasi yiiksek tuzluluk, diisiik fosfor igerigi nedeniyle ekonomik ve c¢evresel
problemlere yol agar [73]. Yapilan baz1 ¢alismalarda, vinasin besiyeri olarak
kullanilmasiyla, c¢esitli bitki biiylime hormonlarinin iiretilebilecegi ve bu atigin

degerlendirilebilecegi bildirilmektedir [78].
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Vinasin igerigi, kullanilan melas, maya ve {iretim sistemine gore degisiklikler
gostermektedir. Bu atik su yliksek oranda azot ve fosfor icermekle birlikte yapisinda ¢esitli
vitaminler ve amino asitler de bulunmaktadir. Cizelge 1.3’de vinasin igerigi verilmistir

[79].

Cizelge 1. 3. Vinasin igerigi [62].

Parametreler Miktar Birim
pH 4.89 -
Renk Koyu -
KOIi 80.0 g/L
BOI 70.0 g/L
Toplam Kat1 98.4 g/L
Askida Kati 6.4 g/L
Toplam Azot 3.9 g/L
Siilfat 2.9 g/L
Etanol 5.0 g/L
Gliserol 5.2 g/L
Asetik Asit 2.8 g/L
Laktik Asit 10.0 g/L
Siiksinik Asit 0.5 g/L

1.10. Vinasin Cevre Kirliligine Etkisi

Vinasta bulunan maddelerden biri de siilfattir. Siilfat melasin asitlendirme
isleminden ileri gelmektedir. Konsantrasyonunun ¢ok yiiksek seviyede olmasi durumunda
beton {lizerinde korozif bir etkiye sahiptir. Ayrica anaerob aritim sirasinda kiikiirtli
hidrojenin olugsmasi olumsuz durumlar yaratmaktadir [79].

Bu atik su igerisinde fenolik maddeler oldugu ve bu maddelerin atik suyun

anaerobik aritiminda (metan tiretimi) olumsuz etki yaptigi bildirilmektedir [80].
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1.11. Vinasin Artilabilirligi

Kapsadigr organik maddelerden dolayr vinas gevre kirliligi yaratmakta ve bu
nedenle aritilmasi veya degerlendirilmesi gerekmektedir (Cizelge 1.4) Koyulagtirilarak elde
edilen konsantre vinas hayvan yemi veya giibre olarak kullanilabilmektedir. Ancak
vinastaki organik maddelerden yeterince istifade edilemedigi gibi buharlastirma maliyeti de

yiiksek olmaktadir [79].

Cizelge 1.4. Vinasin alic1 ortama desarj standartlar1 [25].

Parametre Birim Kompozit numune (2 saatlik)
BOI mg/L 80

KOI mg/L 150

1.12. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji biyolojik sistemlerin mal ve hizmet iiretiminde kullanilmasi olarak
tanimlanabilinir. Biyoteknoloji; saglik, gida, tarim, kimya ve ¢evre gibi alanlarda uygulama
bulmaktadir.

Biyoteknolojiyi cesitli alt kisimlara ayirabiliriz:

- Fermentasyon Biyoteknolojisi

- Enzim Biyoteknolojisi

- Atik Biyoteknolojisi

- Cevre Biyoteknolojisi

- Yenilenebilir Kaynak Teknolojisi

- Anaerobik Biyoteknoloji

- Protein Biyoteknolojisi

- Tarimsal Biyoteknoloji gibi [81].
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1.12.1. Cevre biyoteknolojisi

Yeni bir ¢cok sanayi dalinin gelismesi, varolanlarin etkinligini artirmasi ve stirekli
artan sehir niifusu, bu yiizyilin basindan itibaren dogal kaynaklarin kirlenmesine neden
olmus ve beraberinde ¢evre sorunlarinin ¢oziimiine yonelik teknolojilerin gelistirilmesini
zorunlu kilmistir. Cevre Biyoteknolojisi, canli organizmalarin ve onlardan elde edilen
iriinlerin, cevre kirliligi ve riski yaratan madde ve atiklarin biyolojik iyilestirilmesinde
kullanilmasidir. Bununla birlikte ¢evrenin izlenmesi ve ¢evreye yonelik transgenik bitki

tiretimleri de bu c¢ergeve icerisindedir [82].

1.12.2. Cevre biyoteknolojisinde funguslarin 6nemi

Cevre kirliligi olgusu ve kirliligin giderimine yonelik arastirmalar giin gectikge
artmaktadir. Bugiline kadar rapor edilen calismalarin ¢ogunda bakterilerin ve onlarin
iriinlerinin yikim yetenekleriyle ilgiliyken bu amag i¢in mayalarin ve filamentli funguslarin
degerlendirilmesi lizerine de ilgi artmaktadir [83, 84].

Funguslarin ¢evresel kirleticilerin yikiminda kullanilabilmesinde 2 ana yol vardir.
[k yaklasim, s1v1 atik suyun 6zgiil fungusla maruz kalmas i¢in fermentasyon ve evsel atik
su aritim sistemlerini modifiye etmektir. Bu yolda kullanilan funguslar, tek kirleticiyi ya da
karisik kirliligi aktif olarak yikabilmektedir. Ikinci yaklasim canli fungusun ya da enzim

gibi Uriinlerinin kirletilmis ¢cevrede direkt olarak kullanilmasidir [83].

1.13. Beyaz Ciiriikciil Funguslar

Beyaz ciiriik¢iil funguslar ¢evre kirliligine kars1 kullanabilecegimiz muhtesem cevre
dostu organizmalardir [81]. Basidiomycetes simifina dahildir. Bu funguslar, lignin ve yikima
direncli diger aromatik bilesiklerin yikimi i¢in spesifik olmayan oksidatif sistemi
gelistirmektedir [85-87]. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslar, lignin dahil fenolik orjinli polimerleri
tamamen yikabilen bir ka¢ mikroorganizma grubundan biridir [88]. Beyaz ¢iiriik¢iil
funguslar lakkaz, mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz gibi lignin yikimindan sorumlu

enzimleri sentezler [89]. Lignin yikim yetenekleri yiliksek olan bu funguslar odunda beyaz
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cliriimeye neden olduklarindan dolay1 “beyaz ciiriik¢iil fungus™ olarak adlandirilirlar. Ayni
zamanda “ligninolitik funguslar” olarak da bilinirler. Calismalar bu funguslarin, polisiklik
aromatik hidrokarbonlari, polisiklik bifenil dioksin, DDT ve endiistriyel boyalar gibi
ksenobiyotikleri iceren Kkirlilikleticilerin yikiminda yetenekli oldugunu gostermektedir.
Beyaz ciiriik¢iil funguslarla yiiriitiilen ¢caligsmalar1 asagidaki sekilde gruplayabiliriz.

1- Boyar maddelerin yikimi/giderimi [90-93]

2- Alkol fabrikasi atik sulariin aritimi [94]

3- Zeytin yag1 fabrikasi atik sulariin aritimi ve degerlendirilmesi [44, 49].

4- Peynir alt1 suyunun degerledirilmesi [95]

5- Tekstil fabrikasi atik sularinin aritimi [96]

6- Tarimsal atiklarin degerlendirilmesi [64, 71]

7- Lakkaz gibi enzimlerin iiretimi [97, 98]

8- Ksenobiyotiklerin yikimi [99]

9- Metal adsorbsiyonu [100]

10- Komiiriin sivilastirilmasi [101]

11- Hormon iiretimi [78]

Lakkaz, lignin yikan basidiomyceteslerin ¢ogu tarafindan salgilanmaktadir [102].

1.14. Lakkaz

Lakkaz, 19. ylizyilin sonlarindan beri iizerinde ¢aligmalar yapilan bir enzimdir.
[103, 104]. Lakkaz, ilk kez Yoshida tarafindan 1883’de Japon vernik agaci (Rhus
vernicifera) 6zsuyunda kesfedilmistir [105-107]. Fungusta bu enzimin varligi 1896’da
rapor edilmistir [105, 107]. Lakkazlar, uzun siiredir bilinmesine ragmen beyaz ¢iiriik¢iil
funguslar tarafindan odunun enzimatik yikimi ¢alismalarina baglandiktan sonra dikkati
¢cekmistir [103].

Lakkaz (EC 1.10.3.2), katalitik merkezinde bakir atomu iceren polifenol oksidaz
grubuna aittir ve ¢oklubakir oksidaz olarak da adlandirilir. [103, 105, 108]. Lakkaz, difenol
oksidaz olarak adlandirilmasina ragmen 2,6 dimetoksifenol ve guaikol gibi monofenoller,

difenollerden daha iyi substrattir [103].
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Lakkazlar, pek¢ok  filamentli = fungus (Basidiomycetes,  Ascomycetes,
Deuteromycetes), bitkiler (6rn: Rhus vernicifera), birka¢ bocek (6rn: Bombyx sp.)
tarafindan Tretilen enzimlerdir. [103, 106, 109, 110]. Azospirillum lipoferium ve
Alteromonas sp. gibi bazi bakterilerin de bu enzimi irettigi rapor edilmistir [ 112-114].
Bakteri lakkazlar1 intraseliilar ya da periplazmik proteinlerdir. En iyi karakterize edilen
bakteri lakkaz1 Sinorhizobium meliloti’den izole edilendir. [103, 115]. Fungus lakkazlar1 in
vivo’da pigment sentezinde, meyve sekillenmesinde, lignin yikimi siirecince fenollerin
detoksifikasyonunda, fungus/konuk (patojenik tiirlerde virulans iceren) etkilesiminde ise
karisir [103, 109, 116, 117].

Beyaz ciiriik¢iil funguslarin hemen hemen her tiiriniin ¢esitli oranlarda lakkazi
tirettigi rapor edilmektedir [103].

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, odun ya da kat1 substrat ortaminda cesitli lakkazlar
diisiik konsantrasyonda iiretir. Ekstraseliilar lakkaz Basidiomycetes’lerde az miktarda
tiretilmektedir. Lakkazin iiretimi ferulik asit, 2,5-ksilidin, p-anisidin ya da veratril alkol gibi
yapisal olarak lignin benzeri ya da lignin tiirevi gibi maddelerle zenginlestirilebilmektedir
[106, 119]. Pek ¢ok arastirici, lakkaz {iiretimini arttirmak amaciyla kiiltiir ortamina
indiikleyicilerin eklenmesi durumunu degerlendirmis ve ksilidin, veratril alkol gibi
bilesiklerin eklenmesiyle lakkaz iiretiminin artti§i saptanmistir [120]. Bazi funguslarin
lireme ortamina ¢esitli aminoasit ve vitaminlerin eklenmesi lakkaz {iretimini artirmaktadir
[121]. Bakar; oksidaz grubunun siiperoksidaz, askorbik asit oksidaz, tirosinaz, sitokrom
oksidaz ve lakkaz gibi pek ¢cok fungal enzimde metal aktivator olarak anahtar role sahiptir.
Calismalar lakkaz sentezi iizerine 6nemli bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Bakir
pek cok lakkaz izoformlarinin gen transkripsiyon diizeyinde diizenlenmesini saglamaktadir
[119].

Beyaz ciirtik¢iil funguslarin ligninolitik sistemleri esas olarak fungusun sekonder
metabolik fazi siiresince aktive edilir ve sik sik azot siirlamasiyla baglatilir. Fakat bazi
soylarda azot konsantrasyonunun ligninolitik aktivite iizerine etkisinin olmadigi

bulunmustur [106].
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1.14.1. Hiicresel lokalizasyon

Substratlarinin  6zellikleri nedeniyle lignini yikabilen enzimler ekstraseliilerdir.
Saflagtirilan ¢ogu lakkaz simdiye kadar ekstraseliilar enzim olmasina ragmen odun
curiikclilii funguslarin lakkazlar1 intraseliilar olarak da bulunabilir. Trametes versicolor,
glikoz, bugday samani ve kayin agaci yapraklari tizerinde lretildiginde hem ekstraseliilar
hem de intraseliilar lakkaz1 tiretmektedir. Agaricus bisporus’da lakkaz aktivitesinin az bir
kismi intraseliilar olarak bulunmustur. Fakat total aktivitenin %88’inden daha fazlasi
hiicredisidir. Lakkaz aktivitesinin intra ve ekstraselillar varligit  Phanerochaete
chrysosporium ve Suillus granulatus’da da belirlenmistir. Basidiomycetes Irpex lacteus’da,
C. neoformans mayas1 ve Trichoderma spp.’nin sporlarinda hiicre duvariyla iliskilidir.
Lakkazin lokalizasyonu muhtemelen fizyolojik fonksiyonuyla birlestirilir. Periplazmik
bakteriyal lakkaz kadar funguslardaki intraseliilar lakkazlarin da hiicrede diisiik molekiiler

agirlikli fenolik bilesiklerin transformasyonuna katilmasi olasidir [103].

1.14.2. Yapisal ozellikleri

Lakkazlar genellikle molekiil agirliklart 60 ve 80 kDa olan, hiicre dis1 ve
glikoprotein yapida enzimlerdir. Pek ¢cok monomerik lakkaz molekiilleri yapilarinda 4 bakir
atomu igerir [106, 122].

Fungal lakkazlarin bir kismi monomerik proteindir. Pek¢ok lakkaz homodimerik
yapi sergiler [103].

Lakkazlar ard arda dort kez, 1 elektron oksidasyonunu katalizler sonra bu
elektronlart molekiiler oksijene transfer ederek suya indirger. Bu ailenin tim iiyeleri
tarafindan yerine getirilen bu kataliz, enzim molekiilinde 4 bakir merkezin varligiyla
meydana gelir [103]. Lakkazlar yapisinda bulunan bakir atomlarindan dolay1 ¢ok bakirli
enzimler (metaloenzimler) olarak ifade edilirler [122]. Sekil 1.1°de lakkazin yapist ve
katalitik dongiisii gosterilmistir [104].

Genellikle 4 bakir atomu iceren lakkaz enzimi diger organizmalara gore funguslarda

daha yaygin olarak bulunmaktadir [123, 124].
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Lakkazlar ¢esitli substratlar1 kullanabilmektedir. Fenolik maddeler (krezol gibi
monofenoller; orto, meta, para difenoller ve polifenoller) ve aromatik aminler bu
substratlarin basinda gelir [122] .

Lakkazlar elektronlart molekiiler oksijene transfer ederek suya indirgerler ve bu
yolla lignindeki fenolik {initeleri fenoksi radikallerine oksitlerken belli yardimci
substratlarin ve aracilarin varliginda fenolik olmayan lignin alt birimlerini de oksitleyebilir
[122].

Beyaz cliriik¢iil funguslarin bu enzimi {iretimi diizenlenebilir. Ksilidin, veratril
alkol, ferrulik asit gibi indiikleyicilerin 7. versicolor iireme ortamina eklenmesi ve 7. trogii,
P. ostreatus ve T. versicolor ilireme ortamina bakirin eklenmesi durumunda lakkaz

liretiminin arttig1 bildirilmistir [108].
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Sekil 1.1. a) Lakkazin yapisi, b) Lakkazin katalitik dongiisii [104].

17



Lakkazlarin substratlar1 i¢in Km deger aralig1 genistir (1-10 mM) [125].

1.14.3. Lakkazin onemi

Lakkaz enziminin biyoteknolojide kullanim alanlar:
- Kagit hamuru ve kagit endiistrisinde agartma ajani olarak kullanimi: Lakkazin
odun ve kagit hamurundan lignin gideriminde kullanimina yonelik ¢calismalar yapilmaktadir
[126, 127].
- Iceceklerde fenol analizinde kullanimi: Tutuklanmis lakkazin, sarap ve elma
suyundaki fenol analizinde ve fenollerin gideriminde kullanimi ¢alisilmaktadir [106].
- Biyosensor olarak kullanimi: Fenolik bilesiklerin belirlenmesinde biyosensor olarak
kullanilmasina yonelik ¢esitli caligmalar rapor edilmistir [128].
- Biyolojik iyilestirmede kullanimi: Atik sulardaki fenolik bilesiklerin giderilmesinde
kullanimina yonelik caligmalar rapor edilmistir. Ayrica lakkaz enzimi ksenobiyotik olan
herbisitleri yapisal degisiklige ugratarak inaktif analoglarina doniistlirebilmekte, bdylece
herbisitlerin hem toksikligi giderilmekte hem de bu toksisiteden pek ¢ok canlinin
etkilenmesi 6nlenebilmektedir [122].
- Kot kumasmin beyazlatilmasinda kullanimi: Tekstil endiistrisinde lakkazin
kullanim1 ¢ok hizli bir sekilde gelismektedir. Ciinkii lakkaz, tekstil boyalarinin ve tekstil
atik sularinin rengini giderebilmektedir.
- Nanobiyoteknolojide kullanimi: Lakkaz, kofaktor eklenmeksizin elektron transfer
reaksiyonlarin1 katalize etmede yetenekli oldugu icin c¢esitli fenolik bilesiklerin
belirlenmesinde kullanilmalarina yonelik caligmalar yapilmaktadir. Nanoteknoloji, mikro
ve nanometre Olgekli farkli tipteki yiizeyler iizerine biyomolekiillerin spesifik
adsorpsiyonunu ve yliklemesini kontrol etmek yoluyla daha kiigiik ve daha etkili biyosensor
gelistirmeye katki saglamaktadir.
- Toprak biyoremediasyonunda kullanimi: Polisiklik aromatik hidrokarbonlarla
birlikte diger ksenobiyotikler topraktaki kirliligin ana kaynagidir. Béylece onlarin yikilmasi
cevre i¢in oldukca onemlidir. Lakkazin katalitik 6zellikleri bu tip bilesikleri yikmak igin

kullanilabilinir.
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- Sentetik kimyada kullanimi: Lakkazlar, sentetik kimyada da biiyliik ilgi
gormektedir. Kopmleks polimer ve medikal ajanlarin korunmasinda ve oksidadif hasari
onlemede uygulanabilirligi 6nerilmektedir.
- Kozmetikte kullanimi: Lakkaz kozmetik alaninda da kullanilmaktadir. Lakkaz
temelli sa¢ boyalarinin daha az tahris edici oldugu bilinmektedir. Ciinkii boya
formasyonunda lakkaz, okside edici ajan olarak H,O,’in yerini alir [126].
- Besin endiistrisinde kullanimi: Besin endiisrisinde lakkazlar, besin ya da
iceceklerden fenol gideriminde kullanilmaktadir [105, 126]. Lante v.d. (1992) sarap
prosesi sliresince lakkazin stabilizer olarak kullanimini rapor etmistir [129].
- Immunosensér olarak ve enzim analizlerinde kullanimi
- Organik sentezde uygulama alani olmasi

Beyaz ciiriik¢iil funguslar lignini yikabilen bir ka¢ organizmadan biri oldugu icin
biyolojik kagit hamurunun agartilmasi1 uygulamalarinda calisiimaktadir. Bu funguslar
odunun yikimimni gergeklestiren lignonilitik enzimlerin iireticileri olarak bilinir. Lakkaz,
endiistriyel uygulamalar i¢in dnemlidir. Clinkii lakkaz, fenolik ve fenolik olmayan lignin
yapisini yikabilir. Lakkazlarin ekstraseliilar glikoprotein dogas1 fungal biyokiitleden hizlica
ayrilmasin1 saglar. Fungal lakkazlarin biiylik 6l¢ekli uygulamalarinda kullaniminin en
onemli siirlayicisi, diisiik oranda iiretimidir [106].

Organik kirliliklerinin aritimi i¢in lakkaz ve peroksidaz enzimleri kullanilabilir.
Enzimatik metotlar genellikle diisiik enerji gerektirir ve kontrolii kolaydir. Lakkaz ve
peroksidazlar toksik organik bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyebilir ve genis substrat

Ozgiiliigii vardir [125].

1.15. Tutuklama (Immobilizasyon)

Mikroorganizmalar tarafindan gerceklestirilen biyokimyasal doniisiimlerden; besin,
kimya, tip ve fermentasyon olaylarina dayali endiistri kollarinda genis Olgiide
yararlanilmaktadir. Bu dontistimlerde ilk asamada serbest mikroorganizmalar kullanilmig
daha sonra mikroorganizmalarin tutuklanarak kullanilabilecegi diisiincesi ortaya ¢ikmustir.

Son yillarda tutuklanmis hiicrelerden yararlanilmakta ve boyle katalizorlerin yeni

ozellikleri kullanilmaktadir [130]. Bu c¢alismalarin bir nedeni, bdyle organizmalarin

19



endiistriyel agidan kullaniminda 6nemli bir parametre olan sekonder metabolit iiretim fazini
miimkiin oldugu kadar uzatmaktir [131]. Tutuklanmis hiicrelerin serbest hiicrelere gore bazi
avantajlarinin oldugu bildirilmektedir. Bunlar;

- Jel ve hiicreler arasindaki fizikokimyasal iligkilerin korunmasina bagl iistiin bir

denge olusturur.

- Uygun olmayan ¢evre kosullarina kars1 hiicreleri korur.

- Yiiksek oranda substrat alinmasina dogru hiicrelerin gecirgenligini degistirir.

- Fermentasyon bolgesinden son {iriinleri hizla uzaklastirir.

- Biyokatalist sisteminin kendini kolaylikla yenilenmesini saglar.

- Tekrar tekrar kullanilabilir.

Birgok endiistri kolunda, ekonomik olan maddelerin (enzimler, antibiyotikler, bitki
biliylime hormonlari, steroidler ve organik asitler v.d.) iiretiminde alisilagelmis yontemler
kullanilmakla birlikte, son yillarda gerek laboratuvar kosullarinda gerek pilot diizeyde

yapilan ¢alismalarda ¢esitli tutuklama islemleri gergeklestirilmeye baslanmistir [132, 133].

1.16. Tutuklama Yontemleri

Cesitli tasiyicilara, hayvan ve bitki hiicrelerinin, enzimlerin ve mikroorganizmalarin
tutuklanarak kullanilmasinin biyoteknolojik uygulamalarda pek ¢ok avantaji vardir [134].
Tutuklama ajani olarak sodyum aljinat, kitin, kitosan ve seliilloz tiirevleri gibi dogal

polimerler kullanilmaktadir [135, 136].

1.16.1. Tasiyiciya baglama

Mikroorganizmalarin veya enzimlerin bir tasiyiciya baglanmasi ti¢ ana sekilde
olmaktadir.
a) Fiziksel adsorpsiyon: Hiicre tutuklamada kullanilan ilk uygulamadir. Hiicreler plastik
materyal, seramik yiizey ve odun gibi farkli destekler {lizerine adsorbsiyonla tutuklanir
[137]. Burada etkili olan, yiikler arast ve hidrofobik iligkidir. Fiziksel adsorbsiyonun

dezavantaj1 sicaklik, pH gibi ¢evresel kosullardan etkilenmesidir [138].
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b) Kovalent baglama: Bu uygulama, destek matriksi ve biyolojik materyalin fonksiyonel
grubu arasinda bag olusumuna dayanir. Reaksiyon diisiik sicaklik, diisiik iyonik kuvvet ve
notral pH sartlarinda gergeklesir [139].

¢) Iyonik baglama: Iyonik baglama metodu suda ¢oziinmeyen tasiyicilara enzimin iyonik
baglanmas1 temeline dayanir. Iyon degistirici 6zellige sahip polisakkarit ve sentetik
polimerler tasiyici olarak kullanilir. Bu tasiyicilara enzimin baglanmasi kolaylikla olur ve
sartlar kovalent baglanma icin gerekenden daha uygundur. iyonik baglanma metodunda
enzimin aktif bolgesinde ve konformasyonunda kiiciik degisiklikler meydana gelebilir

[140].

1.16.2. Capraz baglama

Bu yontem, daha cok iceride tutuklama ve kovalent baglama yontemlerinin
kombinasyonu seklinde uygulanir. Capraz baglayict reaktif olarak gluteraldehit,
hegzametilen diizosiyanat, diflorodinitrobenzen sik kullanilir. Bifonksiyonel reaktifler hem
enzim hem de hiicre tutuklamasinda kullanilir [141]. Bu metodu olusturan mekanizma
aktive edilmis inorganik destek ve hiicre arasinda kovalent bag formasyonuna dayanir.
Capraz bag icin yiizeyin kimyasal modifikasyonu gereklidir. Bu reaksiyon aktive edilmis
destek materyali ve hiicre arasindaki reaksiyon i¢in inorganik silis yiizey lizerine reaktif
organik grubun girisini gerektirir. Capraz baglama i¢in kullanilan kimyasallarin toksisitesi

bu uygulamanin kullanimini sinirlar [137].

1.16.3. iceride tutuklama

Hiicre tutuklamada en yaygin calisilan metot, polimer matriks i¢ine hiicrelerin
alinmasidir. Bu amagla kullanilan matriksler arasinda agar, aljinat jel, seliiloz ve tilirevleri,

kollajen, jelatin, poliakrilamid, poliester, poliiiretan sayilabilir [137].
a) Jel icerisinde tutuklama: Burada aljinat boncuklar1 igerisine tutuklanir [142].

b) Mikrokapsiil icerisine tutuklama: iki sekilde yapilmaktadir. ilk olarak jel igerisinde

tutuklama yapildiktan sonra boncuk igerisine 'citrat' verilerek jel halindeki aljinat
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stvilagtirilir ve kapsiil elde edilmis olur. Bu metod ile hiicreler tutuklandiginda besin ve
oksijen gibi kiiciik molekiiller rahatlikla kapsiil i¢ine niifuz ederler, hem hiicre gibi biiyiik
molekiiller kapsiil disina ¢ikamazlar. Ikinci olarak hiicre veya enzim CaCl, ¢ozeltisi ile
karigtirilir. Bir enjektor yardimiyla karigtirilmakta olan Na-aljinat ¢ozeltisine enzim —CaCl,
karisimi damlatilarak kapsiiller olusturulur. Olusan kapsiiller distile su veya uygun tampon
cozelti ile yikandiktan sonra CaCl, c¢o6zeltisinde bekletilerek sertlesmesi saglanir.
Kapsiillerin saglamligi agisindan sekillerinin diizgiin kiireler halinde olmasi1 gerekir.
Kapsiillerin igi sividir ve etrafi aljinat membran ile kaphdir. i¢ ortam sivi oldugu icin
enzimin hareket kabiliyeti boncuklarda oldugu gibi sinirlanmamaistir [142].

Ulkemizde zeytin yag1 ve alkol fabrikalarinin pek ¢ogunun aritim sistemi mevcut
degildir ve bu nedenle olusturulan atik sular direkt olarak dogaya verilmektedir. Her iki
atik su yiiksek organik igerige sahiptir. Ayni zamanda KOI, pH gibi parametreleri de Tiirk
Cevre Mevzuatinda belirtilen atik su desarj standartlarina uymamaktadir. Zengin icerikleri
nedeniyle atik sularin degerlendirilmesi ve bu siiregte biyolojik iyilestirilmesinin
gerceklestirilmesi cok dnemlidir.

Bu c¢aligmanin amaci vinas ve ZYFA’nin besiyeri olarak kullanilmasi siirecinde pek
cok alanda uygulama alani bulabilen lakkaz enziminin beyaz ¢iiriik¢iil fungus peletleriyle

iiretilmesidir. Calismada ayrica biyolojik iyilestirmenin olup olmadigi da arastirilacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Zeytin Yag Fabrikas1 Atik Suyunun Biyolojik Iyilestirilmesine Yénelik Yapilan

Calismalar

Scioli ve Vollaro (1997) tarafindan yapilan bir arastirmada ZYFA’nin aritimi igin
Yarrowia lipolytica ATCC 20255 mayasi kullanilmigtir. Bu mayanin 3.5 litrelik fermantore
ekimi sonucunda 24 saat iginde atik suyun KOI’si %80 oraninda azaltilmistir. Calismada
22.45g/L. biyomas ve lipaz enzimi elde edilmistir. Yag, gres, fenoller ve karbohidratlarin
aerobik fermentasyon sirasinda biiyiik oranda giderildigi rapor edilmistir [143].

Politiretana tutuklanmis Lentinula edodes ile yapilan ¢alismada sakaroz, maya oziitii
ve Tween 80 eklenmis ZYFA tutuklanmis fungusla muamele edilmistir. Total organik
karbon, total fenol ve orto-difenol iceriginin azaldig1 ayn1 zamanda atik suyun renginin 1.
giinde %75 ve 2. giinde ise %72 oraninda giderildigi bildirilmistir [144].

Yesilada vd. (1998) Coriolus versicolor ve Funalia trogii’nin ZYFA ortaminda
iiretilmesi siirecinde biyolojik iyilestirilme verimini arastirmis ve baslangic KOI
konsantrasyonu, ekim miktar1 ve calkalama hizinin biyolojik giderimi etkiledigi rapor
edilmistir. Optimum kosullarda F. trogii’nin {ireme siirecinde atik suyun KOI’sinin %70,
fenoliinlin %93 ve renginin %81 oraninda giderildigi saptanmis ve C.versicolor’un 6
giinliik {ireme siirecinde ise %63 KOI, %90 fenol ve %65 renk giderimi gerceklestirdigi
rapor edilmistir [145].

Yesilada vd. (1999) ZYFA’nin akut letal ve genotoksik etkisinin oldugunu rapor
etmistir. LC50 degerleri Rana ridibunda i¢in %2.59, Bufo viridis igin %2.12 olarak
saptanmustir. Atik suyun Drosophila melanogaster iizerine genotoksik etkisinin oldugu
saptanmistir. Funalia trogii ile 6 giin muamele edilen atik suyun fenol (%88), KOI (%40),
renk (%64) gideriminin gergeklestigi ve toksikligin azaldig1 rapor edilmistir [46].

Kahraman ve Yesilada (1999) yapmis olduklart g¢aligmada farkli oranlarda
seyreltilmis ZYFA’y1 dort beyaz ¢iirlik¢iil fungus (Coriolus versicolor, Phanerochaete
chrysosporium, Funalia trogii, Phanerochaete sajor-caju) ile muamele etmisler ve iireme
ortamina tarimsal atik olan pamuk sap1 ekleyerek funguslarin renk giderim ve KOI giderim

yeteneklerini arastirmislardir. Phanerochaete chrysosporium % 20’lik atik su ortamda
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KOI'yi %48 ve rengi %58 oraninda giderirken, F. trogii %30’luk atik su ortaminda %51
KOI ve %55 oraninda rengi gidermistir [71].

Portekiz’in farkli bolgelerinden saglanan ZYFA’nin (geleneksel ve siirekli iiretim
sisteminden ¢ikmig) akut toksisitesi Vibrio fisheri, Photobacterium phosphoreum ve
Daphnia manga kullanilarak ve ayrica pek ¢ok fiziksel ve kimyasal parametrelerle
karsilagtirilarak degerlendirilmistir. Biitiin test tiirleri lizerine ZYFA’nin yiiksek derecede
toksik etki gosterdigi saptanmistir [146].

ZYFA’nin biyolojik yikilabilirligi iizerine yapilan diger bir calismada atik sudan
izole edilen Penicillium’ un 7 soyu kullanilmis ve biitiin soylarin 22 giin icinde KOI’yi
(%60-%74 ) ve fenolik igerigi (%52-%67) disiirdiigli saptanmistir. Ayrica P4 soyunun
ZYFA ortaminda fermentasyonu sonucu atik suyun Bacillus megaterium’e antibakteriyel
aktivitesinin azaldig1 rapor edilmistir [29].

ZYFA’nin gevresel problemlere yol agmasina neden olan yiiksek, orta ve diisiik
molekiil agirlikli bilesiklerin etkilerini arastirmak icin yapilan ¢alismada ultrafiltrasyonla
atik su li¢ kisma ayrilmigtir. Ayrilan kisimlar jel filtrasyonla analiz edilmis ve diisiik
molekiil agirlikli bilesiklerden olusan kisim Phaerochaeate chrysosporium ile muamele
edilmistir. Renk gideriminin ve depolimerizasyonun yiiksek oldugu saptanmistir. Bu
kisimda lignin peroksidaz enzimi eser miktarda bulunmustur. Yiiksek molekiil agirlikli
bilesiklerin oldugu kisim fungus ile muamele edildiginde ise KOI gideriminde ve
depolimerizasyon diizeyinde azalma saptanmistir [44].

Oktav ve Sengiil (2000) karasuyun biyolojik iyilestirilmesi amaciyla Tiirkiye’de
heniiz uygulama alan1 olmayan yeni bir bakteri tiirli denemis ve ham atik su 6rnegine farkl
miktarlarda bakteri ekilerek bakteri miktarinin KOI giderimi iizerine etkisi incelenmistir.
Bakteri miktarinin arttirilmasiyla KOI giderme veriminin arttig1 rapor edilmistir. Ayrica
atik suyun pH’s1 da yiikselmektedir. Havalandirma siiresinin KOI giderme verimi {izerine
etkisine yonelik  yapilan calisma sonucunda KOI'nin %52 oraninda giderildigi
bulunmustur [147].

Kissi vd. (2001) Phaerochaeate chrysosporium ve Pleuratus ostreatus’n dekstroz,
maya Oziitii ve maltoz eklenmis %20’lik ZYFA ortaminda tliretmislerdir. Detoksifikasyonda
ve renk gideriminde P. chrysosporium’un P. ostreatus’dan daha iyi oldugu bulunmustur.

P. chrysosporium 6 giin i¢inde %50’den daha fazla renk giderimi ve fenol giderimi
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gerceklestirirken, P. ostreatus’un 12 glinde giderebildigi rapor edilmistir. Ayn1 zamanda P.
chrysosporium’la muamele edilen ZYFA’ nin Bacillus cereus iizerine olan toksik etkisinin
azaldig1 da saptanmustir [27].

ZYFA’da bulunan fenolik bilesiklerin ve atik suyun renginin giderimi i¢in yapilan
diger bir ¢alismada, Geotrichum candidum kullanilmis ve mikroorganizmanin 3 giin
liretimi siirecinde %50 KOI giderimine ulasilmistir. Yiiksek molekiil agirlikli fenolik
bilesiklerin G. candidum tarafindan hidrolize edilmesi ve G. candidum’un iiremesiyle bazi
basit fenolik bilesiklerin giderimi gerceklestiginden %75 oraninda da renk gideriminin
meydana geldigi gozlenmistir. [38].

Fountoulakis vd. (2002) ZYFA’dan fenol giderimi i¢in P. ostreatus kullanmis ve bu
fungusun fenol giderim yetenegi sulandirilmamis ve %50 oraninda seyreltilmis ZYFA
ortaminda test etmistir. %50 oraninda seyreltilmis atik suda 22 giin i¢cinde %78 fenol
azalimi elde edilmistir [23].

Ruiz vd. (2002) ZYFA ortaminda Phaerochaeate florida-alba’y1 iiretmis ve fungus
tarafindan sentezlenen ligninolitik enzimler araciliiyla fenol giderimi ve renk gideriminin
gergeklestirildigi bildirilmistir [148].

Beyaz ciirtik¢iil funguslardan Pleurotus spp.’in ZYFA ortaminda iiretimi sonucunda
12-15 giinde fenolik bilesiklerin %69-76 oraninda giderildigi, ZYFA’nin siyah renginin
sari-kahverengiye dontiistligli, daha parlak hale geldigi ve lireme ortaminda yiiksek lakkaz
aktivitesinin oldugu rapor edilmistir [42].

Phanerochaete flavido-alba’nin iretildigi ZYFA ortaminda mangan peroksidaz ve
lakkaz enzimi belirlenirken lignin peroksidaz belirlenememis ve 10 giin icerisinde %70
oraninda renk, %51 oraninda aromatik bilesik giderimi ve %70 oraninda toksikligin
azaldig1 rapor edilmistir [149].

Fenole direncli iki alg (Ankistrodesmus braunii ve Scenedesmus quadricauda) ile
ZYFA’nin arntimma yonelik yapilan g¢alismada 5. giinden sonra fenol igerigindeki
azalmanin smirlandigr saptanmistir. Her iki alg kiiltliriiniin ZYFA ortamindaki diistik
molekiil agirlikli fenollerin %50’sinden fazlasini yiktig1 fakat tamamen gideremedigi tespit
edilmistir [150].

Farkli KOI degerlerindeki ZYFA ortamlarinda Pynoporus coccineus, Pleurotus

sajor caju, Coriolopsis polyzona, Lentinus tigrinus’un renk ve KOI giderim yetenekleri test
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edilmistir. P. sajor-caju ve C. polyzona 50 g/L KOI iceren ZYFA’nin rengini %75 oraninda
gidermis ve hem mono hem de poliaromatiklerin C. polyzona ile muameleden sonra
azaldig1 tespit edilmistir [ 28].

ZYFA ortaminda iiretilen Geotrichum sp., Aspergillus sp. ve Candida tropicalis’in
polifenol yikim yetenegi farkli konsantrasyonlardaki atik sularda arastirilmistir. Ortalama
KOI giderimi Geotrichum sp., Aspergillus sp. ve C. tropicalis igin siras1 ile %55, %53 ve
%063 olarak tespit edilmistir. Maksimum polifenol giderimi ise sirastyla %47, %44 ve %52
olarak bulunmustur [151].

Bir bagska c¢alismada, ZYFA’nin detoksifikasyonu i¢in Lentinula edodes
kullamilmustir. Inkiibasyondan 48 saat sonra lakkaz iiretimi baslamis ve 9 giinliik
inkiibasyon sonrasi maksimum degere (2.8 IU/ml) ulagmistir. Maksimum KOI giderimi
240 saat sonra %67 oraninda olmustur. Yine, 240 saat sonra %88 toplam fenol giderimi
elde edilmistir. L. edodes ile muamele edilen ZYFA’ nin Triticum durum’un ¢imlenmesine
etkisi aragtirilmis ve ZYFA’ nin fitotoksik etkisinin azalmis oldugu saptanmistir [152].

Sulandirilmis ve steril edilmis ZYFA ortaminda biyoreaktdrde liretilen Pleurotus
ostreatus’un primer metabolizmast sirasinda lireme ortaminda belirlenen tek enzimin
lakkaz oldugu ve fungus biyokiitlesinin artigina paralel olarak seker tiiketiminin arttig1 fakat
fenolik kismin oksidasyona gii¢lii direnclilik gosterdigi bildirilmistir. P.  ostreatus’un
ZYFA’nin toksikligini ve fenolik igerigini azaltabildigi rapor edilmistir [153].

Phanerochaete chrysosporium ve yeni bir Basidiomycetes soyu Euc-1 kullanilan
calismada kullanilan yeni soyun ZYFA’nin rengini giderme konusunda daha iyi oldugu
bildirilmistir ve baslangi¢ fenol konsantrasyonu 800 mg/L olan atik su ortaminda 24
giinliik inkiibasyon siiresince %90 fenol, %73 renk ve %45 KOI giderimi elde edilmistir
[53].

Coriolpsis polyzona’nin lignolitik enzim iiretim yetenegine cesitli indiikleyicilerin
etkisinin test edildigi caligmada veratril alkoliin lignin peroksidaz, Mn peroksidaz ve
lakkaz1 siras1 ile 18.5, 20.8 ve 55 kat arttirdig1 saptanmustir. Ligninolitik enzimler, oksijen
varliginda diisiik azot diizeyinde ve glikoz bulunan ortamda daha iyi iiretilmistir [154].

Pleurotus cinsine ait 4 fungus (P. floridae, P. eryngii, P. ostreatus, P. sajor-caju),
iki maya tiirliniin (Saccharomyces cerevisiae ve Kluyveromyces lactis) ve filamentli

funguslarin (Oidodendron spp ve Penicillum spp) ZYFA’nin biyolojik iyilestirilmesinde
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kullanildig1  ¢alismada attk su Oncelikle kimyasal aritima tabi tutulmustur.
Fermantasyondan once fenolik maddelerin igerigi kimyasal aritimla azaltilmistir.
Fermentasyon siiresince rediikte sekerin tamami mikrobiyal karisim tarafindan 9-12 giinde
metabolize edilmistir. Santrifiij edilmis ZYFA’ ’nin protein igerigi fermentasyondan sonra
yaklasik %40 oraninda azaltilmistir. ZYFA’nin fenol igeriginin kimyasal aritim sonrasi
%65 (3.2 g/L’den 1.2’ye) oraninda fermentasyondan sonra ise 0.2 g/L azaldigi tespit
edilmistir. Ay sekilde BOI de kimyasal aritimdan sonra 102 g/L’den 27 g/L’ye diiserken,
fermantasyondan sonra ise 11 g/L’ye diismiis oldugu bulunmustur [155].

Olivieri vd.’nin (2006) ZYFA’nim biyolojik yikimi {izerine yaptiklari ¢aligmada
Pleurotus ostreatus kullanilmig ve toplam organik karbon, polifenol konsantrasyonu, fenol
oksidaz aktivitesi, renk giderimi ve pH degisimi gibi biyolojik doniistimler test edilmistir.
P. ostreatus’un tlremesi sirasinda steril olmayan ve aerobik kosullarda %70 polifenol
giderimi bildirilmistir. Bu ¢alismada yiiksek oranda lakkaz elde edilmis ve renk giderimi
tespit edilememistir [156].

ZYFA’nm renk ve KOI giderimi ¢aliymasinda Phanerochaete chrysosporium
poliliretana tutuklanarak kullanilmistir. Renk giderimi, adsorbsiyonla polifenollerin %39
oraninda odun talagina tutuklanmasindan sonra gergeklesmistir. Yiiksek lignin peroksidaz
iiretilen ortamim kullaniminda etkili KOI ve yiiksek renk giderimi elde edilmistir.
Poliiiretana tutuklanmis fungus kullanilmasi durumunda ZYFA nin kirlilik parametrelerinin
azalmasina neden oldugu bildirilmistir [157].

ZYFA’nin Phaerochaeate chrysosporium ile 3-5 giin muamelesinden sonra
anaerobik aritim uygulanmis ve uygulama sonrasi atik suyun toksisitesi Vibrio fischeri
kullanilarak saptanmistir. P. chrysosporium ile muameleden sonra atigin toksisitesinin
%100’den %74 e diistiigli ve anaerobik aritimdan sonra ise %38’e geriledigi bildirilmistir
[24].

Aspergillus cinsinin Nigri soyu, Aspergillus aculeatus Ege-K, A. foeditus var.
pallidus Ege-K156, A. niger Ege-K4 ve A. tubingensis Ege-K 265’in ZYFA’nin renk ve
fenol giderim yetenekleri arastirilmistir. A. tubingensis Ege-K 265’in biitiin soylari
sulandirilmamis ZYFA’ nin rengini %30 ve 2 kez sulandirilmis ZYFA’ nin rengini ise %80
oraninda gidermistir. Ayrica sulandirilmamis ve 2 kez sulandirilmis ZYFA’ninda fenolik

bilesiklerin %30 oraninda giderildigi rapor edilmistir [158].
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2.2. Alkol Fabrikasi Atik Suyunun Biyolojik Iyilestirilmesine Yonelik Yapilan

Cahismalar

Yesilada ve Fiskin (1995) 3 farkli beyaz ciirtik¢iil fungusu (Funalia trogii, Coriolus
versicolor, Phanerochaete chrysosporium) vinas ortaminda iiretmisler ve funguslarin
optimum ilireme kosullar1 ve vinasin renginin giderimini aragtirmislardir. C. versicolor ve
F. trogii i¢in optimum {ireme ve renk gideriminin pH 4.5, 30°C ve 150 rpm’de oldugu, P.
chrysosporium igin ise optimum sicakligin 40°C’de oldugu belirtilmistir. Optimum
kosullarda C. versicolor’un %75 ve F. trogii’nin %62 oraninda renk giderimine neden
oldugunu ve P. chrysosporium’un renk giderimi gerceklestirmedigi bildirilmistir. Ayrica
ekim miktarina paralel olarak renk gideriminin arttig1 da saptanmistir [66].

Benito vd. (1997) Coriolus versicolor ile anaerobik-aerobik aritimdan ge¢mis ve 3
g/L sukroz ve 1g/L KH,PO, eklenmis vinas ortaminda %82’lik renk giderimi ve %77’lik
KOI giderimi rapor etmislerdir [159].

Beyaz ciiriik¢iil funguslar disinda diger bazi funguslar ve bakterilerle de renk
giderim calismalar1 yiirlitilmiistir. Bu a¢idan yapilan bir ¢alismada Kumar vd. (1997)
anaerobik aritimdan ge¢mis atik suyu %2.5 oraninda seyreltmisler ve buna 10 g/L olacak
sekilde glikoz ekledikten sonra fakiiltatif anaerobik saf bakteri kiiltiirii ile 7 giin sonunda
%31 renk giderimi ve %57 KOI giderimi elde etmislerdir [67].

Aspergillus terreus ve Geotrichum candidum kullanilan diger bir ¢aligmada A.
terreus ile 120 saatte %66 toplam fenol giderimi elde edilitken G. candidum ile %70
giderim elde edilmistir [ 80].

Coriolus versicolor, Funalia trogii, Phanerochaete chrysosporium ve Pleurotus
sajor caju kullanilan diger bir ¢aliymada statik kosullarda vinasm renk ve KOI giderim
aktiviteleri arastirilmistir. Funguslarin KOI ve renk giderim yeteneklerine pamuk sapinin
etkisi de ayrica test edilmistir. F. trogii ve C. versicolor’un %10’luk ve %30’luk atik
sularin rengini etkili bir sekilde giderdigi tespit edilmis ve pamuk sapinin eklenmesinin
renk giderim aktivitesini arttirdig bildirilmistir [160].

Alkol fabrikasi atik suyunun renginin ve toksisitesinin giderimi {izerine yiiriitiilen
bir arastirmada Flavadon flavus (beyaz ciiriik¢iill fungus) poliliretan kopilik {izerine

tutuklanmis ve tutuklanmis fungusun %10’luk atik suyun rengini 5-7 giin arasinda %60-73
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oraninda giderdigi ve 3 kere etkili bir sekilde kullanilabildigi tespit edilmistir. Fungusla
muamele edilmis atik suyun toksikligindeki degisim Oreochromis mossambicus
kullanilarak arastirilmis ve muamele goérmiis atik su, balikta karaciger hasar1 yapmazken

fungusla muamele gérmemis atik suyun karaciger hasarina neden oldugu bildirilmistir [68].

2.3. Atik Sularin Biyolojik Iyilestirilmesinde Lakkaz Enziminin Kulammina Yénelik

Yapilan Calismalar

Cerrena unicolor’dan saflastirilarak izole edilen lakkazin kararliligi ve kinetiginin
arastirildigr bir calismada ZYFA gibi atik sularda yaygin olarak bulunan fenollerin lakkaz
enzimi tarafindan giderilebilirligi de arastirilmis ve fenollerin yiliksek oranda giderildigi
rapor edilmistir [54].

Lentinula edodes’den elde edilen lakkaz enziminin ZYFA’nin biyolojik
tyilestirilmesinde kullaniminin arastirildigr calismada, lakkaz enzimi adsorbsiyon ve
sonrasinda glutaraldehitle ile carpraz baglanarak kitosana tutuklanmistir. Tutuklanmig
enzimin 24 saatlik stirede %67 polifenol, %72 ortodifenol, toksisiteyi azalttig1 ve ayrica
renk giderimini gergeklestirdigi rapor edilmistir [161].

Yiiriitilen diger bir calismada Trametes sp. 1-62 (CECT 20197) vinasin
detoksifikasyonunda kullanilmistir. Bu c¢alismada kiiltiir ortamina 9%20’lik vinasin
eklenmesinden 7 giin sonra maksimum renk ve KOI giderimi elde edilmistir. %73 oraninda
renk ve %62 oraninda KOI giderimi saptanmistir [162].

Fenice vd. (2003) tarafindan yapilan bir calismada havalandirmali tank tipi reaktor
ve havalandirmali reaktérde ZYFA ortaminda Panus tigrinus kullanilarak lakkaz ve
mangan peroksidaz tiretimi incelenmistir. Tank tipi reaktdrde en yiiksek lakkaz aktivitesi
13 giin sonra 4600+£98 U/L, havalandirmali reaktdrde ise 7 giinde 4300423 U/L olarak
bulunmustur [163].

2.4. Atik Su Ortamlarinda Lakkaz Uretimini Artirmaya Yonelik Yapilan Calismalar

Yesilada ve Figkin (1995) vinas igeren ortamlarda Funalia trogii ve Coriolus

versicolor’un lakkaz iiretim yetenegini arastirmis ve KOI degisimini de saptamislardir.
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Vinas ortaminda yiiksek lakkaz aktivitesi rapor edilmis ve ayrica C. versicolor’un %43, F.
trogii’nin %37 oraninda KOI giderimini gergeklestirdigi bildirilmistir [164].

ZYFA ortamindan izole edilen Chalara paradoxa CH32 maya-malt agarda
tiretildikten sonra lakkaz liretimi i¢in maya-malt sivi besiyerine alinmig ve lakkaz tiretimini
indiiklemek i¢in iiretimin 1. giiniinde ortama ayr1 ayr1 %0.1 lignin hamuru, %5 ZYFA, 20
uM gayakol, 2,5-ksilidin eklenmis ve lakkaz aktivitesi belirlenmistir. Gayakol ve 2,5-
ksidilin lakkaz aktivitesini indiiklememis, lignin hamuru ve ZYFA’nin eklenmesi
durumunda enzim aktivitesi belirlenememistir. Metanol, iso-propil alkol ve etanol gibi
organik asitlerin eklenmesi sonucu lakkaz aktivitesi degisimi incelenmis ve son
konsantrasyonu %25 olacak sekilde karistmin eklenmesi durumunda enzim aktivitesinin
artt181 (%63.6-%73 oraninda) tespit edilmistir [165].

Kahraman vd. (2002)’de yapmis olduklar1 calismada Funalia trogii ve Coriolus
versicolor kullanarak vinas ortaminda lakkaz {iretimini arastirmiglardir. Pamuk sap1
eklenmis vinas kiiltlir ortaminda F. trogii ile 4.880 U/ml ve C. versicolor ile 4.406 U/ml
aktivite elde edilmistir. [166].

Trametes pubescens’in lakkaz {iretimini artirmak amaciyla yapilan bir ¢aligmada
kiiltiir ortami olarak basal ortam kullanilmig ve kiiltiir ortamina lakkaz indiikleyicisi olarak
bakir, p-metoksianilin, galik asit, ferulik asit, vanilik asit ve 2,5-ksilidin eklenmistir. Ayni1
zamanda lireme ortamina farkli konsantrasyonlarda glikoz eklenmis ve glikozun etkisi test
edilmistir. Glikoz konsantrasyonun artisiyla lakkaz iiretimin baskilandig1 saptanirken
lakkaz indiikleyicisi olarak test edilen bilesiklerden gallik asit ve katesolun lakkaz
aktivitesini 1.1 kat arttirdig1 tespit edilmistir [167].

Lakkaz iiretimini artirmaya yonelik yapilan diger bir ¢aligmada, bir beyaz c¢lirtikgiil
fungus olan Trametes versicolor kullanilmis ve lireme ortamina farkli konsantrasyonlarda
glikoz, bakir, 2,5-ksilidin ve fenolik karisim eklenerek lakkaz {iretimine etkisi
incelenmistir. Karbon smirli ortamda lakkazin iiretiminin indiiklendigi ve maksimum
lakkaz aktivitesinin indiikleyicilerin karigim halinde kullanildigi durumda 5500 U/dm’
olarak elde edildigi rapor edilmistir. Kullanilan indiikleyicilerin sinerjistik etkisinin oldugu
da rapor edilmistir [168].

Herhangi bir karbon kaynagi eklenmeksizin ZYFA’da iireyebilen ve bu endiistriyel

atik suyun KOI ve rengini giderebilen bir beyaz ciiriikgiil fungus olan Pycnoporus
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coccineus 1ile yapilan calismada farkli indiikleyicilerin lakkaz iiretimi iizerine etkisi
calisilmistir. Lakkaz aktivitesi belirlenmis ve izoenzimi izole edilerek karakterize
edilmistir. En yliksek lakkaz aktivitesi Cu'™? etanol ortaminda 45 giin inkiibasyon stiresi

sonras1 100,000 U/L olarak bulunmustur [169].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullamilan Mikroorganizmalar

Bu tez ¢alismasinda, Basidiomycetes simifina dahil olan beyaz ¢iirtik¢iil funguslardan
Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801 kullanildi. Bu
funguslar inénii Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji-
Biyoteknoloji laboratuvarinda saf kiiltiir olarak muhafaza edilmektedir.

Bu funguslar, sabouraud dekstroz agar (SDA) plaklarinda, 30°C’ye ayarlanmis
inkiibatorde (Sanyo) 6 giin inkiibe edildi ve her 4-5 haftada bir taze besiyerine
pasajlamalar1 yapilarak devamlilig1r saglandi. Fungus kiiltiirleri +4°C’ de buzdolabinda

saklandi.

3.2. Cahismada Kullanilacak Beyaz Ciiriik¢iil Fungus Peletlerinin Hazirlanmasi

Yatik agarda iiretilen beyaz ciliriik¢iil fungus kiiltiirlerine 10 ml steril distile su
eklenerek misel siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan misel siispansiyonun 5 ml’si 100 ml
sabouraud dekstroz sivi besiyeri (SDB) iceren 250 ml’lik erlene aktarildi ve 30°C, 150
rpm’de c¢alkalamali etiivde (G24 Environmental incubator shaker) 5 giin inkiibasyona
birakildi. inkiibasyon sonrasi kiiltiir, homojenizatdr kullanilarak (Kinematica Gmdh) diisiik
devirde homojenize edildi ve 600 ml SDB igeren 1000 ml’lik erlenlere kiiltiirlerden ekildi.
Ekim sonrasi kiiltiirler 30°C ve 150 rpm’de iiretilmis ve iiretim sonrasi, hazirlanan peletler
steril kosullarda siiziilerek alind1 ve atik su iceren test ortamlarina ¢alisma planina bagl

olarak eklendi.
3.3. Calismada Kullanilan Atik Sular
Calismada kullamlan zeytin yag: fabrikasi atik suyu (ZYFA) Balikesir, TARIS

Zeytin Yagi Fabrikasi’ndan temin edildi. Atik su, cam siseler igerisinde, 120°C’de 20

dakika otoklavda steril edildikten sonra muhafaza edildi.
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Alkol fabrikasi atik suyu (vinas) ise Eskisehir Seker Fabrikasi’na bagli Alkol
Fabrikasi’ndan saglandi. Bu atik su da cam siselere konularak otoklavda 120°C ’de 20

dakika steril edilerek sakland1 ve ¢alismalarda kullanildi.

3.4. Optimizasyon Calismalari

3.4.1. Atik su konsantrasyonu ve pelet miktarinin lakkaz aktivitesi iizerine etkisinin

saptanmasi

Boliim 3.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan F. trogii ve T. versicolor peletleri sirasi
ile 0.275, 0.360, 0.820 g ve 0.213, 0.366, 0.588 g olacak sekilde 250 ml’lik erlenlere
tartilarak kondu. Uzerlerine 50 ml %10, %25, %50, %75 ve %100’likk konsantrasyonlarda
vinas eklendi ve 30°C ve 150 rpm’de 24 saat inkiibe edildi.

ZYFA da 250 ml’lik erlenlere %10, %25, %50, %75 ve %100 olacak sekilde
hazirland1 ve 50 ml besiyerlerine belirtilen miktarlarda fungus peletleri eklenerek 30°C ve

150 rpm’de 24 saat inkiibe edildi.

3.4.2. Sicakhigin lakkaz aktivitesine etkisinin saptanmasi

Her iki atik su i¢in optimum atik konsantrasyonu ve uygun pelet miktar
belirlendikten sonra caligmada kullanilan peletler i¢in en uygun sicaklik derecesinin
saptanmasi1 amaci ile 10, 20, 30, 35 ve 40°C’lerde optimum pelet miktar1 ve uygun atik
konsantrasyonunda 24 saat inkiibe edildi. Lakkaz aktivitesinin en yiiksek oldugu sicaklik
dereceleri hem vinas hem de ZYFA ortaminda her iki fungus i¢in saptannis ve bundan
sonraki c¢alismalarda peletler test ortamlarinda optimum sicaklik derecelerinde inkiibe

edildi.

3.4.3. pH’min lakkaz aktivitesine etkisinin saptanmasi

Kullanilan atik sularin optimum konsantrasyonu tespit edildikten sonra %25’lik

ZYFA ve vinasin pH’lari, IN HCI ve 1N NaOH kullanilarak 3, 4, 5, 6, 7 ve 8’e ayarlandi
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ve baslangic pH’larinin ¢alismada kullanilan peletlerin lakkaz enzimi sentezleme

yetenekleri iizerine etkisi aragtirildi.

3.4.4. Calkalama hizinin lakkaz aktivitesine etkisinin saptanmasi

En uygun calkalama hizi kosulunun tespit edilmesine yonelik calismalarda 0, 50,
100, 150, 200 ve 250 rpm calkalama hizlarina ayarlanmis inkiibatorler (Unitron Infors ve
Niive ES110) kullanild1 ve bu hizlarda peletlerin lakkaz iiretimi izlendi.

3.4.5. inkiibasyon siiresinin lakkaz aktivitesine etkisinin saptanmasi

F. trogii ve T. versicolor peletleri 250 ml’lik erlenlere aktarildi ve iizerlerine
%25’1lik ZYFA ve vinas 50 ml olacak sekilde eklendi. Daha sonra 30°C’de ve 150 rpm’de
24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresince 0., 2., 4., 6., 8., 10. ve 24. saatlerde steril

kosullarda 6rnekler alinarak lakkaz aktivitesi olctildii.

3.5. Peletlerle Yiiriitiillen Calismalar

Boliim 3.2.°de belirtildigi gibi hazirlanan fungus peletleri % 25°lik vinas ve ZYFA
ortamlarina optimum miktarda pelet (%25°lik vinasa F. trogii 0.360 g %25’lik ZYFA’ya
0.820 g, her iki atik suya 0.588 g T. versicolor) 250 ml’lik erlenlere tartilarak konuldu ve
tizerine 50 ml %25’lik atik sular ilave edilerek 30°C ve 150 rpm’de 24 saat inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonrasinda peletler steril kosullarda siiziildii ve {izerlerine 50 ml %25’lik atik

sular eklenerek peletler tekrarli kesikli olarak kullanildi.
3.6. Funguslarin Kuru Agirhiklarinin Saptanmasi
Bolim 3.2.°de belirtildigi gibi hazirlanan fungus peletleri, Bolim 3.4.1°de

belirtildigi sekilde tartildi ve daha once 50°C ’de 24 saat kurutulup, 1 saat desikatorde

bekletildikten sonra darast alinmigs Whatman No: Ifiltre kagitlarindan siiziildii. Daha sonra

34



filtre kagidi + 6rnek 24 saat 50°C’de kurutuldu. Kurutma islemi sonrasi desikatorde

birakildi ve sonra hassas terazide tartildi. Biyokiitle miktar1 g/L olarak ifade edildi.

3.7. Atik Sulara Eklenen Ek Kaynaklarin Lakkaz Uretim Verimine Etkisinin

Saptanmasi

Tekrarli kesikli ¢aligmada peletlerin lakkaz aktivitesinin arttirilmast amaciyla
karbon ve enerji kaynagi olarak glikoz, maya 6ziitii ve peyniralti suyu eklendi. Yine lakkaz
aktivitesi tiizerine bakirin etkisini saptamak amaciyla atik su ortamlarma bakir

(CuS04.5H,0) eklendi ve calismalar tekrarli kesikli olarak siirdiirtildii.
3.7.1. Glikoz

Peletlerin lakkaz {iretim yetenegini artirmak amaciyla %?25’lik vinas ve ZYFA
ortamlarina son konsantrasyonda 1, 2, 5 ve 10 g/L olacak sekilde glikoz eklendi. Bu
ortamlarda F. trogii ve T. versicolor peletleri ile tekrarli kesikli ¢aligmalar yiiriitiildii.

3.7.2. Maya oziitii

Vinas ve ZYFA (%25) ortamlarina 1, 2 ve 5 g/L olacak sekilde maya 6ziitii eklendi

ve her iki fungus peletleri ile tekrarli kesikli caligmalar yapildi.
3.7.3. Bakir (CuS0O4.5H,0)
Vinas ve ZYFA ortamlarina son konsantrasyonu 0.5, 1.0 ve 2.0 mM olacak sekilde

CuS04.5H,0 eklenerek her iki fungusun lakkaz aktivite degisimi tekrarli kesikli siirecte

saptandi.
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3.7.4. Peynir alt1 suyu

Peynir alt1 suyu otoklavda 120°C’de 20 dakika steril edildikten sonra kullanildi.
Vinas ve ZYFA ortamlarina (%25) %5, %10 ve %20’lik olacak sekilde peyniralti suyu
eklendi ve fungus peletleriyle tekrarli kesikli calismalar yapildi.

3.8. Atik Suyun Analizi

Toplam katt ve ugucu katt madde miktarlar1 standart metodlardan yararlanilarak
saptand1 [170].

Her iki atik suyun toplam seker miktar1 Antron [171], rediikte seker miktar1 ise
DNS yontemi kullanilarak saptandi [172] ve g/L cinsinden ifade edildi.

Kimyasal oksijen isteminin saptanmasinda Spectroquant TR 320 ve Spectroquant
NOVA 60 cihazlar1 kullanildi. Uygun oranda seyreltilmis atik sularin KOI’si, standart KOI
kitleri (Merck KgaA 64271) kullanilarak belirlendi ve g/L cinsinden ifade edildi.

Toplam karbon miktarim1 belirlemek i¢in Spectroquant TR 320 ve Spectroquant
NOVA 60 cihazlar1 kullanildi. Uygun oranda seyreltilen atik sularin toplam karbon
miktarlari, standart toplam karbon kitleri (Merck KgaA 62271) kitleri kullanilarak saptandi
ve g/L cinsinden ifade edildi.

Atik sularin renk miktar1 ZYFA i¢in 395 nm, vinas i¢in 475 nm dalga boyunda
spektrofotometrede (UV-1601 Schimadzu) absorbans degeri olarak dlgiildii [171, 66].

Atik sularm pH degeri pH metre (SevenMulti Mettler Toledo mV/ORP)
kullanilarak saptandi.

ZYFA’nin askida kati madde miktar1, uygun sulandirim yapildiktan sonra 8§10 nm
dalga boyuna ayarli spektrofotometrede (Hach 2800) dlgiildii ve g/L cinsinden ifade edildi.

Vinasin askida kat1 miktar1 ise standart metodtan yararlanilarak saptandi [170].
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3.9. Funguslarin Tutuklanmasi

Calismada ayrica tutuklanmis funguslar da tekrarli kesikli ¢aligmalarda kullanildi.
Bu amagla hiicreler aljinat jele, aktif karbona ve lignoseliillozZlu hammadde olarak ¢cam

kozalagina tutuklandi. Tutuklama islemleri asagida belirtildigi gibi yapildi.

3.9.1. Funguslarin aljinat jel icerisine tutuklanmasi

Funguslar Bolim 3.2.°de belirtildigi gibi tretilip %1 w/v aljinat ¢ozeltisiyle
kanistirildiktan sonra diisiik devirde homejenize edildi. Bu ¢ozelti, 0.1 mol/L CaCl,
coOzeltisine pastor pipeti ile damlatilarak tutuklama gerceklestirildi. Tutuklama islemi
sonrasi tutuklanmis olan funguslar serum fizyolojik ¢ozeltisi icerisinde bekletildi. Calisma
icin tutuklanmig hiicreler steril distile su ile yikandiktan sonra SDB besiyerinde 24 saat
inkiibe edildi [171]. Inkiibasyon sonrasi tutuklanan hiicreler steril kosullarda siiziiliip
tartilarak atik su ortamlarina eklendi. Tutuklanmis fungus peletleri tartildiktan sonra 10 g,

20 g ve 30 g’da tutuklanan hiicre sayis1 sayilarak belirlendi.

3.9.2. Aktif karbona tutuklama

Aktif karbon 0.71-1.18 mm olacak sekilde hazirlandiktan sonra 250 ml’lik erlenlere
0.5 g olacak sekilde eklendi ve tizerine 100 ml SDB besiyeri eklenerek steril edildi. Bolim
3.2.de belirtildigi gibi iiretilen funguslar, diisiik devirde homojenize edildikten sonra
tutuklama ajan1 (aktif karbon) igeren sivi besiyerine 2 ml olacak sekilde ekim yapildi ve
150 rpm calkalama hizinda ve 30°C sicaklik derecesinde 5 giin inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonrast merkezinde aktif karbon bulunan fungus peletleri steril kosullarda siiziiliip tartilarak

atik sulara eklendi.

3.9.3. Lignoseliilozlu maddeye tutuklama

Lignoseliillozlu hammadde olarak c¢am kozalagr kullanildi. Cam kozalaklari

ogiitiildiikten sonra boyutlar1 0.71-1.18 mm olacak sekilde hazirlandi. 250 ml’lik erlenlere
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cam kozalaklar1 0.2 g olacak sekilde eklendi ve 40 ml SDB siv1 besiyeri eklenerek steril
edildi. Bolim 3.2°de belirtildigi sekilde iiretilen fungus diisiik devirde homojenize
edildikten sonra hazirlanan besiyerine 2 ml ekildi. Etiivde 30°C’de statik olarak 5 saat
inkiibe edildikten sonra etiiviin calkalama hizi 110 rpm’e ayarlandi. 24 saat sonra
inkiibatoriin calkalama hizi 150 rpm’e ¢ikarilarak 2 giin inkiibe edildi. Daha sonra steril
kosulda 60 ml SDB besiyeri eklenerek 3 giin daha inkiibe edildi. Bu sekilde ¢cam
kozalagina tutuklanan peletler steril kosullarda siiziilerek alindi ve tartilarak test

ortamlarina ilave edildi.

3.10. Lakkaz Aktivitesinin Tayini

Lakkaz aktivitesinin saptanmasi i¢in ABTS [2.2°- azino-bis(etilbenzthiazolin-6-
sulfonik asit] substrat olarak kullanildi. Enzim aktivitesinin Ol¢iimiinde 833ul sodyum
asetat tamponu, 100 pl ABTS ve uygun miktarda enzim iceren kiiltiir sivis1 igerecek sekilde
reaksiyon karisimi1 hazirlandi. Enzim aktivitesi 420 nm dalga boyuna ayarlanmis
spektrofotometrede 1 dakikada olusan absorbans degisimi olarak belirlendi ve U/ml

cinsinden ifade edildi.

3.11. Enzimin Sicakhk Kararhhg:

F. trogii ve T. versicolor peletlerinin uygun miktarlariyla %25’lik vinas ve ZYFA
ortamlarinda yapilan tekrarli kesikli ¢calismalardan alinan ekstraseliiler sivilar 20, 30, 40, 50
ve 60°C’ye ayarli su banyosunda 1 saat bekletildi ve enzim aktivitesi Boliim 3.10’°da
belirtildigi sekilde tayin edildi. Daha sonra 5 saat bekletilmis ekstraseliiler sivinin enzim

aktivitesi tespit edilerek sicaklik kararlilig1 belirlendi.

3.12. Farkhh Tampon Sicakhigi ve pH’s1

3.12.1. Farkh sicakhiklardaki tamponlarla lakkaz aktivite tayini

F. trogii ve T. versicolor peletlerinin uygun miktarlariyla %25°lik vinas ve ZYFA

ortaminda yapilan tekrarli kesikli ¢aligmalardan elde edilen ekstraseliilar sivilarin lakkaz
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aktivitesi 20, 30, 40 ve 50°C sicakliklarda bekletilen sodyum asetat tamponlariyla tayin
edildi.

3.12.2. Farkh pH’lardaki tamponlarla lakkaz aktivite tayini

F. trogii ve T. versicolor peletlerinin uygun miktarlariyla %25°lik vinas ve ZYFA
ortamlarinda yapilan tekrarli kesikli calismalardan elde edilen ekstraseliilar sivi
orneklerinin lakkaz aktivitesi pH’st 4, 4.5, 5, 5.5, 6, 6.5, 7, 7.5, 8 olan tamponlarla

belirlendi.

3.13. istatistiksel analiz

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda ve ortalama alinarak standart sapmanin
belirlenmesinde SPSS programi (SPSS Inc. USA) kullanildi. Tekrarli kesikli caligmalarda
giinlere bagli enzim aktivitelerinin gruplar aras1 degerlendirilmesinde karsilastirma yapild.
Bunun i¢in Mann Whitney-U testi kullanilarak kontrol grubuyla karsilagtirma yapildi.
Gruplar arast farkliligin 6nemli olup olmadigi p <0.05 diizeyinde 6nemlilik derecesine

gore belirlendi.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Caliymada Kullamilan Alkol Fabrikas1 Atik Suyu (Vinas) ve Zeytin Yag1 Fabrikasi
Atik Suyunun (ZYFA) icerikleri

Calismada kullanilan vinas ve ZYFA’nin igerikleri Cizelge 4.1°de verildi.
Cizelgeden de goriildiigii gibi atik sular dogaya direkt olarak verildigi durumda cevre

kirliligi olusturabilecek degerleri igermektedir.

Cizelge 4.1. Vinas ve zeytin yagi fabrikasi atik sularinin igerigi

Vinas ZYFA
Parametre Deger Deger Birim
Renk (A475’ A395) 5 33
pH 5.25 4.74
KOI 60.23 59.54 g/L
Toplam Seker 6.44 19.11 g/L
Rediikte Seker 4.59 4.21 g/l
Toplam Karbon 36.80 53.13 g/L
Toplam Kat1 91.12 94.38 g/L
Askida Kati 4.25 16.57 g/L
Ucucu kat1 65.46 67.18 g/L

4.2. Fungus Peletlerinin Lakkaz Uretiminin Optimizasyonu
4.2.1. F. trogii Peletlerinin Vinas Ortaminda Lakkaz Uretiminin Optimizasyonu
Boliim 3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan F. frogii peletlerinin vinas ortaminda

kullanim1 sirasinda lakkaz aktivitesinin en yiiksek oldugu kosulun saptanmasi amaciyla

cesitli kosullar test edildi.
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4.2.1.1. Pelet miktarinin ve vinas konsantrasyonun lakkaz iiretimine etkisi

Atik su konsansantrasyonu ve pelet miktarinin etkisinin test edildigi ¢alismalarda
farkli konsantrasyonlarda 50 ml vinas igeren erlenlere kuru agirhigit 0.275, 0.36 ve 0.82 g
olacak sekilde F. trogii peletleri eklendi ve 30° C, 150 rpm’de 24 saat inkiibe edildi.
Calisma sonucu elde edilen degerler Sekil 4.1-4.4°de verildi.

S
\S)

|
——

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
=
9

0,1 - T
0,05 - L
0 —_—
0,275 0,36 0,82
Pelet Miktarn (g/50ml)

Sekil 4.1. F. trogii peletlerinin %10’luk vinas ortaminda lakkaz aktivitesi
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Sekil 4.2. F. trogii peletlerinin %25°lik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi

En yiiksek lakkaz aktivitesi %25°lik vinas ortaminda, 0.36 g pelet kullanilan
calismalarda elde edildi. Diger konsantrasyonlar i¢in ise 0.82 g kuru pelet kullanilmasi

durumunda yiiksek lakkaz aktivitesi saptandi.
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Sekil 4.3. F. trogii peletlerinin %50’lik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi
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——

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
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Sekil 4.4. F. trogii peletlerinin %75’lik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi
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Sekil 4.5. F. trogii peletlerinin %100’liik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi

Sulandirim yapilmamis vinasin peletler iizerine yaptig1 toksik etkiden dolay1 enzim
aktiviteleri diger konsantrasyonlara gore ¢ok daha diisiik ¢ikt1 (Sekil 4.5).

Bu ¢aligma sonucunda en yiiksek lakkaz aktivitesi %25°lik atik su ve 0.36 g pelet
kullanildigt durumda elde edildi. Bundan sonraki ¢aligmalarda, %25°’lik atik su

konsantrasyonu ve 0.36 g pelet kullanildi.
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4.2.1.2. Sicakhgin vinas ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz

uiretimine etkisi

Pelet miktar1 ve atik su konsantrasyonu belirlendikten sonra 0.36 g pelet, %25°1ik
vinas ortamina eklendi ve farkli sicakliklarda 150 rpm’de inkiibe edildi. Yirmidort saat

inkiibasyon siiresi sonrasinda lakkaz aktivitesi belirlendi.

1,4
g 12 -
S 1
g
z 087
= |
% 06
S
x O’4 ]
g
502
0 I I I I
0 10 20 30 40 50
Sicakhk(°C)

Sekil 4.6. Sicakligin vinas ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz {iretimine
etkisi

Calisma sonucunda en yiiksek lakkaz aktivitesi 30°C’de elde edildi ve sonraki

calismalarda inkiibasyon sicakligi olarak 30°C kullanild1 (Sekil 4.6).

4.2.1.3. Vinasin baslangi¢c pH’sinin F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine etKisi

Baslangi¢ pH’sinin lakkaz iiretimine etkisini tespit etmek amaciyla %25°lik vinas
besiyerinin pH’s1 3-8’e ayarlanmis ve pelet eklendikten sonra, 30°C ve 150 rpm’de inkiibe

edildi. Sekil 4.7°de de goriildiigii gibi pH 5-7 arasinda yiiksek lakkaz aktivitesi saptandi.
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Sekil 4.7. Baslangi¢c pH’sinin vinas ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz
tiretimine etkisi

Calisma sirasinda 24 saatlik inkiibasyon sonrasit pH degisimi de izlendi ve sonuglar
Cizelge 4.3’de verildi. pH 3-6 araliginda fungusla muamele sonucu pH degerlerinde artig

meydana gelirken, pH degeri 7 ve 8’e ayarlanmis vinasin pH’s1 hafif bir sekilde diistii.

Cizelge 4.2. Farkli baslangic pH’larindaki vinas ortamlarmmin F.  frogii peletlerinin
uygulanmasi sonras1 pH degisimi

Baslangic pH’s1 Uygulama sonrasi pH
3.00 3.49
4.00 4.79
5.00 5.75
6.00 6.42
7.00 6.70
8.00 6.80
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4.2.1.4. Calkalama hizinin vinas ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz

uretimine etkisi

Farkli ¢alkalama hizlaria ayarlanmis etiivlerde F. trogii peletlerinin %25°1ik vinas
ortaminda elde edilen lakkaz aktiviteleri test edildi ve en yiiksek aktivite 150 rpm’de
saptandi (Sekil 4.8).

1,4

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
o o o —
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| | | | |
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0 50 100 150 200 250 300
Calkalama Hizx (rpm)

Sekil 4.8. Calkalama hizinin vinas ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz
iretimine etkisi

4.2.1.5. Vinas ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz iiretiminin zamana

bagh degisimi

Uygun atik su konsantrasyonu, pelet miktari, c¢alkalama hizi ve inkiibasyon
sicaklig1 belirlendikten sonra lakkazin 24 saatlik inkiibasyon siiresi igerisinde maksimum
tiretildigi zaman araligini saptamak amaciyla Bolim 3.4.5°de belirtildigi sekilde galisma

kuruldu.
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Sekil 4.9. Vinas ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz {iretiminin zamana
bagl degisimi

Kiiltiirlerden, 2’ser saatlik zaman araliklarinda steril sekilde drnek alindi. 1k 10 saat
icerisinde enzim aktivitesi artis1 yavas olurken 10. saatle 24. saat arasindaki 12 saatlik

zaman diliminde hizli bir artis oldu ve 24. saatte maksimuma ulast1 (Sekil 4.9).

4.3. Vinas Ortaminda Tekrarh Kesikli Uretim Siirecinde F. trogii Peletlerinin Lakkaz

Uretimine Ek Kaynaklarin Etkisi

Optimum kosullar tespit edildikten sonra %25°lik vinas ortamina ayr1 ayr glikoz,
maya 0ziitli, CuSO4.5H,O ve peynir alt1 suyu eklenerek Bolim 3.5°de belirtildigi gibi
tekrarl kesikli caligmalar yapildi.

4.3.1. Vinas ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine glikozun etkisi
Karbon ve enerji kaynagi olarak 1, 2, 5 ve 10 g/L olacak sekilde glikoz vinas
ortamina eklenerek optimum kosullarda tekrarli kesikli ¢alisma yapildi. Calisma sonucunda

elde edilen bulgular Sekil 4.10°da verildi. 1. giinde kontroliin aktivitesi glikoz eklenen
kiiltiirlerden daha yiiksek iken, 5 ve 10 g/L olacak sekilde glikoz eklenmis ¢aligmalarda 2.,
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3. ve 4. ginde kontrole kiyasla enzim aktivitesinin daha yiiksek oldugu

gbzlenmistir.
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Sekil 4.10. Glikoz eklenmis vinas ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi

4.3.2. Vinas ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine maya 6ziitiiniin etkisi
Karbon, enerji ve azot kaynagi olarak maya Oziitiinliin kullanildig1r ¢alismalarda

%25’1ik vinas ortaminda son konsantrasyon 1, 2 ve 5 g/L olacak sekilde maya oOziitii

eklendi. Yapilan tekrarli kesikli ¢aligmalar sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.11°de

gosterildi.
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Sekil 4.11. Maya o6ziitii eklenmis vinas ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimi

Maya oziitliinlin eklenmesi 1. giinde lakkaz {iretimi iizerinde pozitif bir etki
yapmazken, 2. ve 3. giinlerde 2 g/L ve 5 g/L olacak sekilde maya o6ziitii eklenmis

ortamlarda lakkaz aktivitesi kontrole gore daha yiiksek bulundu.
4.3.3. Vinas ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine bakirin etkisi
F. trogii’nin lakkaz iiretim yetenegine bakirin etkisini test etmek amaciyla %25’lik

vinas ortamima 0.5, 1.0 ve 2.0 mM bakir eklenerek tekrarli kesikli calismalar yapildi.

Calismalardan elde edilen bulgular Sekil 4.12°de gosterildi.
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Sekil 4.12. Bakir eklenmis vinas ortaminda F. frogii peletlerinin lakkaz iiretimi

Sekil 4.12°den de goriildiigii gibi bakir ilavesi fungusun lakkaz {iretim yetenegini
pozitif etkilemistir. Ozellikle 2 mM bakir eklenmesi hem lakkaz iiretimini hem de iiretim
stiresi ve verimini olumlu etkilemis ve uzun siireli 5 U/ml civarinda enzim aktivitesi elde

edildi.

4.3.4. Vinas ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine peynir alti suyunun

etkisi

Benzer sekilde %25 vinas ortamina %5, %10 ve %20 olacak sekilde peynir alti
suyu eklendi ve tekrarl kesikli ¢aligmalar yiiriitiildii. Elde edilen bulgular Sekil 4.13’de

verildi.
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Sekil 4.13. Peynir alt1 suyu eklenmis vinas ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine
etkisi

Peynir alt1 suyunun, F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine pozitif bir etki yapmadigi

hatta enzim iiretimini baskiladig1 gozlendi.

4.4. Farkh Ajanlara Tutuklanmis F. trogii’nmin Vinas Ortaminda Tekrarh Kesikli

Uretim Siirecinde Kullanimi

Fungus peletlerinin tekrarl kesikli calismalarda kullanim sayisini artirmaya yonelik
planlanan ¢alismalar, funguslarin ¢esitli ajanlara tutuklanarak kullanilmasini
kapsamaktadir. Bu amagla fungus peletleri aljinat jele, aktif karbona ve lignoseliillozlu
madde olarak da ¢am kozalagina tutuklanarak atik su ortamlarina alind1 ve tekrarh kesikli

stirecte lakkaz aktivitesi saptandi.

4.4.1. Aljinat jele tutuklanms F. trogii’nin vinas ortaminda tekrarh kesikli iiretim

stirecinde kullanim

Boliim 3.9.1°de belitildigi gibi hazirlanan aljinat jele tutuklanan fungus hiicreleri 10

g (123 adet tutuklanmis hiicre), 20 g (235 adet tutuklanmis hiicre) ve 30 g (346 adet
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tutuklanmis hiicre) olacak sekilde test ortamlarina eklendi ve lakkaz aktivitesi degisimi
incelendi. 10 g tutuklanmis hiicre kullanilan ¢aligsmalarda tutuklamanin enzim aktivitesini
pozitif etkilemedigi serbest hiicrelerin aktivitesinin daha yiiksek oldugu saptandi (Sekil

4.14).
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Sekil 4.14. Aljinat jele tutuklanmig F. trogii hiicrelerinin (10 g) vinas ortaminda tekrarl
kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Tutuklanmis 20 g hiicre kullanilan ¢aligmalarda enzim aktivitesi ilk 4 giin diisiik
cikarken, 12. giinde enzim aktivitesi maksimum olmus ve daha sonra giinlere bagli olarak
enzim aktivitesinde azalig kaydedildi. Tutuklanmis hiicreler, serbest hiicrelere gore daha

uzun siire kullanilabildi (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Aljinat jele tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin (20 g) vinas ortaminda tekrarl
kesikli siiregte lakkaz tiretimi
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Sekil 4.16. Aljinat jele tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin (30 g) vinas ortaminda tekrarl
kesikli siiregte lakkaz tiretimi

Daha yliksek miktarda (30 g) tutuklanmis hiicre kullanilan ¢aligmalarda ilk 4 giin
stiresince tutuklanmis hiicre kiiltiirlerin lakkaz aktivitesi kontrol gruplariyla benzer
saptandi1. Ozellikle 5. giinden sonra tutuklamanin pozitif etkisi gdzlendi ve serbest hiicreler

7 giin stiresince kullanilirken tutuklanmis hiicreler 15 giin siiresince kullanildi. En yiiksek
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enzim aktivitesi 11. giinde 2.53 U/ml olarak elde edildi. 11. giinden sonra enzim

aktiviesinde azalis meydana geldi (Sekil 4.16).

4.4.2. Aktif karbona tutuklanmis F. trogii’nin vinas ortaminda tekrarh Kesikli iiretim

siirecinde kullanim

Hiicrelerin tekrarli kullanim sayilarii  artirmak i¢in yapilan tutuklama
caligmalarinda diger bir tutuklama ajani olarak aktif karbon kullanildi. F. trogii, Bolim
3.9.2°de belirtildigi gibi tutuklanmis ve tutuklanmamis funguslar atik sularla muamele
edildi. Calisma, 10 giin siiresince siirdiiriildii ve elde edilen veriler Sekil 4.17°de gosterildi.
Tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin lakkaz aktivitesi ilk giin kontrolden diisiik ¢ikarken takip

eden giinlerde enzim aktivitesi pozitif etkilenmistir.
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Sekil 4.17. Aktif karbona tutuklanmis F. trogii peletlerinin vinas ortaminda tekrarh kesikli
stirecte lakkaz tiretimi
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4.4.3. Cam kozalagina tutuklanms F. trogii’nin vinas ortaminda tekrarh Kkesikli

uiretim siirecinde kullanimi

Fungusu tutuklamada kullanilan bir diger tutuklama ajani lignoseliillozlu madde
olarak tercih edilen ¢am kozalagidir. Boliim 3.9.3°de belirtildigi gibi hazirlanan hiicreler
cam kozalaklarma tutuklandi ve 9%25’lik vinas ortamlarina eklenerek tekrarli kesikli
calisma yapildi. Caligma 10 giin siiresince devam ettirilmis ve bu siirecte lakkaz aktivitesi

belirlendi. Calisma sonucunda elde edilen bulgular Sekil 4.18°de ifade edildi.
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Sekil 4.18. Cam kozalagina tutuklanmis F. trogii peletlerinin vinas ortaminda tekrarh
kesikli siiregte lakkaz tiretimi

Serbest hiicrelerin lakkaz aktivitesi 1. gilinde tutuklanmis hiicrelerden yliksek
saptanirken, 2. giinden sonra serbest hiicrelerin lakkaz aktivitesi azaldi ve tutuklanmis

hiicrelerde daha yiiksek miktarda ve uzun siire lakkaz elde edildi.
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4.5. Fungus Peletlerinin Lakkaz Uretiminin Optimizasyonu

4.5.1. Vinas ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretiminin optimizasyonu

Boliim 3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan 7. versicolor peletlerinin vinas ortaminda
kullanilarak lakkaz aktivitesinin en yiiksek oldugu kosulun saptanmasi amaglandi ve bu

amagla cesitli kosullar test edildi.

4.5.1.1. Pelet miktar: ve vinas konsantrasyonun lakkaz iiretimine etkisi

Atik su konsantrasyonun optimizasyonu ¢aligmasinda vinas %10, %25, %50, %75
ve %100’lik olacak sekilde hazirland1 ve Boliim 3.2°de belirtildigi gibi hazirlanan fungus
peletleri kuru agirliklart 0.213, 0.366 ve 0.588 g/ 50 ml vinas olacak sekilde ortamlara
eklendi. Fungus peletleri 30°C ve 150 rpm’de 24 saat inkiibe edildi.
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Sekil 4.19. T. versicolor peletlerinin %10’luk vinas ortaminda lakkaz aktivitesi

En yiliksek enzim aktivitesi %10’luk vinas konsantrasyonunda 0.588 g pelet

kullanildiginda saptandi (Sekil 4.19).
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Sekil 4.20. 7. versicolor peletlerinin %25’lik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi
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Sekil 4.21. 7. versicolor peletlerinin %50’lik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi
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Sekil 4.22. T. versicolor peletlerinin %75’lik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi
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Sekil 4.23. T versicolor peletlerinin %100’liik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi

Calisilan  tiim  konsantrasyonlar dikkate alindiginda, en wuygun atik su
konsantrasyonu %25 ve en uygun pelet miktar1 ise 0.588 g olarak saptandi (Sekil 4.20-
4.23). Bu nedenle bundan sonraki optimizasyon calismalarinda %25°lik vinas ve 0.588 g

pelet kullanildu.
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4.5.1.2. Sicakhigin vinas ortaminda inkiibe edilen T. versicolor peletlerinin lakkaz

uretimine etkisi

Sicakligin, 7. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine etkisini test etmek amaciyla
peletler %25’lik vinas ortaminda 10, 20, 30, 35 ve 40°C’de ve 24 saat inkiibe edildi.
Sonuglar Sekil 4. 24‘de verildi. Sekil 4.24’den de goriilebilecegi gibi en yiiksek enzim
aktivitesi 30 °C’de 1.75 U/ml olarak bulundu.
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Sekil 4.24. Sicakligin vinas ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin lakkaz
tiretimine etkisi

4.5.1.3. Vinasin baslangi¢c pH’sinin T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine etkisi

Farkli pH degerlerinde hazirlanmis % 25°lik vinas ortamlarma 7. versicolor peletleri
0.588 g olacak sekilde eklenerek 30°C ve 150 rpm’de 24 saat inkiibe edildi. pH 5-8
araliginda yiiksek lakkaz degerleri elde edilirken en yiiksek lakkaz degeri pH 8’de elde
edildi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Baglangi¢c pH’sinin vinas ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin
lakkaz tiretimine etkisi

Cizelge 4.3. Farkli baslangic pH’larindaki vinas ortamlarinin 7. versicolor peletlerinin
uygulanmasi sonras1 pH degisimleri

Baslangic pH Uygulama sonras1 pH
3.00 3.55
4.00 4.23
5.00 5.28
6.00 6.17
7.00 5.92
8.00 6.69

Calismada ayrica inkiibasyon sonrasi ortamin pH degisimi izlendi (Cizelge 4.4). pH
3-6 araliginda fungusla muamele sonucu pH degerlerinde artis meydana gelirken, pH degeri
7 ve 8’e ayarlanmig vinasin pH’s1 diigmiistiir. Sonuglar, pH degisimine bagl olarak lakkaz

tiretiminin pH 5-8 arasinda arttigin1 géstermektedir.
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4.5.1.4. Calkalama hizimin vinas ortaminda inkiibe edilen T. versicolor peletlerinin

lakkaz iiretmine etkisi

Calkalama hizinin % 25’lik vinas ortaminda 7. versicolor’un lakkaz iiretimine
etkisini belirlemek amaciyla 0-250 rpm’de ¢alismalar yiiriitiildii. Lakkaz aktivitesi 150 rpm
calkalama hizinda 1.75 U/ml olarak saptandi (Sekil 4.26).

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
1

O I I I I I
0 50 100 150 200 250 300

Calkalama Hizx (rpm)

Sekil 4.26. Calkalama hizinin vinas ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin
lakkaz tiretimine etkisi

4.5.1.5. Vinas ortaminda inkiibe edilen T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretiminin

zamana bagh degisimi
Vinas ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi i¢in en uygun atik su

konsantrasyonu, pelet miktari, ¢alkalama hiz1 ve inkiibasyon sicaklig1 belirlendikten sonra

zamana bagli lakkaz iiretimi test edildi. Calisma Boliim 3.4.5°de belirtildigi sekilde yapild.
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Sekil 4.27. Vinas ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin lakkaz {iretiminin
zamana bagl degisimi

Kiiltiiriin lakkaz aktivitesi 2’ser saatlik zaman araliklarinda belirlendi. Enzim
aktivitesindeki artis ilk 10 saatte yavas olurken 24. saatte yliksek enzim degeri elde edildi
(Sekil 4.27).

4.6. Vinas Ortaminda Tekrarh Kesikli Uretim Siirecinde T. versicolor Peletlerinin

Lakkaz Uretimine Ek Kaynaklarin Etkisi

Vinas ortamlari ¢esitli karbon, enerji ve diger ek kaynaklarla zenginlestirilerek bu
kaynaklarin lakkaz tiretimine etkisi arastirildi. Calismada glikoz, maya 6ziitii ve peynir alti
suyunun peletlerin lakkaz iiretim verimine etkisi arastirildi ve ayrica bakirin etkisinin

incelenmesi amaciyla besiyerlerine bakir kaynagi olarak CuSO4.5H,0 eklendi.
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4.6.1. Vinas ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine glikozun etkisi

Farkli konsantrasyonlarda glikoz (1, 2, 5 ve 10 g/L son konsantrasyon) eklenmis
besiyerlerinde 7. versicolor peletlerinin lakkaz {iretim verimi test edildi. Caligmalar bu

fungusun optimum kosullarinda yiirtitiildi.
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Sekil 4.28. Glikoz eklenmis vinas ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimi

Kontrol gruplarinin lakkaz aktivitesi 0.75-1.88 U/ml arasinda elde edilirken, 1g/L
olacak sekilde glikoz eklenen ortamlarda 0.20- 2.14 U/ml arasinda elde edildi. 5 g/L glikoz
bulunan ortamda 7-8. giinlere kadar enzim aktivitesinde artis gozlendi ve 8. glinden sonra
enzim aktivitesinde azalma kaydedildi. 10 g/L glikoz eklenmis kiiltiirlerde ise ilk gilinlerde
diisiik aktivite izlenirken, 4. giinden 10. giine kadar kontrole gore daha yiiksek aktivite

gbzlendi (Sekil 4.28).

4.6.2. Vinas ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine maya oziitiiniin

etkisi

Maya oOziitii 1yi bir karbon, enerji ve azot kaynagidir. Bu agidan, 7. versicolor

peletlerinin lakkaz {iretim yetenegi lizerine maya Oziitlinlin etkisi test edildi. Bu amagla
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maya Oziitii son konsantrasyonda 1, 2 ve 5 g/L olacak sekilde besiyerine eklenmis ve 7.

versicolor peletleri ile %25°1ik vinas ortaminda ¢aligma yirtitiildii.
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Sekil 4.29. Maya 6ziitii eklenmis vinas ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi

Sekil 4.29°dan da izlenebilecegi gibi 1 g/l maya 6ziitii igeren kiiltiirlerin enzim
aktivitesi 7. ve 8. giinlerde kontrole gore ¢ok daha yiiksek ¢ikmistir (7. giin de 2.46 U/ml
ve 8. giinde 2.39 U/ml). 2 ve 5 g/l maya 0ziitii igeren kiiltiirlerde 4. ve 5. giinlerde kontrole

gore daha yiiksek aktivite saptanmis fakat ilerleyen giinlerde pozitif etki devam etmemistir.
4.6.3. Vinas ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine bakirin etkisi

T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretim yetenegini indiiklemek ve iiretim siiresini
artirmak icin bakirin etkisinin arastirildigr g¢alismalarda %?25°lik vinas ortami son

konsantrasyonda 0.5, 1.0 ve 2.0 mM bakir igerecek sekilde hazirlandi1 ve peletlerin iiretim

yetenegi ve verimi aragtirildi.
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Sekil 4.30. Bakir eklenmis vinas ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi

Bu calismada o6zellikle pelet kullaniminin ilerleyen giinlerinde, 5. giinden sonra,
peletlerin lakkaz iiretim yetenegi bakirin etkisiyle yliksek oranda indiiklenmistir. Yine 13.
glinden sonra bakir icermeyen kiiltlirlerin lakkaz tiretimi hizla diiserken bakir igceren

kiiltiirlerin (2.0 mM bakir) enzim {iiretim yetenegi devam etmistir (Sekil 4.30).

4.6.4. Vinas ortaminda T.versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine peynir alti suyunun

etkisi

Peyniralti suyunun lakkaz iiretimine etkisinin test edildigi calismalar Bolim

3.7.4°de belirtildigi sekilde hazirlandi.
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Sekil 4.31. Peynir alt1 suyu eklenmis vinas ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz
tiretimi

Sonuglar, %5, %10 ve %20 olacak sekilde peynir alt1 suyu iceren %25°lik vinas
ortamlarinda lakkaz iretim yeteneginin indiiklenmedigini tam tersi baskilandigini ve tiretim

veriminin diistiigiini gostermistir (Sekil 4.31).

4.7. Farkh Ajanlara Tutuklanms T. versicolor’un Vinas Ortaminda Tekrarh Kesikli

Uretim Siirecinde Kullanimi

T. versicolor’un %?25°’lik vinas ortaminda tekrarli kullanim sayisini arttirmak
amaciyla funguslar cesitli ajanlara tutuklanarak kullanildi. Tutuklama ajani olarak
kullanilan aljinat jel, aktif karbon ve cam kozalagina tutuklama islemleri Bolim 3.9°da

belirtildigi gibi yapildi.
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4.7.1. Aljinat jele tutuklanms T. versicolor’un vinas ortaminda tekrarh kesikli iiretim

stirecinde kullanim

T. versicolor hiicreleri Bolim 3.9.1°de belirtildigi sekilde aljinat jele tutuklandiktan
sonra 10 g’a karsilik gelen 111 adet tutuklanmis hiicre %25°lik vinas ortamina eklendi ve
tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretim verimi arastirildi. Tutuklanmis ve serbest hiicrelerin

tiretim verimi benzer bulundu (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin (10 g) vinas ortaminda
tekrarh kesikli siirecte lakkaz liretimi

Daha yiiksek miktarda tutuklanmis hiicre kullanilan c¢aligmalarda gdzlenen en
onemli etki, tutuklanmis hiicrelerin lakkaz {iretim yeteneginin tutuklanmamis hiicrelerden

daha uzun siire devam etmesidir (Sekil 4.33 ve 4.34).
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Sekil 4.33. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin (20 g) vinas ortaminda
tekrarh kesikli siirecte lakkaz tiretimi
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Sekil 4.34. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin (30 g) vinas ortaminda
tekrarh kesikli siirecte lakkaz liretimi
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4.7.2. Aktif karbona tutuklanmis T. versicolor’un vinas ortaminda tekrarh Kkesikli

uiretim siirecinde kullanimi

Aktif karbona tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin %25°lik vinas ortaminda

tekrarh kesikli siirecte lakkaz iiretim yetenegi arastirildi.
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Sekil 4.35. Aktif karbona tutuklanmig 7. versicolor peletlerinin vinas ortaminda tekrarl
kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Tutuklanmig funguslarin enzim aktivite degerleri serbest hiicre (kontrol)
degerleriyle karsilastirildiginda 1. giin kontrolden diisiik ve 3. gilinden itibaren kontrolden
daha yiiksek degerler bulundu. 5. giinde enzim aktivitesi kontrole gore 3 kat daha fazla
olurken ve daha sonra enzim aktivitesinde diisiis gozlendi ve 8. giinden itibaren ise

kontrolde enzim aktivitesinin daha yiiksek ¢ikmis oldugu bulundu (Sekil 4.35).
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4.7.3. Cam kozalagina tutuklanms T. versicolor’un vinas ortaminda tekrarh kesikli

uiretim siirecinde kullanimi

T. versicolor peletleri Bolim 3.9.3’de belirtildigi sekilde ¢am kozalaklarina
tutuklandiktan sonra %25’lik vinas ortamlarina alind1 ve tekrarli kesikli siirecte lakkaz

iretim yetenekleri test edildi.

Serbest
2,5 1 O Tutuklanms

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
.

Sekil 4.36. Cam kozalagina tutuklanmis 7. versicolor peletlerinin vinas ortaminda tekrarl
kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Cam kozalagina tutuklanmis funguslarin enzim aktivitesi ilk 2 kullanimdan sonra
kontrolden daha yiiksek bulundu. 3. kullanimdan itibaren tutuklanmis hiicrelerin enzim
aktiviteleri tutuklanmamis hiicrelerden daha yiiksek bulundu (Sekil 4.36).

4.8. Fungus Peletlerinin Lakkaz Uretiminin Optimizasyonu

4.8.1. F. trogii peletlerinin ZYFA ortaminda lakkaz iiretiminin optimizasyonu

ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz {iretimi {izerine etki eden cesitli

faktorlerin etkisi test edildi.
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4.8.1.1. Pelet miktarinin ve ZYFA konsantrasyonun lakkaz iiretimine etkisi

ZYFA’nin %10, %25, %50, %75 ve %100’lik konsantrasyonlar1 0.275, 0.360 ve
0.820 g olan F. trogii peletleriyle muamele edildi ve calisma sonucunda elde edilen
bulgular Sekil 4.37—4.41°de verildi. %25’lik vinas ortaminda yiiksek enzim aktivitesi elde
edildi. Bu ¢alismalarda en iyi lakkaz tiretimi 0.820 g pelet kullanildiginda elde edildi.
Bundan sonraki ¢aligmalar %25°lik ortamda ve 0.820 g peletle yiiriitiildii.
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Sekil 4.37. F. trogii peletleriyle %10’luk ZYFA ortaminda lakkaz iiretimi
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Sekil 4.38. F. trogii peletleriyle %25’lik ZYFA ortaminda lakkaz iiretimi
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Sekil 4.39. F. trogii peletleriyle %50’lik ZYFA ortaminda lakkaz tliretimi
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Sekil 4.40. F. trogii peletleriyle %75’lik ZYFA ortaminda lakkaz iiretimi
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Sekil 4.41. F. trogii peletleriyle %100’lik ZYFA ortaminda lakkaz tiretimi

4.8.1.2. Sicakhgin ZYFA ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz

uiretimine etkisi

F. trogii peletlerinin %25’lik ZYFA ortaminda inkiibasyonu siirecinde sicakligin

lakkaz iiretimine etkisi test edildi. Sekil 4.42’den de gorildiigii gibi sicaklik derecesi
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30°C’ye kadar enzim aktivitesinde artis goriildii. Sicaklik 35°C ve 40°C’de ise enzim
aktivitesi azaldi. Bu calismada en yiiksek enzim aktivitesi 30°C’de saptanirken artan

sicakliklarda enzim tiretimi hizla diismiistir.
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Sekil 4.42. Sicakligin ZYFA ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz
tiretimine etkisi

4.8.1.3. ZYFA’mn baslangic pH’simin F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine etkisi

Farkli pH’lardaki %25°lik ZYFA’da yiiriitiilen ¢aligmalarda pH 4-6 araliginda
enzim aktivitesi yiiksek olarak saptanirken diger pH’larda aktivite diisiik bulundu (Sekil

4.43).
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Sekil 4.43. Baglangic pH’sinin ZYFA ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz
tiretimine etkisi

Baslangi¢c pH’s1 Boliim 3.4.3’de belirtildigi sekilde ayarlanmis %25°lik ZYFA, F.
trogii peletleriyle 24 saat muamele edildikten sonra, besiyerlerinin pH degisimleri saptandi
ve sonuglar Cizelge 4.5’de verildi. Baslangic pH’s1 3-6 araliginda olan ZYFA’nin
fungusla muamelesi sonucu pH degerlerinde artis meydana gelirken pH degeri 7 ve 8’e

ayarlanmig ZYFA kiiltiirlerinin pH degeri diismiistiir.

Cizelge 4.4. Farkli baslangic pH’larindaki ZYFA ortamlarimin F. trogii peletlerinin
uygulanmasi sonras1 pH degisimi

Baslangic pH’s1 Uygulama sonrasi pH
3.00 3.93
4.00 4.63
5.00 5.45
6.00 6.12
7.00 6.60
8.00 6.79

76



4.8.1.4. Calkalama hizinin ZYFA ortaminda inkiibe edilen F. trogii’nin lakkaz

uretimine etkisi

En uygun sicaklik, pelet miktar1 ve ZYFA konsantrasyonu saptandiktan sonra 0-250

rpm ¢alkalama hizlarinda peletlerin lakkaz tiretimi aragtirildi.
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Sekil 4.44. Calkalama hizinin ZYFA ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz
tiretimine etkisi

Statik kosul ve 50 rpm’de %25’lik ZYFA ortaminda inkiibe edilen F. trogii
peletleriyle yeterli lakkaz aktivitesi elde edilemezken, 100 rpm’de lakkaz aktivitesi 0.68
U/ml olarak ve 150, 200, 250 rpm calkalama hizlarinda ise sirasiyla 2.20, 2.95 ve 2.87
U/ml olarak bulundu.
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4.8.1.5. ZYFA ortaminda inkiibe edilen F. trogii’nin lakkaz iiretiminin zamana bagh

degisimi
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Sekil 4.45. ZYFA ortaminda inkiibe edilen F. trogii peletlerinin lakkaz iiretiminin zamana
bagl degisimi

Peletlerin lakkaz iiretimi i¢in en uygun zaman araliginin saptanmasi amaciyla
kiiltiirlerden 2’ser saatlik zaman araliklarinda alinan 6rneklerin lakkaz aktiviteleri 6l¢tildii
ve sonuclar Sekil 4.45°de grafiklendi. Enzim aktivitesi artis1 ilk 10 saatte yavas olurken 24.
saatte yiiksek bir degere ulagmistir (2.20 U/ml).

4.9. ZYFA Ortaminda Tekrarh Kesikli Uretim Siirecinde F. trogii Peletlerinin Lakkaz
Uretimine Ek Kaynaklarin Etkisi

F. trogii’nin lakkaz iretimini indiiklemek amaciyla %25’lik ZYFA ortamlarina

glikoz, maya 0ziiti ve peynir alt1 suyu gibi ek kaynaklar eklendi ve ayrica farkli

miktarlarda bakirin tekrarli kesikli siirecte enzim iiretimi iizerine etkisi test edildi.
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4.9.1. ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine glikozun etkisi

Son konsantrasyonda 1, 2, 5 ve 10 g/L olacak sekilde glikoz eklendi %25°lik ZYFA
ortamlarinda F. trogii peletleri inkiibe edildi ve Bolim 3.5’de belirtildigi sekilde tekrarli
kesikli ¢alismalar yapildi. Calisma sonucunda elde edilen degerler Sekil 4.46°da verildi.
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Sekil 4.46. Glikoz eklenmis ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimi
Glikoz, hiicrelerin enzim {retimine pozitif etki yapmis ve 1 g/L glikoz igeren
kiiltiirlerin ilk 4 giin igerisinde enzim aktiviteleri 3-5 U/ml olarak saptandi. Uretim

tizerindeki bu pozitif etki ¢caligmanin yiiriitildigi 10. gline kadar devam etmistir.

4.9.2. ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine maya oziitiiniin etkisi

Karbon, enerji ve azot kaynagi olan maya 6ziitii son konsantrasyonda 1, 2 ve 5g/L

olacak sekilde ZYFA ortamina eklenmis ve tekrarli kesikli ¢calismalar yiiriitiildi.
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Sekil 4.47. Maya 6ziitii eklenmis ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimi

Sekil 4.47°den de goriilebilecegi gibi 1 g/l maya 0ziitii eklenmis ZYFA ortaminda
F. trogii peletleriyle yapilan tekrarli kesikli ¢alismada enzim aktivitesi ilk giin, kontrole
gore yaklasik 3 kat yiiksek bulundu ve 10 giin siiresince enzim aktivitesi kontrolden daha
yiiksek devam etmistir. Diger maya konsantrasyonlar: i¢in de benzer etki gozlendi ve

genelde 10 giin siiresince lakkaz aktivitesi kontrolden daha yiiksek elde edildi.

4.9.3. ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine bakirmn etkisi

Lakkaz enziminin sentezini indiiklemek amaciyla yapilan bir diger ¢alismada ise

%25’lik ZYFA ortamima son konsantrasyon 0.5, 1.0 ve 2.0 mM olacak sekilde bakir
eklendi ve F. trogii peletleriyle tekrarli kesikli ¢calismalar yapildi.
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Sekil 4.48. Bakir eklenmis ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz {iretimi

Sekil 4.48°de de goriildiigii gibi tlim bakir konsantrasyonlar1 enzim aktivitesini ¢ok
yiiksek oranda indiiklemistir. Enzim aktiviteleri ilk glinde 11-13 U/ml olarak yani
kontrolden 5-6 kat daha yiiksek bulundu. Bakir eklenmesi 6zellikle peletlerin lakkaz iiretim
verimini arttirmigtir. 2.0 mM bakir eklenmis ZYFA kiiltlirleri 15 glinde (15. kullanim)

halen yaklasik 6 U/ml enzim iiretebilmistir.

4.9.4. ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz iiretimine peynir alti suyunun

etkisi

ZYFA (%25°1ik) ortamina peynir alt1 suyu son konsantrasyonu %5, %10 ve %20’lik
olacak sekilde eklendi ve F. trogii peletleriyle tekrarli kesikli ¢calisma yapildi. Bu siirecte
lakkaz aktivitesindeki degisim saptandi ve ¢aligsmalar sonucunda elde edilen bulgular Sekil

4.49°da verildi.
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Sekil 4.49. Peynir alt1 suyu eklenmis ZYFA ortaminda F. trogii peletlerinin lakkaz {iretimi

Sekil 4.49°dan da goriildiigii gibi son konsantrasyonda %5 ve %10 peynir alt1 suyu
iceren kiiltiirlerin lakkaz {iretimi indiiklendi ve 10 giin siiresince yiiksek enzim degerleri
elde edildi. Bu calismada, ZYFA igerisinde peynir altt suyu bulunmasi peletlerin yiiksek

lakkaz tiretimini ve iiretimin siirekliligini saglamistir.

4.10. Farkh Ajanlara Tutuklanms F. trogii’nin ZYFA Ortaminda Tekrarh Kesikli

Uretim Siirecinde Kullanimi

Tutuklamanin lakkaz iiretim yetenegi ve siirekliligine etkisinin test edildigi
calismalarda hiicreler ¢esitli tutuklama ajanlarina tutuklanarak kullanildi. Funguslar Boliim
3.9.1°de belirtildigi gibi aljinat jele, Boliim 3.9.2°de belirtildigi gibi aktif karbona ve Boliim
3.9.3°de belirtildigi gibi cam kozalagina tutuklandi ve calismalar yiiriitiildii.
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4.10.1. Aljinat jele tutuklanms F. trogii hiicrelerinin ZYFA ortaminda tekrarh kesikli

uiretim siirecinde kullanimi

Boliim 3.9.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan aljinat jele tutuklanmis F. trogii
hiicreleri 10 g (123 adet), 20 g (225 adet) ve 30 g (346 adet) olacak sekilde %25’lik ZYFA

ortamina eklendi ve tekrarl kesikli ¢aligmalar yiiriitiildii.
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Sekil 4.50. Aljinat jele tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin (10 g) ZYFA ortaminda tekrarh
kesikli stirecte lakkaz tiretimi

Sekil 4.50’de de goriildigii gibi tutuklanmis ve tutuklanmamis F. trogii hiicreleri
tekrarli kesikli calismada 10 giin siiresince kullanildi. Serbest hiicrelerin lakkaz aktivitesi
ilk li¢ giin tutuklanmis hiicrelerden daha yiliksek c¢ikarken, diger giinlerde serbest ve

tutuklanmig hiicrelerin enzim aktiviteleri yakin ¢ikmistir.
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Sekil 4.51. Aljinat jele tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin (20 g) ZYFA ortaminda tekrarh
kesikli siire¢te lakkaz tiretimi

20 g tutuklanmis hiicre kullanilan ¢alismalarda serbest hiicrelerin lakkaz aktivitesi
ilk 6 kullanimda tutuklanmis peletlere gore daha yiiksek iken, 7. giinden itibaren

tutuklanmus peletlerin lakkaz aktivitesi daha yiiksek ¢ikmustir (Sekil 4.51).
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Sekil 4.52. Aljinat jele tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin (30 g) ZYFA ortaminda tekrarl
kesikli siirecte lakkaz tiretimi
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Daha fazla tutuklanmis hiicre kullanilan g¢alismalarda enzim iiretimi ag¢isindan

pozitif bir etki saptanmadi (Sekil 4.52).

4.10.2. Aktif karbona tutuklanmms F. trogii’nin ZYFA ortaminda tekrarh kesikli

iiretim siirecinde kullanimi

Tutuklama ajani olarak aktif karbon kullanilan calismalarda F. trogii hiicreleri
Bolim 3.9.2°de belirtildigi sekilde aktif karbona tutuklanmis ve tutuklanmig funguslar
uygun miktarda tartildiktan sonra %25’lik ZYFA’ya eklenerek tekrarli kesikli iiretim

surecinde lakkaz aktivitesi belirlendi.

3,5
Serbest

f_.g 3 A O Tutuklanmus
S 25 -
.g
: 2
= 1,5
N
g ]
-z
«
= 05 -

O T T T T T T T T T T T T

Sekil 4.53. Aktif karbona tutuklanmis F. trogii peletlerinin ZYFA ortaminda tekrarl kesikli
stirecte lakkaz tiretimi

Sekil 4.53 incelendiginde ilk 6 giinde serbest hiicrelerin lakkaz aktivitesinin daha
yiiksek oldugu gortilmektedir. Sonraki giinlerde ise aktif karbona tutuklanmis funguslarin
enzim aktivitesi daha yiiksek ¢ikmigtir. Aktif karbona tutuklama kullanilabilirlik sayisini

(kararhiligini) arttirmastir.
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4.10.3. Cam kozalagina tutuklanmms F. trogii’nin ZYFA ortaminda tekrarh Kesikli

uiretim siirecinde kullanimi

Lignoseliillozlu materyal olan ¢am kozalagina Boliim 3.9.3’de belirtildigi sekilde
tutuklanmig fungusun, lakkaz iiretim verimi arastirildi. Serbest hiicrelerin enzim aktivitesi
ilk 2 giin, tutuklanmis hiicrelerden daha yiiksek ¢ikarken, sonraki giinlerde cam kozalagina
tutuklanmis hiicrelerin aktivitesi daha yiiksek bulundu (Sekil 4.54). Cam kozalagina
tutuklanmig funguslar 15 giin siiresince kullanilabildi. Yani tutuklama pelet kararliligini
artirmigtir. Serbest funguslarin enzim aktivitesi 15 giin siiresince 0.50-2.20 U/ml arasinda
degisirken, ¢am kozalagina tutuklanmis funguslarin 15 giin siiresince 1.60-3.02 U/ml
araliginda degigsmektedir. Cam kozalagina tutuklamayla hem enzim aktivitesinde hem de

fungusun kullanma sayisinda artis elde edildi.
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Sekil 4.54. Cam kozalagma tutuklanmis F. trogii peletlerinin ZYFA ortaminda tekrarli
kesikli siiregte lakkaz tiretimi
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4.11. Fungus Peletlerinin Lakkaz Uretiminin Optimizasyonu

4.11.1. T. versicolor Peletlerinin ZYFA Ortaminda Lakkaz Uretiminin Optimizasyonu

ZYFA ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz {iretimi iizerine etkili olan pelet
miktari, atik su konsantrasyonu, sicaklik, pH, calkalama hiz1 gibi kosullara bagli olarak

optimize edildi.

4.11.1.1. Pelet miktar1 ve ZYFA konsantrasyonun lakkaz iiretimine etkisi

Uygun atik su konsantrasyonu ve uygun pelet miktarin1 saptamak amaci ile %10,
%25, %50, %75 ve %100’lik ZYFA’lar kuru agirhigi 0.213, 0.366 ve 0.588 g olan T.

versicolor peletleriyle muamele edildi.
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Sekil 4.55. T. versicolor peletlerinin %10’luk ZYFA ortaminda lakkaz aktivitesi
T. versicolor peletleri ile muamele edilmis %10’luk ZYFA ortaminda saptanan

lakkaz aktivite sonuclar1 Sekil 4.55’de verildi. Kuru agirligi 0.366 ve 0.588 g pelet
kullanildiginda lakkaz aktivitesi 1.23 U/ml olarak bulundu.
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Sekil 4.56. T versicolor peletlerinin %25’lik ZYFA ortaminda lakkaz aktivitesi

T. versicolor peletleri ile %25 ZYFA ortaminda yiiriitiilen ¢alismalarindan elde
edilen lakkaz aktivite sonuglart Sekil 4.56’da gosterildi. Sekilden de goriilecegi gibi 0.366
ve 0.588 g hiicre kullanimi sonucu yakin lakkaz aktivite degerleri elde edildi.

T. versicolor’un peletleriyle %50’lik ZYFA ortaminda en yiiksek enzim aktivitesi

0.588 g pelet kullanilan ¢aligmalarda 3.72 U/ml olarak saptandi (Sekil 4.57).
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Sekil 4.57. T. versicolor peletlerinin %50’lik ZYFA ortaminda lakkaz aktivitesi
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Sekil 4.58. T. versicolor peletlerinin %75’lik ZYFA ortaminda lakkaz aktivitesi

%75 ZYFA (Sekil 4.58) ve %100 ZYFA (Sekil 4.59) ortamlarinda da en yiiksek
lakkaz aktivitesi 0.588 g pelet kullan1ldig1 durumda saptandi.
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Sekil 4.59. T. versicolor peletlerinin %100’liik ZYFA ortaminda lakkaz aktivitesi

Calisma sonucunda en yiiksek enzim aktivitesi %50’lik konsantrasyon ve 0.588 g
pelet kullanildigi durumda saptanirken, atik suyun olasi toksisitesi gz Oniine alinarak
tekrarli kesikli ¢alismalarda verimi (kullanim sayisini) artirmak amaciyla %25°lik ZYFA

optimum olarak tercih edildi.

4.11.1.2. Sicakhigin ZYFA ortaminda inkiibe edilen T. versicolor’un lakkaz iiretimine

etkisi

Optimum pelet miktar1 ve uygun ZYFA konsantrasyonu belirlendikten sonra 0.588
g T. versicolor %25’lik ZYFA ortaminda 150 rpm’de farkli sicakliklarda inkiibe edildi ve
24 saat siiren inkiibasyon sonrasi lakkaz aktivitesi belirlendi.

Lakkaz aktivitesinin 30°C’de en yiiksek oldugu bulundu (Sekil 4.60). Bu nedenle

takip eden caligmalarda bu sicaklik degeri inkiibasyon sicakligi olarak kullanildi.
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Sekil 4.60. Sicakligin ZYFA ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin lakkaz
tiretimine etkisi

4.11.1.3. ZYFA’nin baslangic pH’simin T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine

etkisi

Farkli baglangic pH’larina ayarlanmis % 25°lik ZYFA ortamlarina 7. versicolor
peletleri eklenerek 30°C ve 150 rpm’de 24 saat inkiibe edildi.
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Sekil 4.61. Baslangic pH’sinin ZYFA ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin
lakkaz tiretimine etkisi

Sekil 4.61°den de goriildiigii gibi en yiiksek enzim aktivitesi pH 4-6 araliginda elde
edildi. Calisma sirasinda inkiibasyon sonrasi besiyerinin pH’s1 da tespit edilmis ve pH
degerlerindeki degisim Cizelge 4.6°da verildi. pH 3-6 araliginda fungusla muamele sonucu

pH degerlerinde artis olurken pH degeri 7 ve 8’e ayarlanmis ZYFA nin pH’s1 diismiistiir.

Cizelge 4.5. Farkli baslangic pH’larindaki ZYFA ortamlarinin 7. versicolor peletlerinin
uygulanmasi sonrast pH degisimi

Baslangic pH’s1 Uygulama sonras1 pH
3.00 4.15
4.00 5.01
5.00 5.80
6.00 6.06
7.00 6.07
8.00 6.29
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4.11.1.4. Calkalama hizinin ZYFA ortaminda inkiibe edilen T. versicolor’un lakkaz

uretimine etkisi

Daha 6nceki ¢aligmalarda saptanan optimum pelet miktar1 kullanilarak 7. versicolor

peletiyle %25’lik ZYFA ortaminda 30°C’de lakkaz tiretimi arastirildi (Sekil 4.62).

—_—
N

1,2 1

0,8 -
0,6
0,4 -
0,2 -
0 \ \ \ ‘ !
0 50 100 150 200 250 300

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

Calkalama Hiz1 (rpm)

Sekil 4.62. Calkalama hizinin ZYFA ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin
lakkaz tiretimine etkisi

Statik kosulda enzim aktivitesi tespit edilemezken, 50 rpm’de ¢alkalama hizinda
enzim aktivitesinin arttigi ve 150 rpm’de maksimuma ulastigi goriilmektedir. Bunun

tizerindeki calkalama hizlarinda aktivitede azalis gézlendi (Sekil 4.62).

4.11.1.5. ZYFA ortaminda inkiibe edilen T. versicolor’un lakkaz iiretiminin zamana

bagh degisimi
T. versicolor peletlerinin zamana bagli lakkaz {iretimini test etmek amaciyla

%?25’1ik ZYFA ortaminda optimum pelet miktariyla 30°C ve 150 rpm’de calisma yapildi
(Sekil 4.63).
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Sekil 4.63. ZYFA ortaminda inkiibe edilen 7. versicolor peletlerinin lakkaz {iretiminin
zamana bagl degisimi

Sekilden de gortldigi gibi 10. saate kadar 0.2 U/ml civarinda lakkaz degerine

ulasilabilirken 24. saatte yiiksek enzim aktivitesi elde edildi.

4.12. ZYFA Ortaminda Tekrarh Kesikli Uretim Siirecinde T. versicolor Peletlerinin

Lakkaz Uretimine Ek Kaynaklarin Etkisi
ZYFA ortamlarina ek kaynak olarak glikoz, maya 06ziiti ve peynir alt1 suyu
eklenerek calismalar yapildi. Ayrica enzim iiretim verimini artirmak amaciyla besiyerine
bakir eklenerek de caligsmalar stirdiiriildii.
4.12.1. ZYFA ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine glikozun etkisi
ZYFA ortamina (%25) karbon ve enerji kaynagi olarak glikoz 1, 2, 5 ve 10g/L

olacak sekilde eklendi ve 7. versicolor peletleriyle (0.588 g), optimum sicaklik ve

calkalama hizinda tekrarh kesikli ¢alismalar yapildi.

94



4,5
4 -
E35 -
2
= 3
£
%2,5*
i g
< 2 3 ] :
3 A\ ST
s : N I B 2]
2 1,5 1 _Th NEERE -
= ¥ | N [N 4
31 R N [N 1IN
| NEd 4 | N
| N [N iy \ix
0.5 1IN&| Nk 1N 411N
il N NS 41 N
0 El: N | LN 41N

Sekil 4.64. Glikoz eklenmis ZYFA ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi

Calisma 15 giin devam ettirilmis ve lakkaz aktivitesi belirlendi. 1. giin glikoz
konsantrasyonun artigina paralel olarak enzim aktivitesinin de arttigi, 2. giinde ise artigin
daha fazla oldugu goriildii. Bu durum 7 giin siiresince devam etmistir. 12. giinden sonra

kontrolde lakkaz aktivitesi daha yiiksek bulundu (Sekil 4.64).

4.12.2. ZYFA ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine maya oziitiiniin

etkisi

Lakkaz tiretim verimini artirmak amaciyla son konsantrasyonu 1, 2 ve 5g/L olacak
sekilde maya oziitii %25°lik ZYFA ortamina eklendi ve tekrarli kesikli ¢aligmalar optimum

kosullarda devam ettirildi.
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Sekil 4.65. Maya 6ziitii eklennis ZYFA ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimi

Maya 06ziiti, ilk 3 gilinde lakkaz {iretimini olumsuz etkilerken, 4. giinden itibaren
15. giine kadar enzim iiretimini arttirdi. Ozellikle 2 ve 5 g/l maya oziitii eklenen
kiltiirlerde enzim aktivitesi belirgin bir sekilde artmistir. Kontrol gruplarinda lakkaz
aktivitesi 15 giin siiresince 1.16- 2.61 U/ml arasinda degisirken, 1 g/L maya 0ziitli igeren
ortamlarda 2. giinden itibaren 1.50-2.32 U/ml arasinda degismektedir. 2 g/L
konsantrasyonun kullanildig1 c¢alismada 2. giinden itibaren 15 giin siiresince lakkaz
aktivitesi 1.41-4.75 U/ml arasinda degismistir. Sg/L konsantrasyonda ise 4. giinden itibaren

15. giine kadar lakkaz aktivitesi 3.22 — 6.13 U/ml arasinda saptand1 (Sekil 4.65).

4.12.3. ZYFA ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine bakirin etkisi

Farkli konsantrasyonlarda bakir eklenen %25°’lik ZYFA ortaminda 7. versicolor

peletlerinin lakkaz {iretiminin giinlere baglh degisimi Sekil 4.66’da verildi.
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Sekil 4.66. Bakir eklenmis ZYFA ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz {iretimi

Bakir, enzim aktivitesini 2. ve 4. glinler arasinda belirgin bir sekilde indiiklerken
5. glinden sonra 2 mM bakir igeren kiiltiirlerde enzim aktivitesi kontrole gore daha diisiik

saptandi.

4.12.4. ZYFA ortaminda T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretimine peynir alti

suyunun etkisi
%S5, %10 ve %20 peynir alt1 suyu iceren %25’lik ZYFA ortamlarinda 7. versicolor

peletleriyle tekrarli kesikli c¢aligsmalar yiiriitiildii ve kiiltiiriin lakkaz aktivite degisimi
saptandi (Sekil 4.67).
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Sekil 4.67. Peynir alti suyu eklenmis ZYFA ortaminda 7. versicolor peletlerinin lakkaz
liretimi

Sekil 4.67 incelendiginde peynir alti suyu konsantrasyonuna bagli olarak T.
versicolor peletlerinin adapte olma siirelerinin uzadig1 goriilmektedir. Kontrol gruplarinda
enzim aktivitesi 15 giin siliresince 1.16- 2.61 U/ml arasinda degisirken, %S5 peynir alt1 suyu
iceren kiiltiirlerin 15 giinliik siiregte enzim aktivitesi 0.64-2.96 U/ml arasinda saptand1. %10
peynir alt1 suyu iceren kiiltiirlerin ise 14 giinliik siirede enzim aktivitesi 0.64-2.96 U/ml
arasindadir. %20 peynir alt1 suyu igeren kiiltiirlerin enzim aktiviteleri ise 13 giinliik siirede

kontrole gore 3 kat indiiklenmis ve enzim aktivitesi 3.51-4.85 U/ml arasinda degismistir.

4.13. Farkh Ajanlara Tutuklanmis T. versicolor’un ZYFA Ortaminda Tekrarh Kesikli

Uretim Siirecinde Kullanilmasi

Fungus peletlerinin tekrarl kesikli calismalarda kullanim sayisini artirmaya yonelik
planlanan ¢alismalarda 7. versicolor peletleri aljinat jel, aktif karbon ve lignoseliilozlu
madde olarak da ¢am kozalagina tutuklanmis ve tekrarli kesikli siirecte lakkaz enzim iiretim

yetenekleri ve verimleri saptandi.
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4.13.1. Aljinat jele tutuklanmmus T. versicolor’un ZYFA ortaminda tekrarh kesikli

uiretim siirecinde kullanimi

Boliim 3.9.1°de belirtildigi sekilde aljinat jele tutuklanan 7. versicolor hiicreleri
daha sonra %25’lik ZYFA ortamina 10 g (111 adet) olacak sekilde eklendi ve tekrarli

kesikli ¢alisma yiiriitiildii.

Serbest
2,5 A O Tutuklanmus

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
T

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Giin

Sekil 4.68. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin (10g) ZYFA ortaminda
tekrarli kesikli stirecte lakkaz tiretimi

20 giin siiresince devam ettirilen ¢alismalarda serbest hiicrelerin enzim iiretim

yeteneginin tutuklanmis hiicrelerin yeteneginden daha fazla oldugu gozlendi (Sekil 4.68).
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Sekil 4.69. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin (20g) ZYFA ortaminda
tekrarh kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor peletleri 20 g (223 adet) kullanilmis ve
calisma 20 giin siiresince devam ettirildi. Ilk 2 giinde serbest hiicrelerin enzim aktivitesi
tutuklanmiglardan daha ytiksek ¢ikarken, sonraki giinlerde tutuklanmis funguslarla yakin

veya yiiksek enzim degerleri elde edildi ( Sekil 4.69).
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Sekil 4.70. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin (30g) ZYFA ortaminda
tekrarh kesikli siirecte lakkaz liretimi

30 g (335 adet) aljinat jele tutuklanmis fungus kullanilan c¢alismalarda ilk giin
serbest hiicrelerin lakkaz aktivitesi daha yliksek iken, sonraki giinlerde tutuklanmis hiicreler

tarafindan tiretilen enzim miktar1 19. kullanim hari¢ daha yiiksek ¢ikmustir (Sekil 4.70).

4.13.2. Aktif karbona tutuklanmis T. versicolor’un ZYFA ortaminda tekrarh kesikli

uiretim siirecinde kullanimi

T. versicolor peletleri Boliim 3.9.2°de belirtildigi sekilde aktif karbona tutuklanarak
kullanildi. Tutuklanmis funguslar %25°lik ZYFA ortamina eklenmis ve tekrarli kesikli

calismalar yriitildi.
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Sekil 4.71. Aktif karbona tutuklanmis 7. versicolor peletlerinin ZYFA ortaminda tekrarl
kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Calisma sonucunda elde edilen bulgular Sekil 4.71°de gosterildi. Aktif karbona

tutuklama 10 giin verimli olmustur.

4.13.3. Cam kozalagina tutuklanms T. versicolor’un ZYFA ortaminda tekrarh kesikli

iiretim siirecinde kullanimi

Fungusu tutuklamada kullanilan bir diger tutuklama ajani lignoseliillozlu madde
olarak kullanilan ¢am kozalagidir. Boliim 3.9.3’de belitildigi gibi 7. versicolor hiicreleri
cam kozalaklarina tutuklanmis ve optimum pelet miktar1 %25°lik ZYFA ortamlarina

eklenerek tekrarli kesikli ¢aligmalar stirdiiriildii.
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Sekil 4.72. Cam kozalagina tutuklanmis 7. versicolor peletlerinin ZYFA ortaminda tekrarh
kesikli siiregte lakkaz tiretimi

Tutuklanmig hiicrelerle %25°lik ZYFA ortaminda yiiriitiilen tekrarli kesikli ¢caligma
20 giin siiresince devam ettirildi. ilk 9 giin ¢am kozalagina tutuklanmus funguslar daha fazla
lakkaz tiretirken 10-14. giin arasinda serbest hiicrelerin iiretim verimi artmustir. 15. giinden
19. giine kadar iiretim verimi benzerken 19 ve 20. giinlerde tutuklanmis funguslarin enzim

aktivitesi serbest hiicrelerden daha yiiksek degerlere ulagsmistir (Sekil 4.72).

4.14. Atik Sularin Funguslarla Muamelesi Sonras1 Atik Suyun KOI Degisimi
Atik sularin funguslarla muamelesi silirecinde biyolojik 1iyilestirmenin olup

olmadiginin anlasiimas1 amaciyla biyolojik iyilesmenin gdstergesi olarak KOI degisimine

bakildi. Caligsmalar serbest ve tutuklanmis hiicrelerle siirdiirtildii.
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4.14.1. Fungus peletlerinin atik su KOI’si iizerine etkisi

Cizelge 4.7°den de goriilebilecegi gibi serbest veya tutuklanmis formda kullanilan

tiim kiiltiir ortamlarinda dnemli oranda KOI giderimi 24 saat i¢inde elde edildi.

Cizelge 4.6. F. trogii ve T. versicolor peletlerinin vinas ve ZYFA’nin KOI’sine etkisi

Fungus KOI Giderimi (%)
Vinas ZYFA
Serbest F. trogii 32 33
Tutuklanms F. trogii 17 27
Serbest T. versicolor 26 28
Tutuklanms T. versicolor 23 33

Calismalar %25’lik atik su konsantrasyonlarinda yiiriitiildii. Sonuglar, lakkaz tiretim

stirecinde biyolojik iyilestirmenin de oldugunu gostermektedir.

4.15. Sicakhik ve pH’min Lakkaz Aktivitesine Etkisi

Calismanin bu kisminda elde edilen ham enzim kaynagimin farkli sicaklik ve
pH’larda aktivite degisimi arastirildi. Bu amagla F. trogii ve T. versicolor peletlerinin

kiiltiir ortamlar1 kullanildi.
4.15.1. Sicakhgin lakkaz aktivitesine etkisi

F. trogii peletleriyle %25°lik vinas ortaminda ytiriitiilen tekrarli kesikli ¢alisma
sirasinda ekstraseliiler sivi alind1 ve enzim aktivitesi farkli sicakliklarda arastirildi. Elde

edilen sonuglar Sekil 4.73°de verildi. Calisma sirasinda enzim aktivitesinin sicakliga bagl

olarak arttig1 gozlendi.
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Sekil 4.73. Vinas ve ZYFA ortamlarindan elde edilen F. frogii ham lakkaz enziminin
aktivitesine sicakligin etkisi

Benzer olarak, %25’lik F. trogii ile muamele edilmis ZYFA ortamindan da kiiltiir
stvist alindi ve sicakligin aktiviteye etkisi test edildi. Burada da olgiim sicakligina bagh
olarak daha yiiksek lakkaz aktivite degeri elde edildi (Sekil 4.73).

T. versicolor peletleriyle %25’lik vinas ve ZYFA ortamlarinda yiiriitiilen tekrarli
kesikli calisma sirasinda kiiltiir sivis1 alindi ve enzim aktivitesi farkli sicakliklarda
arastirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.74’de verildi. Calisma sirasinda enzim aktivitesinin

sicakliga bagl arttig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.74. Vinas ve ZYFA ortamlarindan elde edilen 7. versicolor ham lakkaz aktivitesine
sicakligin etkisi

4.16.2. pH’nin lakkaz aktivitesine etkisi

Optimum kosullarda her iki fungus peletleriyle yapilan tekrarli kesikli ¢alismalardan
elde edilen kiiltlir sivisinin lakkaz aktivitesi, farkli pH’larda belirlendi. F. trogii ve T.
versicolor peletlerinin %25 vinas ve ZYFA ortamlarinda inkiibasyonu sirasinda alinan
kiiltiir sivistnin pH’ya bagli enzim aktivite degisimi Sekil 4.75 ve 4.76’da verildi. pH 4-5
araliginda enzim aktivitesi yliksek iken pH degisimine bagl olarak enzim aktivitesinde de

diisiis saptandi.
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Sekil 4.75. Vinas ve ZYFA ortamlarindan elde edilen F. frogii ham lakkaz enzim
aktivitesine pH’ nin etkisi

[\

—o— Vinas
—=— 7YFA

—_
W
T

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

=
(V)]
T

Sekil 4.76. Vinas ve ZYFA ortamlarindan elde edilen 7. versicolor ham lakkaz enzim
aktivitesine pH’ nin etkisi

4.16. F. trogii ve T. versicolor Peletlerinin Urettigi Lakkazin Sicaklik Kararhhg
Optimum kosullar belirlendikten sonra %25°lik vinas ve %25’lik ZYFA ortaminda

F. trogii’nin ve T. versicolor’un uygun pelet miktarlariyla tekrarli kesikli calismalar

yapildi.
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F. trogii ile vinas ortaminda yiiriitiilen kiiltiir ortamindan alinmis ekstraseliiler sivi
farkli sicakliklarda 1 ve 5 saat bekletildikten sonra enzim aktivitesi Ol¢tldii (Sekil 4.77).
Enzim 20, 30 ve 40°C’de kararli kalirken, 50 ve 60°C’de 5 saat inkiibasyon sonrasi enzim
aktivitesinin distiigii tespit edildi. Yine de bu sicakliklarda bekletilme sonrasinda bile
yiiksek enzim degerleri (0.83 ve 0.65 U/ml) elde edildi. Ornegin 50 °C’de 5 saat

inkiibasyon sonrasi aktivitede sadece %31 azalis olmustur.
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Sekil 4.77. Vinas ortaminda F. trogii peletleriyle iiretilen lakkaz enziminin kararliligina
sicakligin etkisi

Benzer olarak, %25’lik ZYFA ortamindan elde edilen kiiltiir sivisinda sicaklik

kararliliginin yiiksek oldugu saptandi (Sekil 4.78).
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T. versicolor’un vinas ve ZYFA kiiltiir ortamlarindan elde edilen enzim kaynaginin

da sicaklik kararlilig1 F. trogii ile benzer bulundu (Sekil 4.79 ve Sekil 4.80).

gzz 1 &T é( é 05, saat
v 2\ 0 1 7] Y

Sicakhk (°C)

Sekil 4.80. ZYFA ortaminda 7. versicolor peletleriyle iiretilen lakkaz enziminin sicaklik
kararlilig1
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5. TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada, zeytin yagi fabrikasi atik suyu ve alkol fabrikasi atik suyu olan
vinasin fungus peletleri i¢in besiyeri olarak kullanilmasi siirecinde, endiistriyel ve
biyoteknolojik agidan Onemi olan lakkazin {retimi ve {retiminin indiiklenmesi
hedeflenmigtir. Atik sularin enzim iiretiminde degerlendirilmesi siirecinde ayn1 zamanda
cevresel Kkirlilige yol acan atik sularin  biyolojik ydntemle iyilestirilmesinin
gergeklestirilmesi de amaglanmustir.

Zeytin yag fabrikasi atik suyu mevsimsel iiretilen bir atiktir ve {iretilen her litre
zeytin yagi i¢in yaklasik 2.5 L atik su olusmaktadir [6, 23, 24]. Atik suyun pH’ s1 4.5-5
arasindadir ve igerdigi kolloidal maddeler nedeniyle bulanik bir gdriiniise sahiptir. Ayn
zamanda yiiksek oranda organik ve inorganik madde igeren atik suyun BOI ve KOI
degerleri siras1 ile 100 ve 200 g/L’° ye ulasabilmektedir [27, 43-45].

Literatiirde ZYFA’nin organizmalar {lizerine toksik ve genotoksik etkilerini rapor
eden caligmalarin var oldugu goriilmektedir [46].

Ulkemizde =zeytin yag1 iiretimi daha c¢ok Ege ve Marmara bdlgesinde
gerceklestirilmektedir. Aydm, Izmir, Mugla, Balikesir, Manisa, Canakkale [9] ve
Gilineydogu Anadolu Bolgesi’'nden de Gaziantep iiretimin gerceklestirildigi baglica
illerimizdir. Zeytin yag1 iiretimini gergeklestiren pek cok kiiciik isletme, atiklarini herhangi
bir artim isleminden gecirmeksizin, dolayistyla Tiirk Cevre Mevzuati’nda belirtilen
parametrelerini atik su desarj standart degerlerine getirmeden, dogrudan alic1 ortama
vermektedir.

Zeytin yag1 fabrikasi atik suyu dogrudan sucul ortama verilirse organik yiikiin fazla
olmasi nedeniyle ¢evresel kirlilige neden olur. Buharlastirma, secgici membran kullanimi,
H,SO4 eklenerek nétralizasyon, Os ile oksidayon, O3/ H,O, ve fenton ayiraci gibi gesitli
fiziko-kimyasal aritma metotlar1 zeytin yagi fabrikasi atik suyunun aritimi amaciyla
onerilmektedir. Bu metotlar olduk¢a pahalidir ve bu nedenle biyolojik metotlar (aerobik ve
anaerobik prosesler) arastirilmaktadir [23, 173].

Zeytin yag1 liretimi sonrasinda olusan atik sular karasu olarak da adlandirilmaktadir.
Askida katt madde (AKM), pektinler, seker, fenolik bilesikler ve bitkisel yaglar1 biiyiik
miktarlarda  i¢ermektedir. Diger taraftan, icerdigi aromatik bilesikler, basit

ve kompleks sekerlerden dolay1 yiiksek enerji kaynagi potansiyeline sahiptir [9].
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Vinas, fermentasyon yoluyla etil alkoliin {iiretimi sirasinda agiga c¢ikan,
pargalanabilir maddeler agisindan zengin, koyu renkli bir atik sudur [62-64]. Rengi
melanoidinden gelmektedir [66, 68] ve mikroorganizmalar tarafindan yikimi zor bir
polimerdir [62]. Vinas, kisa siirede ¢ok miktarda iiretildigi i¢in ¢evre Kkirleticisi bir
etmendir. Uretilen her 1 L alkole karsilik 10-15 L vinas ac¢iga ¢ikmaktadir [62, 69-71] ve
vinasin da toksik etkisi rapor edilmistir [68]. Vinas organik madde igerigi nedeniyle zengin
bir kaynak oldugundan besiyeri olarak kullanilabilir [71, 75, 171].

Ulkemizde 22 yerde seker fabrikasi bulunmaktadir ve sadece Malatya, Eskisehir,
Erzurum ve Turhal’daki seker fabrikalari alkol {initesine sahiptir [174]. Eskisehir alkol
fabrikasi hari¢ digerlerinde aritim sistemi olmadigindan, bu tesislerin ¢evreye verdikleri
zaralar nedeniyle 2002 yilindan itibaren faaliyetleri durdurulmustur.

Her iki atik suyun negatif etkileri, koyu renkli olmasi ve organik madde yiikiiniin
yiiksek olmasi nedenlerinden dolay1 aritimi yapilmadan ¢evreye verilmesi durumunda ¢ok
ciddi ¢evresel problemlere neden olacagindan, aritilmalar1 ve/veya degerlendirilmeleri
sarttir.

Atik sularin aritilmadan g¢evreye verilmesi konusunun 6nemli olmasi kadar, atik
sularin aritimi sirasinda kullanilacak yontemin etkin, ucuz ve g¢evre dostu olmasi da
onemlidir.

Beyaz ciiriik¢iil funguslarin lakkaz, ligninaz ve Mn peroksidaz gibi enzimleri
sentezleyebilme yetenekleri ¢evre ve atik biyoteknolojisi agisindan 6nemlidir. Endiistriyel
ve ¢evresel kirleticilerin giderimi ya da aritimi i¢in enzimlerin kullaniminda enzimlerin
etkinligi ve segiciligi nedeniyle son yillarda bu konulara 1ilgi artmaktadir.
Ksenobiyotiklerin yikimi ve endiistriyel atik suyun toksik ve fenolik bilesiklerin giderimi
icin  lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkazlarin degerlendirilebilecegi
bildirilmektedir [121].

Lakkaz, pek ¢ok bilesigi okside etme 6zelligine sahiptir. Bu nedenle endiistriyel atik
sularin biyoteknolojik aritiminda ve ksenobiyotiklerin okside edilmesi/biyolojik yikiminda
kullanilmaktadir [175, 176]. Daha once de belirttigimiz gibi lakkazin pek ¢ok uygulama
alan1 vardir. Literatiirde, atik su ortaminda enzim {retimi konusunda fungus peletlerinin
kullanilmas1 ¢alismalar1 smirhidir. Bu calismada fungus peletleriyle atik su ortaminda

lakkaz {liretimi test edilmistir.
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Calismanin ilk kisminda, kullanilan atik sularin igerigi analiz edilmis ve sonuclar
Cizelge 4.1°de verilmistir. Organik yiikii gosteren KOI degeri vinas igin 60.23 g/L ve
ZYFA igin de 59.54 g/L olarak saptanmustir. Elde edilen degerler literatiir verileriyle
uyumludur [29, 53]. Atik sularin kirlilik 6zelligi; islenen hammaddenin olgunluk derecesi
ve tlriine, hammaddenin depolanma siiresine, kiiltiir topragina, isleme yontemine, iklim
sartlarina, kullanim suyu miktarina gore farklilik gostermektedir [6, 7]. Atik su igeriginde
var olan baz1 farkliliklarin bu nedenlerden dolay1 oldugu diistintilmektedir.

Peletlerle yiiriitiilen ¢aligmalarda oncelikle F. trogii peletleriyle vinas ve ZYFA
ortamlarinda optimizasyon c¢aligmalar1 yapilmistir. F. trogii peletleriyle vinas ortaminda en
yuksek lakkazin iretildigi pelet miktar1 ve uygun atik konsantrasyonu tespit edilmistir.
Sekil 4.1-4.5’den de goriilebilecegi gibi, uygun atik su konsantrasyonu olarak %25°lik
konsantrasyon ve pelet miktar1 olarak da 0.36 g pelet optimum olarak tespit edilmistir.
Besiyerindeki karbon ve azot kaynagi olarak kullanilabilecek maddelerin %10’luk atik suya
gore daha fazla olmasi ve daha yiiksek konsantrasyonlarda (%50 ve {istii) ise atigin tekrarli
kesikli siirecte pelet lizerine olasi toksik etkisinden dolay1r %25’lik atik su kullanilmstir.
ZYFA ortaminda ise Sekil 4.37-4.41°den de goriilebilecegi gibi uygun atik su
konsantrasyonu ve pelet miktar1 olarak sirasiyla %25°lik atik su ve 0.82 g pelet
saptanmistir.

F. trogii ZYFA ortaminda 150-250 rpm calkalama hizlarinda yiiksek diizeyde
lakkaz iiretmistir. Her iki atik su ortaminda, lakkaz iiretimi i¢in 150 rpm ¢alkalama hiz1 ve
30°C sicaklik derecesi optimum olarak belirlenmistir. Elde edilen bulgularin literatiir
verileriyle uyum igerisinde oldugu goriilmektedir [66, 93, 171, 177]. Van Der Merwe
sicakligin lakkaz tiretimine etkisi iizerine yaptig1 calismada, lakkaz {iretimi i¢in en uygun
sicakligin 151k varliginda 25°C oldugunu ve karanlikta ise 30°C oldugunu saptamistir.
30°C’den daha ytiksek sicakliklarda kiiltiire edildiginde ise ligninolitik enzim aktivitesinin
azaldigini rapor etmistir [106].

Baslangig pH’s1 3-8’e ayarlanmis %25°lik vinas ve ZYFA ortamlarinda lakkaz
aktivitesinin maksimum oldugu pH araliginin belirlendigi ¢alismalarda maksimum lakkaz
aktivitesi, vinas ortaminda pH 5-7, ZYFA ortaminda ise pH 4-5 araliginda bulunmustur.
Asidik olan vinas ve ZYFA’nin pH’s1 fungusla muamele sonrasi artarken pH 7 ve 8’e

ayarlanmig atik sularin pH’s1 da muamele sonrasi diigmiistiir. Kullandigimiz vinasin pH
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degeri 5.25 ve ZYFA’nin ise 4.75’tir. Bu degerler funguslarin iireyebilecegi pH araliginda
oldugundan fungusla muamele 6ncesi pH degerini ayarlamaya gerek kalmamastir.

Beyaz ciirtikciil funguslar kemoorganotrofik organizmalardir ve ¢ok ¢esitli organik
kaynagi kullanabilirler. ZYFA ortaminda lakkaz iiretmeleri ve bu ortamda lakkazin
indiiklenebilmesi funguslar tarafindan ZYFA igerisindeki karbon ve enerji kaynaklarini
kullanabildigini gostermektedir. ZYFA ortaminda gozlenen lakkaz aktivitesindeki artis,
atik su icerisindeki bazi toksik maddelere karsi fungusun fizyolojik bir yanitidir. ZYFA
katesol, kaffeik asit, 3,4-dihitroksifenoletanol ve diger aromatik bilesikleri igerir. Fenolik
ve fenolik olmayan pek¢ok aromatik maddelerin lakkaz iiretimini arttirdigi bilinmektedir.
Bazi alifatik alkoller ve lignoseliilozlu atiklar da benzer etki yapmaktadir [53]. P. flavido-
alba’nin  ZYFA ortaminda inkiibe edilmesi sonucu atik suyun fenol igeriginin ve
toksikliginin azalmasiyla kiiltlir ortamindaki enzimler arasinda iligski kurulabilecegi ifade
edilmistir. Lakkazlarin ZYFA’daki toksik bilesiklerin etkisine karsi daha kararli oldugu
rapor edilmistir [148].

Tekrarli kesikli siirecte lakkaz iretiminde enzimi indiiklemek i¢in farkli
konsantrasyonlarda glikoz, maya 6ziitli, peynir alt1 suyu gibi ek kaynaklar ve bakir atik su
ortamlarina eklenmis ve lakkaz iiretimine ve {iretim verimine etkisi arastirtlmistir. Buna
gore %25°lik vinasa son konsantrasyonda 5 ve 10 g/L olacak sekilde glikoz eklenmesi
uygulamanin 2-4. giinler arasinda kontrole gore farkin 6nemli (p<0.05) olmasini
saglamistir. 6 giin siiresince elde edilen toplam lakkaz aktivitesine bakildiginda kontrolde
toplam aktivitenin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (Ek 7.1). Glikoz eklenmesinin
%25’lik vinas ortaminda F. trogii tarafindan iiretilen lakkaz aktivitesini artirict etkisi
olmamistir. Organizma tarafindan hizli ve etkili kullanilan substratlar lakkaz aktivitesinin
yiiksek olmasina neden olur. C. Galhaup ve arkadaslar1 [167] tarafindan yapilan bir
calismada Trametes pubescens’in lakkaz aktivitesini indiiklemek amaciyla fungusun iireme
ortamina ¢esitli ek kaynaklar eklenmis ve lakkaz aktivite degisimi incelenmistir. Farkl
konsantrasyonlarda glikoz iireme ortamina eklenerek, lakkaz iiretimine etkisi test edilmistir.
Glikoz konsantrasyonu 10 g/L’den 40 g/L’ye ¢ikarildiginda, lakkaz aktivitesinde 5 kat artig
goriiliirken 60 g/L’ye ¢ikarildiginda lakkaz aktivitesinde bir artis elde edilmemistir. Glikoz
konsantrasyonun artmasi lakkaz sentezinde lag fazinin uzamasina yol agtigindan yiiksek

glikoz konsantrasyonunun lakkaz tiretimini baskiladig ifade edilmistir. Glikozun, F. trogii
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peletlerinin ZYFA ortaminda lakkaz iiretimine pozitif etki yaptig1 goriilmektedir (Ek 7.2).
Son konsantrasyonda 1g/L ve 2 g/L glikoz igeren ortamlarda 6. ve 9. giinler hari¢ diger
giinlerdeki sonuclarin kontrol gruplar ile arasindaki fark anlamli bulunmustur (p<0.05).
Yine 5 ve 10 g/L konsantrasyonlarda da 10 giin siiresince elde edilen giinlere bagli enzim
aktivitesi kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda aralarindaki fark 6nemli bulunmustur
(p<0.05). Toplam enzim aktivitesi agisindan degerlendirildiginde 10 g/L olacak sekilde
glikoz igeren ortamlarda enzim aktivitesi kontrolden yaklasik 2 kat daha yiiksek
bulunmustur. Benzer verim artis1 diger glikoz konsantrasyonlari i¢in de gegerlidir.

Farkli konsantrasyonlarda olacak sekilde maya Oziitiiniin vinas ortamina eklenmesi
durumunda elde edilen enzim aktivitesi degisikligi Ek 7.3’de gosterilmektedir. 9%25’lik
vinasa 1 g/L olacak sekilde maya oziitii eklenerek F. trogii peletleriyle yapilan tekrarli
kesikli caligmada, lakkaz aktivitesi kontroller ile karsilastirildiginda bazi giinlerdeki
aktivite degeri arasindaki fark onemli bulunmustur (p<0.05). Vinas ortamina maya
Oziitiiniin eklenmesi F. trogii’nin lakkaz iiretim yeteneginde artis olusturmazken, %25’lik
ZYFA ortaminda maya 6ziitli lakkaz tiretimini indiiklemistir. Ek 7.4’den de goriildiigii gibi
1 g/L ve 2 g/L olacak sekilde maya 0ziitii iceren ortamlarda giinlere bagl elde edilen lakkaz
aktivitesi kontrol gruplariyla karsilastirildiginda fark anlamli bulunmustur (p<0.05). 1 g/L
maya Oziitii i¢ceren ortamda enzim aktivitesi kontrole gore yaklasik 2 kat artmistir. Maya
Oziitiiniin lakkaz tiretimine pozitif etkisi zengin icerigi ile ilgili olabilir. Beyaz ciiriik¢iil
funguslarda ligninolitik enzimlerin sentezinin  diizenlenmesinde azotun Onemli bir
faktordiir [178].

Farkli konsantrasyonlarda bakir eklenmis vinas ortaminda F. trogii peletleriyle
yapilan tekrarli kesikli calismada kontrol gruplarina kiyasla 0.5 mM bakir i¢in 2., 3. ve 4.
giinlerde fark 6nemli (p<0.05), 1.0 mM igin 1. giin hari¢ diger giinlerdeki fark 6nemli
(p<0.05), 2.0 mM ig¢in ise ilk iki giin hari¢ diger giinler arasindaki fark énemli bulunmustur
(p<0.05) ve 2.0 mM bakirin eklenmesi toplam enzim aktivitesini yaklasik 10 kat
artirmistir. Bu silirecte hem fungusun kullanim siiresi uzamis hem de yiiksek diizeyde
aktivite artis1 ve devamlilig1 elde edilmistir (Ek 7.5). ZYFA ortaminda da benzer pozitif
etki gozlenmistir. Bakir eklenmesiyle 6zellikle ilk 2 giin, kontrole gore enzim aktivitesi
yaklagik 5 kat artmistir. Bakir toplam enzim aktivitesini de onemli oranda artirmistir (Ek

7.6). Birhanli ve Yesilada’nin [177] yaptig1 bir calismada stok temel besiyerine son
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konsantrasyonu 0.5 mM olacak sekilde bakir eklenmis ve bu ortamlarda hem F. trogii hem
de T. versicolor’un lakkaz liretim yetenegi aragtirtlmistir. Bakir uygulanmasina bagl olarak
F. trogii’nin enzim aktivitesi 40 kat artarken, 7. versicolor’un aktivitesi 15 kat artmistir.
Galhaup vd. [167] tarafindan yapilan calismada, 7. pubescens’in lireme ortamina lakkaz
indiikleyicisi olarak bakir eklenmis ve lakkaz sentezinin iiremenin 48. saatinde 2.0 mM
bakirin eklenmesiyle indiiklendigi tespit edilmistir. Mechichi vd. [102] 7. versicolor’un
lireme ortamina bakir eklenmesinin lakkaz {iretimini belirgin bir sekilde indiikledigini rapor
etmistir. Couto vd. [93] lakkazin {iretimini artirmak icin arpa kepegi ortamina bakir ve 2,5
ksilidin eklemisler ve 1.0 mM bakir ve 2.0 mM ksilidin eklenmesi durumunda lakkazin 5
kat arttig1 tespit edilmistir. Yaptigimiz calismada da %25’lik vinas ortamina 2.0 mM bakir
eklendiginde ve F. trogii peletlerinin {irettigi lakkaz aktivitesi 10 kat arttirilmistir. Elde
ettigimiz sonuglar literatiir verileriyle uyumludur.

Bakirin, lakkaz {tiretimine etkisi tam olarak acik degildir. Bunun i¢in olast 2
mekanizma distiniilmektedir. Birincisi, oksidatif strese karsi lakkazin savunma rolii
nedeniyle sentezinde artis oldugudur. Ikinci agiklama ise, lakkazin melanin sentezinde bir
etkiye sahip olmasidir [177]. Trametes versicolor bakir igeren ortamlarda iiretildiginde,
lakkaz aktivitesi ve lcc mRNA {izerine bakirin transkripsiyon diizeyinde etkili oldugu tespit
edilmistir [178, 179]. Bakir konsantrasyonun artigina bagli olarak hem enzim aktivitesinin
hem de Icc transkripsiyonun arttigi bulunmustur. Bu korelasyon, /cc ifadesinin
diizenlenmesinde bakirin roliiniin oldugunu gdstermektedir. Okaryotik organizmalarda
metallotiyonin ifadesi agir metallerin oraniyla indiiklenir. Burada bir intraseliilar metal
diizenleyici protein hem metal reseptor hem de trans-etkili transkripsiyon faktorii olarak
caligir [178].

F. trogii peletlerinin son konsantrasyon %35, %10 ve %20’lik olacak sekilde peynir
altt suyu igeren vinas ortaminda inkiibasyonu lakkaz iiretimini artirmamis aksine
baskilamistir. (Ek 7.7) ZYFA ortaminda ise, lakkaz iiretimi %20 oraninda peynir alt1 suyu
igeren ZYFA Xkiiltiiri hari¢ 6nemli oranda indiiklenmistir (Ek 7.8).

Tutuklamanin etkisinin arastirildigi ¢aligmalarda, aljinat jele tutuklanmis
funguslarla (10 g, 20 g ve 30 g) %25’lik vinas ortaminda yapilan tekrarli kesikli
calismalarda giinlere bagh olarak kontrollerle karsilastirilma yapildiginda 10 g tutuklanmig

fungus kullanildiginda, lakkaz aktivitesi serbest hiicrelerin aktivitesinden daha diisiik
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bulunmustur. 20 g kullanilan ¢aligmalarda ilk 3 giin ve 5. giinde kontrolden diisiik, diger
giinlerde ise kontrolle arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmustur (p<0.05). 30 g
tutuklanmig peletin kullanildig1 calismada ise 3. ve 4. giin hari¢ diger giinlerde kontrolle
arasindaki fark istatistiksel olarak 6nemli bulunmustur (p<0.05). 20 ve 30 g tutuklanmis ve
serbest hiicre kullanilan calismalarda, tutuklanmis hiicrelerin kullanim sayisinin arttig
goriilmiistiir (Ek 7.9). Buna bagl olarak, toplam enzim aktivitesi de kontrole gére daha
yiiksek cikmistir. Bishnoi ve Kumar [180]’1n yaptig1 ¢aligmada aljinat jele tutuklanmis
Trichoderma viride’'nin 25 seferden daha fazla kullanildigi ve rejenerayon etkinliginin
%75-78 oldugu tespit edilmistir. Aljinat jele tutukladigimiz funguslarla yaptigimiz
calismada, tutuklanmis funguslarla elde edilen lakkaz miktar1 kontrole gore daha yiiksektir.
Elde ettigimiz sonuglar hiicre kullanim sayisinin artis1 bakimindan literatiir verileriyle
benzerlik gdstermektedir. Aljinat jele tutuklanmis F. trogii ile %25’lik ZYFA ortaminda
yapilan ¢aligmada ise tutuklamanin 10 giinliik siiregte lakkaz iiretimine pozitif bir etkisi
gozlenmemistir. Toplam verim (10 giinliik) agisindan da aljinat jele tutuklama pozitif etki
yapmamustir (Ek 7.10).

Aktif karbon ve ¢am kozalagina tutuklanmis F. trogii peletleri ile %25’lik vinas
ortaminda yapilan tekrarli kesikli c¢alismalar gilinlere baglh olarak kontrolleriyle
karsilastirildiginda, aktif karbona tutuklanmis fungusla yapilan ¢calismada 5. giin hari¢ diger
giinlerdeki enzim aktivite degerlerinin kontrole gore onemli diizeyde farklilik gosterdigi
bulunmustur (p<0.05). Cam kozalagina tutuklanmis hiicrelerle yapilan ¢alismada ise son
giin hari¢ biitiin giinlerde kontrol gruplar ile karsilagtirlldiginda fark istatistiksel olarak
onemli bulunmustur (p<0.05). Aktif karbon ve ¢am kozalagina tutuklamanin da toplam
enzim aktivitesinde kontrole gore artis meydana getirdigi goriilmektedir (Ek 7.11).
Tutuklama enzim f{iretim verimini arttirmistir. Aktif karbona tutuklama F. frogii’nin
%25°1ik ZYFA ortaminda lakkaz {iretim yetenegini 6zellikle 8. glinden itibaren indiiklemis
ve 8. glinden sonraki giinlerde elde edilen aktiviteler kontrolleri ile karsilastirildiginda fark
onemli bulunmustur (p<0.05). Bununla birlikte aktif karbona tutuklanmis fungusla elde
edilen 15 giinliikk enzim aktivitesi kontrolden daha diisiiktiir. Cam kozalagina tutuklama ise
2. gilinden itibaren kontrole gore enzim aktivitesini dnemli oranda indiiklemistir (p<0.05).
Toplam enzim aktivitesi de belirgin sekilde yiiksektir (Ek 7.12). Couto vd. [93] yaptiklari

bir calismada 7. hirsuta’y1 aljinat jel, poliliretan kopiik ve paslanmaz celik gibi tastyicilara
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tutuklamislar ve lakkaz iiretim yetenegini arastirmiglardir. 8 giinliik inkiibasyon sonucunda
en yiiksek lakkaz aktivitesi 800 U/L ile paslanmaz ¢elik siingere tutuklama sonucunda elde
edilmis ve kiiltlir ortamina 1.0 mM bakir eklendiginde aktivitenin 2200 U/L’ye ulastigi
rapor edilmistir. Prasad vd. [181] poliiiretan kopilik tlizerine tutuklanmis Pleurotus
ostreatus’un lakkaz {retim verimini arastirmiglar ve tutuklanmis hiicrelerin lakkaz
aktivitesinin serbest hiicrelere gore daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir.

T. versicolor peletleriyle de vinas ve ZYFA ortamlarinda optimizasyon ¢alismalari
yapilmis ve Sekil 4.18-4.22 ve Sekil 4.55-4.59°den de goriilebilecegi gibi vinas ve ZYFA
icin uygun konsantrasyon %25 olarak saptanirken en uygun pelet miktar1 0.588 g pelet
olarak saptanmistir.

T. versicolor igin optimum lakkaz tiretim sicaklig1 30°C ve optimum ¢alkalama hiz1
da 150 rpm olarak bulunmustur. Elde edilen bulgular literatiir verileriyle uyum igerisindedir
[66, 106, 171, 182]. T. versicolor igin vinas ortaminda optimum pH araligi 5-8 olarak
saptanirken, ZYFA i¢in pH 4 olarak saptanmustir. Atik sularin baglangi¢ pH’lar1 fungus icin
uygun pH araliginda oldugundan degistirilmemistir.

Farkli miktarlarda glikoz eklenmis vinas ortaminda 7. versicolor peletleriyle
yapilan tekrarli kesikli ¢aligmada elde edilen lakkaz aktivite degerleri giinlere bagli olarak
kontrolleriyle karsilastirildiginda, son konsantrasyonda 1 g/L glikoz eklenmesi enzim
aktivitesini 4. ve 5. gilinler hari¢ olumsuz etkilemistir. Benzer olarak 2 g/L konsantrasyonda
aktivite 4., 6. ve 7. gilin hari¢ kontrolden daha diisiik bulunmustur. Son konsantrasyonu 5
g/L olacak sekilde ortama glikoz eklenmesi ise 4., 6., 7. ve 8. giinlerde enzim aktivitesini
pozitif etkilemis, bu artis kontrole gore istatistiksel olarak onemli bulunmustur (p<0.05).
10g/L’de de 4., 6., 7., 8. ve 9. giinlerdeki enzim aktivite degerleriyle kontrol arasindaki
fark istatistiksel olarak Onemli bulunmustur (p<0.05). Toplam enzim aktivitesi glikoz
konsantrasyonu artigsina bagli olarak artmis fakat kontrolde elde edilen aktivite toplamini
gecmemistir  (Ek  7.13). Modifiye edilmis Trametes {retim ortamimna farkh
konsantrasyonlarda bakir ve glikoz eklenerek yapilan ¢aligmada glikoz artisina bagl olarak
enzim aktivitesinin diistiigli ve karbon smirli ortamda enzim aktivitesinin maksimuma
ulastig1 rapor edilmistir [168]. 7. versicolor peletlerinin glikoz igeren %25°lik ZYFA
ortaminda inkiibasyonu sonucunda elde edilen 15 giinliik toplam verim 5 ve 10 g/L glikoz

iceren kiiltiirlerde kontrolden daha yiiksek bulunmustur (Ek 7.14). 5 g/L konsantrasyonda
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ilk 9 giindeki lakkaz aktivitesi kontrol gruplarindan daha yiiksek ¢ikmis ve fark anlaml
bulunmustur (p<0.05). 10 g/L konsantrasyon i¢in ise ilk 13 giin i¢inde 12. giin diginda
diger giinlerde lakkaz aktivitesinin kontrol grubuyla arasindaki fark istatistiksel bakimdan
onemlidir (p<0.05).

Farkli konsantrasyonlarda maya 06ziitli eklenen vinas ortamlarinda bazi giinlerdeki
enzim aktivite degerlerinde kontroliiyle arasindaki fark istatistiksel olarak dnemli bulunmus
olsa da, toplam enzim aktivitesine bakildiginda maya Oziitiiniin enzim aktivitesini
indiiklemedigi goriilmektedir (Ek 7.15). %25’lik ZYFA ortaminda maya 0ziitii eklenmesi
ise T. versicolor peletlerinin lakkaz iiretim yetenegini indiiklemistir. Ozellikle son
konsantrasyonda 2 g/L. ve 5 g/L olacak sekilde maya 6ziitii eklenmesi peletlerin 15 giinliik
toplam lakkaz iiretim verimini 6nemli Ol¢lide artirmistir (Ek 7.16). Bu miktarlarda maya
0ziitli eklenmesi ilk bir ka¢ kullanim sonrasinda lakkaz iiretim verimini 6nemli oranda
etkilemistir (p<0.05).

Bakirin 0.5 mM son konsantrasyon olacak sekilde 9%25’lik vinas ortamina
eklenmesi 7. versicolor peletlerinin ¢ok az arttirmistir. Son konsantrasyonda 1.0 mM bakir
9. giinden 14. giine kadar enzim aktivitesi lizerinde istatistiki olarak onemli etki yaparken
(p<0.05) 2.0 mM bakir igeren kiiltiiriiniin 12-15. giinlerdeki aktivite degerleri ile kontroller
arasinda fark istatistiki olarak onemli bulunmustur (p<0.05). Toplam enzim aktivitesi
degerlendirildiginde 0.5 mM ve 1.0 mM bakirin eklenmesi durumunda enzim aktivitesi
hafif bir oranda indiiklenmistir. 2.0 mM bakir kiiltiirleriyle ilk gilinler de diisiik enzim
aktivitesi elde edilirken 3. giinden sonra artmaya baslamistir (Ek 7.17). T. versicolor ile
ZYFA ortaminda yiiriitiilen caligmalarda ise 0.5 ve 1 mM bakir eklenmesi lakkaz {iretimini
Onemli oranda etkilemis fakat 2 mM bakir 7. versicolor’un lakkaz {iretim verimini
etkilememistir. 1.0 mM konsantrasyonda 5. giin harig, ilk 10 giin i¢erisindeki fark énemli
bulunmus (p<0.05) ve 2.0 mM konsantrasyonda ilk 4 giindeki fark anlamli bulunmustur
(p<0.05) (Ek 7.18). Modifiye Trametes iiretim ortamina farkli konsantrasyonlarda bakir ve
glikoz eklenerek yapilan ¢alismada optimal bakir konsantrasyonu 75 uM olarak bulunmusg
ve bu konsantrasyonda bakir eklenmesi durumunda kontrol gruplariyla karsilagtirildiginda
lakkaz aktivitesinin 4 kat arttigi saptanmistir. Daha yiiksek bakir konsantrasyonunda
lakkaz aktivitesinin azaldig1 rapor edilmis ve fungal metabolizma {izerine yiiksek

konsantrasyondaki bakirin toksik etkisi bildirilmistir [168].
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Vinas ortamina peynir altt suyu eklenmesi 7. versicolor peletlerinin lakkaz {iretim
yetenegini hi¢ bir durumda etkilememistir (Ek 7.19). ZYFA ortamlarinda ise %5’lik olacak
sekilde peynir alt1 suyu eklenmesi durumunda 7. versicolor’un lakkaz enzim aktivitesi
kontrole gore 5. gilin harig, diger 3-11. gilinler arasinda fark énemli bulunmustur (p<0.05).
%10’luk peynir alt1 suyu eklenmesi durumunda ilk iki giin enzim aktivitesi kontrole gore
diisiik ¢ikmis fakat diger giinlerin kontrolleriyle arasindaki fark istatistiki olarak 6nemli
bulunmustur (p<0.05). %20’lik konsantrasyonda ise ilk 3 giinkii enzim aktivite sonuglari
kontrole gore daha diisiik ¢cikmistir. 15 giinliik siiregte ilerleyen giinlerdeki fark onemli
bulunmustur (p<0.05). Toplam enzim aktivitesi ise eklenen peynir alt1 suyu miktarina baglh
olarak artmistir (Ek 7.20).

Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor farkli oranlarda olacak sekilde %25°lik vinas
ortamina konulmus ve tekrarli kesikli ¢caligmalar yapilmistir. 20 g kullanilan ¢alismada ilk 2
ve son 2 giindeki enzim aktivitesi kontrol gruplariyla karsilastirildiginda arasindaki fark
anlamli (p<0.05), 30 g kullanilan ¢alismada ise sadece son 2 giinkii enzim aktivitesi
degerleri ile kontrol grubuyla fark istatistiki olarak énemli bulunmustur (p<0.05). Toplam
enzim aktiviteleri dikkate alindiginda kontrol grubunda enzim aktivitelerinin daha yiiksek
oldugu Ek 7.21°de goriilmektedir. 7. versicolor’un tutuklanarak kullanilmasi, enzim
tiretiminde bir artisa neden olmamistir. 7. versicolor’un aljinat jele tutuklanmasi 6zellikle
20 ve 30 g tutuklanmis hiicre kullanilmasi durumunda ZYFA ortaminda lakkaz {iretim
yetenegi ve verimini artirmistir. 10 g pelet kullanilan c¢alismalarda serbest peletlerin
tutuklanmis hiicrelere gore lakkaz aktivitesi daha yiiksekken, 20 g pelet kullanilan
calismalarda elde edilen lakkaz aktivite degeleri kontrol gruplariyla karsilastirildiginda 7-
18. giinler arasinda 12., 13. ve 17. giinler hari¢ kontrol grubuyla arasindaki fark istatistiki
olarak 6nemli (p<0.05) ve 30 g kullanilan ¢calismalarda da 1., 5. ve 12. giinler hari¢ diger
giinlerdeki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05) (Ek 7.22).

Aktif karbon ve cam kozalagina tutuklanmis 7. versicolor ile %?25°lik vinas
ortaminda yapilan caligmada aktif karbona tutuklamada 3-9. giinler arasinda 8. giin hari¢
diger giinlerde enzim aktivitesi sonuglar1 kontrol gruplariyla karsilastirildiginda fark 6nemli
bulunmus (p<0.05) ve benzer olarak ¢am kozalagina tutuklamada 3-15. giinler arasinda 8.
glin hari¢ diger giinlerde elde edilen lakkaz aktivitesi degerlerinin kontrol gruplariyla

arasindaki fark 6nemli bulunmustur (p<0.05). Aktif karbona tutuklanmis funguslarla 10
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giinde elde edilen toplam lakkaz aktivitesinin kontrole gore daha yiiksek oldugu
goriilmektedir. Cam kozalagina tutuklanmis funguslar ise 15 giin siiresince kullanilmis ve
toplam enzim aktivitesi serbest hiicrelerin toplam aktivitesinden daha yiiksek saptanmigtir
(Ek 7.23). M. Lorenzo vd. [182] yar1 kati kiiltiirde 7. versicolor ile lakkaz {iretimi
konusunda calisma yapmis ve bu calismada lakkaz iiretimini arttirmak amaciyla kiiltiir
ortamina ¢oziinmeyen lignoseliilozik maddeler eklemistir. Tarim endiistrisi atig1 olmasi
nedeniyle lignoseliillozik materyal olarak iiziim tohumu, liziim sap1 ve arpa kepegi
kullanmis ve ozellikle arpa kepegi kullandiklar1 ¢alismada kontrole gore 10 kat daha
yiiksek bir enzim aktivitesi (639 U/L) elde etmislerdir. Aktif karbona tutuklanmig
peletlerin, ZYFA ortamlarinda kullanildig1 ¢alismalarda bazi giinlerde elde edilen lakkaz
aktivite degerlerinin kontrol gruplari ile arasindaki farki anlamli bulunmustur (p<0.05).
Yine ¢am kozalagina tutuklanmis funguslarin bazi giinlerde elde edilen lakkaz aktivite
degerlerinin kontrol gruplan ile arasindaki fark istatistiksel olarak onemlidir (Ek 7.24).
Zhang vd. [183] aktif karbona tutuklanmis 7. versicolor u, Asit viyole 7 boyasinin renginin
gideriminde kullanmis ve tutuklanmis hiicreler ile daha yiiksek oranda renk giderimi elde
etmis ve Ozellikle tutuklanmis peletlerin daha kararli oldugunu vurgulamistir. Cing ve
Yesilada [184] yaptiklar1 benzer ¢alismada F. trogii’yi aktif karbona tutuklayarak boyanin
rengini gidermedeki verimini saptamislardir. Aktif karbona tutuklanmis peletlerin on
giinliik siiregte toplam renk giderim verimi (%88) serbest peletlerinkinden (% 69) daha
yiiksek oldugunu rapor etmislerdir. Bizim ¢alismamizda da ¢am kozalagina tutuklanmig
peletlerin 19. ve 20. kullanimlarinda lakkaz aktivitesi kontrole gore daha yiiksek
bulunmustur. Sonuglar, tutuklamanin peletlerin kullanim sayisin1 arttirmasi agisindan
literatiir verileriyle uyumludur.

Jaouani vd. [169] P. sajor caju, C. polyzona, L. tigrinus ve P. coccineus’un
ZYFA’nin rengi ve KOI’sini etkili bir sekilde giderdigini rapor etmistir.

Bu calismada biyolojik iyilestirme agisindan serbest ve tutuklanmis F. trogii ve T.
versicolor’un KOI giderim yetenekleri arastirilmis ve %17-33 arasinda KOI giderimine
ulagilmistir. Lanciotti vd. [35] ZYFA nin arittimi i¢in Yarrowia lipolytica’nin 20 susunu
kullandiklar1 ¢alismada mikroorganizmalar seyreltilmemis ZYFA ortaminda 25°C’de 72
saat inkiibe edilmis ve %1.47-%41.22 arasinda KOI giderimi saptanmistir. Yaptigimiz
calismada 24 saat icinde %17-33 oranlarinda KOI giderimi tespit edilmistir (Cizelge 4.6).
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Robles vd. [117] zeytin yag1 fabrikas1 atik suyu ortamindan izole ettikleri Chalara
paradoxa’nin 9 susunun lakkaz iiretim yetenegini ¢alismislardir. ZYFA ortamindan lakkaz
enzimi ireten farkli soylarin izole edilmesi, lakkaz iiretiminin fenolik bilesiklerin
detoksifikasyonunda roliiniin oldugunu gdstermektedir. Fenolik bilesiklerin toksisitesi
nedeniyle atik suyun anaerobik aritimi siirecinde inhibisyonun ana nedeni oldugu rapor
edilmistir. A. terreus ve G. candidum gibi baz1 fungus tiirlerinin, aritimin ilk sathasinda
hem atigin KOI’sini azaltmak hem de fenolik inhibitdrleri yok etmek amaciyla
kullanilmakta oldugu bildirilmistir. A. niger, A. terreus ya da G.candidum’larla atik suyun
on aritimu ile, metajonik bakteriler tizerine bu fenollerin inhibitor etkisini azaltan aromatik
ve taninlerin konsantrasyonu azalmaktadir [44].

(Calismada ayrica enzimin sicaklik kararlilig1 da arastirilmis ve enzimin 60°C’de bile
yiiksek oranda ve uzun siire kararl kaldig1 saptanmustir. F. trogii peletleriyle %25’lik vinas
ortaminda yiiriitiilen tekrarl kesikli kiiltiirden elde edilen ekstraseliiler sivi 5 saat 50°C’de
bekletildiginde, lakkaz aktivitesinde %31 ve 60°C’de bekletildiginde %46 oraninda azalma
olmustur. 7. versicolor kiiltiirlerden elde edilen ekstraseliiler sivi ile yapilan kararlilik
calismasinda ise 50°C’de %14 ve 60°C’de %41 aktivite kaybi olmustur. F. trogii
peletlerinin  %25°lik ZYFA kiiltiirlerinden elde edilen ektraseliiler sivinin sicaklik
kararliligr calismasinda 50°C’de %13 ve 60°C’de %23 oraninda aktivite kaybi oldugu
saptanmistir. 7. versicolor’un ZYFA ortamindaki kiiltiir sivist i¢in ise 50°C’de %11 ve
60°C’de %25 aktivite azalis1 saptanmustir. Pycnoporus sanguineus’un lakkaz aktivitesinin
35°C’de hizli bir sekilde diistiigli rapor edilmistir [185]. Pleurotus sajor-caju’nun
enziminin 55°C ve 65°C’de 5 dakika bekletilmesinden sonra lakkaz aktivitesinin sirasiyla
%40 ve %75 oraninda azaldigi bildirilmistir [186]. Ullrich vd. [187] tarafindan yapilan
calismada enzimin 40°C’de 25 dakikada bekletilmesi sonucunda lakkaz aktivitesininin
%350’sinin kaldig1, 120 dakikadan sonra ise sadece %10’u kaldig1 sonucu rapor edilmistir.
Vinas ve ZYFA ortamlarinda iiretilen ham lakkaz enziminin biyoteknolojik uygulamalarda
avantaj saglayabilecegi diistiniilmektedir.

Sonug olarak;
1) Atik sularm, KOI ve pH degerleri dikkate alindiginda her iki atik suyun mutlaka

degerlendirilmesi ve/veya aritilmasi gerektigi goriilmektedir.
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2) Beyaz ciiriik¢iil fungus peletlerinin atik sularin biyolojik iyilestirilmesinde kullanimina
yonelik model ¢aligmalar arttirilmalidir.

3) Beyaz ciiriik¢iil funguslarin pelet formunda kullanilmasi uygulama agisindan avantaj
saglayacaktir.

4) Bu atik sular peletler i¢in besiyeri olarak kullanilabilir ve uygun indiikleyicilerle yiiksek
miktarda enzim iiretilebilir.

5) Atik su ortamlarinda tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi, hem atik suyun
degerlendirilmesi hem de cevre kirliligi riskinin azaltilmas: anlaminda yararli olabilecegi

ifade edilebilir.
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7. EKLER

Ek 7.1. Farklh konsantrasyonlarda glikoz eklenmis vinas (%25°lik) ortamlarinda F. trogii
peletleriyle tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Glikoz (g/L)
1 2 5 10
1 1.13+0.05 0.65+0,04° 0.61+0.03¢ 0.47+0.03° 0.34+0.02°
2 0.45+0.02 0.74+0.03" 0.70+0.02* 0.64+0.01° 0.57+0.05%
3 0.46+0,02 0.67+0.10° 0.51+0.22° 0.88+0.04" 0.85+0.07%
4 0.334+0.02 0.30£0.12° 0.18+0.09° 0.59+0.11° 0.64+0.09"
5 0.89+0.05 0.15+0.06° 0.09+0.05° 0.28+0.06° 0.57+0.17°
6 0,45+0,02 0.04+0,00° 0.01+0.00° 0.11£0.01° 0.22+0.02°
Toplam 3.71 2.55 2.1 2.97 3.19

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05
® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05

¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik

Ek 7.2. Farkli konsantrasyonlarda glikoz eklenmis ZYFA (%25°lik) ortamlarinda F. trogii
peletleriyle tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Glikoz (g/L)

1 2 5 10
1 2.20+0.18 4.88+0.29" 4.60+0.28" 4.74+0.36" 4.64+0.16"
2 2.77+0.12 4.38+0.15% 4.38+0.22% 4.87+0.14* 4.44+0.06*
3 2.26+0.10 4.08+0.22° 4.21+0.23" 4.434+0.35% 5.38+0.10"
4 2.07+0.07 3.31+£0.07° 3.32+0.43? 3.31+0.24° 4.03+0.25%
5 1.48+0.09 2.26+0.05% 2.28+0.28* 2.44+0.10* 2.92+0.22%
6 1.37+0.04 1.33+0.03" 1.38+0.16" 1.62+0.01" 2.06+0.15%
7 0.95+0.06 1.26+0.08" 1.36+0.06° 1.13+0.03* 2.10+0.10*
8 0.90+0.02 1.12+0.12% 1.26+0.05% 1.19+0.06° 1.71+£0.06*
9 0.99+0.04 0.76+0.05° 0.89+0.05°¢ 0.93+0.02% 1.12+0.06*
10 0.65+0.03 0.84+0.07° 0.99+0.11° 1.07+0.08" 1.10+£0.14°

Toplam 15.64 24.22 24.67 25.73 29.5

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05
® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05

¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.3. Farkli konsantrasyonlarda maya oziitii eklenmis vinas (%25°lik) ortamlarinda F.

trogii peletleriyle tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Maya Opziitii (g/L)
1 2 5
1 1.13+0.05 0.44+0.02° 0.59+0.02° 0.38+0.03°
2 0.45+0.02 0.53+0.04" 0.71+0.02° 0.63+0.01*
3 0.46+0,02 0.44+0.04° 0.59+0.17° 0.71£0.12°
4 0.33+0.02 0.28+0.03° 0.10+0.06" 0.11+0.01°
5 0.89+0.05 0.1240.00° 0.13+0.09¢ 0.00+0.00¢
6 0,45+0,02 0.00+0.00°¢ 0.03+0.02° 0.02+0.02°
Toplam 3.71 1.81 2.15 1.85

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik

Ek 7.4. Farkli konsantrasyonlarda maya 0ziitii eklenmis ZYFA (%25°lik) ortamlarinda F.

trogii peletleriyle tekrarli kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Maya Oziitii (g/L)
1 2 5
1 2.20+0.18 5.96+0.08° 4.74+0.32° 3.34+0.20°
2 2.77+0.12 4.87+0.09° 3.85+0.20° 2.68+0.07°
3 2.26+0.10 4.84+0.18° 4.33+0.08" 3.32+0.28°
4 2.07+0.07 3.71£0.25° 3.44+0.08° 2.32+0.15
5 1.48+0.09 2.46+0.16° 2.65+0.17° 1.56+0.04°
6 1.37+0.04 1.75+0.06 1.82+0.13% 1.0620.04%
7 0.95+0.06 2.64+0.12° 2.2440.12° 1.07+0.12°
8 0.90+0.02 2.91+0.23° 2.77+0.28* 1.51+0.24°
9 0.99+0.04 2.53+0.05° 2.22+0.10° 1.15+0.36%
10 0.65+0.03 2.72+0.24° 2.25+0.09° 0.37+0.10°
Toplam 15.64 34.39 30.31 18.38

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirldiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.5. Farkli konsantrasyonlarda bakir eklenmis vinas (%25°lik) ortamlarinda F. trogii
peletleriyle tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol CuS04.5H,0 (mM)
0.5 1 2

1 1.13£0.05 0.37+£0.08° 0.46+0.04° 0.03+0.00°
2 0.45+0.02 0.90+0.14" 0.85+0.02" 0.28+0.04°
3 0.46+0,02 0.95+0.09° 1.00+0.07° 0.86+0.19°
4 0.33+0.02 0.74+0.07" 1.03+0.09" 1.08+0.21°
5 0.89:0.05 0.82:+0.23° 1.46+0.43° 2.77£0.05°
6 0.45+0.02 0.32+0.12° 0.93+0.07° 2.274+0.12%
7 0.07+0.01 0.14+0.08° 0.89+0.29° 2.60+0.28*
8 0.06:£0.00 0.05+0.03° 1.15+0.34° 4.91£0.10°
9 0.03+0.00 0.65+0.15" 3.74+0.32°
10 0.03+0.01 0.34+0.03" 4.84+0.03"
11 3.33+0.21
12 4.79+0.26
13 4.77+0.08
14 3.42+0.22
15 3.46+0.13

Toplam(8giin) 4.29

Toplam(10giin) 3.9 8.76

Toplam(15giin) 43.15

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.6. Farkli konsantrasyonlarda bakir eklenmis ZYFA (%25°1ik) ortamlarinda F. trogii

peletleriyle tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol CuS04.5H,0 (mM)
0.5 1 2
1 2.20+0.18 11.31+0.13* 12.84+0.09" 11.45+0.23"
2 2.77+0.12 9.66+0.29" 10.71+0.20° 10.59+0.29°
3 2.26+0.10 7.39+0.31° 9.15+0.40* 8.60+0.01°
4 2.07+0.07 6.30+0.30° 7.05+0.28" 6.68+0.29°
5 1.48+0.09 4.19+0.18* 4.44+0.14* 5.78+0.23%
6 1.37+0.04 2.64+0.15° 3.00+0.07° 4.324+0.44°
7 0.95+0.06 4.04+0.15% 4.62+0.34* 3.64+0.22°
8 0.90+0.02 4.36+0.23" 6.40+0.28° 5.88+0.43°
9 0.99+0.04 2.53+0.39° 4.42+0.24" 4.16+0.24"
10 0.65+0.03 2.514+0.32% 5.95+0.15° 5.03+0.07°
11 0.80+0.03 3.51+0.16"
12 0.74+0.02 5.20+0.23°
13 0.56+0.01 4.63+0.11°
14 0.71£0.00 4.55+0.06"
15 0.57+0.04 5.424+0.11°
Toplam (10) 15.64 54.93 68.58
Toplam (15) 19.02 89.44

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirldiginda p<0.05
® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik

Ek 7.7. Farkli konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu eklenmis vinas (%25°lik) ortamlarinda

F. trogii peletleriyle tekrarli kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Peynir Alti Suyu (%)
5 10 20
1 1.13+0.05 0.14+0.02° 0.14+0.02° 0.01+0.00°
2 0.45+0.02 0.27+0.02° 0.19+0.00° 0.00+0.00°
3 0.46+0,02 0.34+0.02° 0.33+0.06° 0.00+0.00°
4 0.33+0.02 0.08+0.01° 0.01+0.01° 0.00+0.00°
5 0.89+0.05 0.02+0.01° 0.00+0.00¢ 0.00+0.00°
Toplam 3.26 0.85 0.67 0.01

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.8. Farkli konsantrasyonlarda peynir alt1 suyu eklenmis ZYFA (%25°lik) ortamlarinda
F. trogii peletleriyle tekrarli kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Peynir Alti Suyu (%)
5 10 20
1 2.20+0.18 4.08+0.19* 3.2240.16" 0.52+0.05°
2 2.77+0.12 3.93+0.34" 3.21+0.08" 1.02+0.19¢
3 2.26+0.10 3.68+0.24° 3.56+0.28° 1.66+0.09°¢
4 2.07+0.07 2.6620.05 2.3540.28" 1.40+0.10°
5 1.48+0.09 2.25+0.23% 1.82+0.10% 1.08+0.05°
6 1.37+0.04 2.00+0.13" 1.46+0.04° 0.48+0.16°
7 0.95+0.06 2.84+0.08" 2.54+0.04* 0.88+0.03°
8 0.90+0.02 3.75+0.28" 2.84+0.10% 1.75+£0.07%
9 0.99+0.04 3.08+0.21° 2.15+0.11° 0.96+0.09¢
10 0.65+0.03 2.83+0.09" 3.09+0.07° 1.67+0.20%
Toplam 15.64 31.1 26.24 11.42

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.9. Aljinat jele tutuklanmis F. trogii hiicreleriyle vinas (%25’lik) ortaminda tekrarli
kesikli siirecte lakkaz tiretimi

G Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

i Serbest Tutuklanmis Serbest Tutuklanmis Serbest Tutuklanmis
n | hiicre (10g) hiicre hiicre (20g) hiicre hiicre (30g) hiicre

1 | 0.27+0.01 0.06+£0.00° 1.13+0.05 0.10+0.01°¢ 0.22+0.01 0.24+0.00*
2 | 0.24+0.01 0.06+0.00° 0.45+0.02 0.17+0.01°¢ 0.40+0.02 0.48+0.03?
3 | 0.324+0.00 0.25+0.01°¢ 0.46+0.02 0.26+0.00° 0.41+0.01 0.41+0.02°
4 | 0.33+0.02 0.24+0.01° 0.33+0.02 0.40+0.02° | 0.41+0.11 0.46+0.03°
5 | 0.65+0.03 0.34+0.02° 0.89+0.02 0.74+0.06° 0.32+0.14 | 0.78+0.07°
6 1.37+0.01 0.33£0.00° 0.45+0.02 0.65+0.05* | 0.03+0.01 0.62+0.06°
7 | 0.96+0.02 0.38+0.01°¢ 0.07+0.01 0.65+0.04* | 0.06+0.00 | 0.79+0.05°
8 1.11+£0.04 0.56+0.04° 0.06+0.00 1.05+0.03" 1.03£0.08
9 1.28+0.11 0.84+0.05°¢ 0.03+0.00 1.70+£0.27° 1.15+0.06
10 | 1.53+0.19 0.74+0.13°¢ 0.03+0.01 1.08+0.24% 1.77+£0.03
11 | 1.40+0.15 0.62+0.02° 0.96+0.17 2.53+0.04
12 | 1.79+0.13 1.27+0.05°¢ 0.87+0.12 1.98+0.07
13 | 2.22+0.04 0.77+0.06° 0.40+0.07 1.44+0.11
14 | 0.82+0.52 0.48+0.02°¢ 0.26+0.03 0.57+0.09
15 | 0.38+0.15 0.34+0.02° 0.15+0.02 0.26+0.04
T 14.67 7.28 3.71 9.44 1.85 14.87

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.10. Aljinat jele tutuklanmis F. trogii ZYFA (%25’lik) ortamlarinda hiicreleriyle
tekrarli kesikli stirecte lakkaz tiretimi

G Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

i Serbest Tutuklanms Serbest Tutuklanms Serbest Tutuklanmis
n | hiicre (10g) hiicre hiicre (20g) hiicre hiicre (30g) hiicre

1 | 0.57+0.03 0.12+0.00° 1.24+0.10 1.02+0.01° | 2.20+0.18 1.21+0.10°
2 1.43+0.05 0.36+0.00° | 2.70+0.08 2.38+0.06° | 2.77+0.12 3.33+0.13%
3 | 0.83+0.02 0.40+£0.11° | 2.38+0.06 1.73£0.05° | 2.26+0.10 2.57+0.27°
4 | 0.53+0.07 | 0.50+0.10° 1.83+0.03 1.05+0.01° | 2.07+0.07 1.59+0.02°¢
5 | 0.45+0.06 | 0.52+0.03" 1.64+0.09 0.70+0.07¢ 1.48+0.09 1.04+0.04¢
6 | 0.40+0.05 0.48+0.01° 1.20+0.10 | 0.59+0.05° 1.37+0.04 0.64+0.06°
7 | 0.33+£0.02 0.51+0.03* | 0.88+0.07 | 0.82+0.06° | 0.95+0.06 0.57+0.08°¢
8 | 0.42+0.01 0.51+0.04" | 0.65+0.08 1.02+0.05* | 0.90+0.02 0.61+0.13%
9 | 0.38+0.02 | 0.40+0.00° | 0.49+0.02 0.91+0.04* | 0.99+0.04 0.69+0.11°¢
10 | 0.35+0.03 [ 0.36+0.09° | 0.39+0.01 | 0.90+0.07* | 0.65+0.03 | 0.72+0.11°
T 5.69 4.16 13.4 11.12 15.64 12.97

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.11. Aktif karbon ve cam kozalagina tutuklanmis F. trogii peletleriyle vinas (%25°lik)

ortaminda tekrarl kesikli siirecte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Aktif karbon Cam kozalag
1 0.30+0.02 0.36+0.00* 0.37+0.01°
2 0.47+0.01 0.83+0.05% 0.74+0.02°
3 0.46+0.02 0.88+0.05" 0.58+0.05"
4 0.74+0.11 0.93+0.07% 0.74+0.02°
5 0.88+0.06 1.12+0.21° 1.02+0.05"
6 0.43+0.01 0.80+0.02% 0.68+0.06"
7 0.07+0.06 0.43+0.02° 0.60+0.02°
8 0.06+0.01 0.21+0.02% 0.87+0.00°
9 0.03+0.00 0.16£0.01* 0.34+0.00°
10 0.03=0.00 0.00+0.00° 0.1420.00°
Toplam 3.47 5.72 6.08

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirldiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.12. Aktif karbona ve cam kozalagina tutuklanmis F. trogii peletleriyle ZYFA

(%25°lik) ortamlarinda tekrarli kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Serbest Aktif karbona Cam kozalagina
hiicre tutuklanmis hiicre tutuklanmis hiicre
1 2.20+0.18 1.424+0.08° 1.68+0.04°
2 2.77+0.12 1.88+0.04° 2.10+0.02°
3 2.26+0.10 1.38+0.06° 2.84+0.25%
4 2.07+0.07 0.97+0.04° 2.88+0.07%
5 1.48+0.09 0.89+0.05° 2.82+0.05%
6 1.37+0.04 0.97+0.03¢ 3.02+0.29°
7 0.95+0.06 0.96+0.07 2.31£0.16"
8 0.90+0.02 1.00+0.14° 1.99+0.29°
9 0.99+0.04 1.13+0.03" 1.78+0.13*
10 0.65+0.03 1.15+0.06" 1.48+0.11°
11 0.80+0.03 1.3140.10" 1.60+0.13*
12 0.74+0.02 1.14+0.06" 1.85+0.10°
13 0.56+0.01 1.50+0.03" 1.87+0.10°
14 0.71+0.00 1.26+0.09* 1.77+0.05°
15 0.57+0.04 1.18+0.07% 1.98+0.05%
Toplam 19.02 18.14 31.97

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.13. Farkli konsantrasyonlarda glikoz eklenmis vinas (%25°lik) ortamlarinda 7.

versicolor peletleriyle tekrarli kesikli siiregte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Glikoz (g/L)
1 2 5 10
1 1.7540.06 | 0.224+0,00° | 0.22+0.00° | 0.18+0.00° 0.16+0.01°
2 0.75+0.08 | 0.37+0.05° | 0.48+0.00° | 0.72+0.31° | 0.40+0.14°
3 0.86+0.06 | 0.54+0.05° | 0.63+0.12° | 0.42+0.04° 0.23+0.02°
4 0.85+0.08 | 2.14+0.34* | 1.17+0.11* | 1.22+0.05 1.43+0.18°
5 1.15+0.09 1.64+0.14° | 1.20+£0.09° | 0.97+0.12° 1.20+0.05°
6 1.05+0.05 | 0.79+0.06° | 1.38+0.07*° | 1.37+0.17° 1.33+0.09°
7 1.1240.14 | 0.57+0.14° | 1.38+0.01* | 2.59+0.20° 1.82+0.07°
8 1.88+0.02 | 0.53+0.23° | 0.48+0.12° | 2.35+0.29* | 2.24+0.30°
9 1.12+0.08 | 0.31+0.13° | 0.17+0.11° | 0.95+0.05° 1.66+0.21°
10 1.49+0.01 0.20+0.01° | 0.12+0.08° | 0.51+0.05° 1.56+0.17°
Toplam 12.02 7.31 7.23 11.28 12.03

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05
® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05

¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.14. Farkli konsantrasyonlarda glikoz eklenmis ZYFA (%25’lik) ortamlarinda 7.

versicolor peletleriyle tekrarli kesikli siiregte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Glikoz (g/L)
1 2 5 10
1 1.16£0.17 | 0.95+0.02° | 1.25+0.09* | 1.34+0.21° 1.43+0.36°
2 2.61+0.11 3.04+0.07* | 3.06+0.53* | 3.16+0.18" 3.86+0.19°
3 2.32+0.03 | 2.4240.11° | 2.59+0.26" | 2.80+0.06" 3.06+0.13%
4 1.77£0.09 | 2.07+0.12* | 2.04+0.13* | 2.25+0.15* | 2.63+0.29°
5 1.76+0.18 1.79+0.20° | 2.08+0.06* | 2.46+0.31* | 2.65+0.28"
6 1.4240.04 | 1.43+0.08° | 1.56+0.17° | 1.93+0.04° 2.08+0.20°
7 1.32+0.07 1.33+0.04° | 1.44+0.01* | 1.68+0.01* | 2.16+0.08"
8 1.33+0.09 1.26+£0.02° | 1.38£0.11° | 1.63+0.07° 1.89+0.34°
9 1.3340.04 | 1.14+£0.10° | 1.28+0.07° | 1.64+0.03" 1.97+0.00°
10 1.50+0.02 1.09£0.14° | 1.29+0.05° | 1.52+0.01° 1.79+0.14%
11 1.70+0.05 1.16+0.12° | 1.27+0.01° | 1.69+0.05° | 2.01+0.07°
12 1.88+0.11 0.83+0.05° | 1.00£0.03° | 1.32+0.12° 1.45+0.05°
13 1.80+0.02 | 0.95+0.01° | 1.04+0.07° | 1.25+0.02° 1.53+0.08°
14 1.67+0.02 | 0.88+0.09° | 1.20+0.03° | 1.34+0.05° 1.56+0.14°
15 1.59+0.06 | 0.89+0.18° | 1.01+0.02° | 1.06+0.07° 1.49+0.07°
Toplam 25.16 21.23 23.49 27.07 31.56

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05
® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05

¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.15. Farkli konsantrasyonlarda maya 0ziitii eklenmis vinas (%25°lik) ortamlarinda 7.

versicolor peletleriyle tekrarli kesikli siiregte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Maya Oziitii (g/L)
1 2 5
1 1.75+0.06 0.21+0.01° 0.21+0.00° 0.21+0.01°
2 0.75+0.08 0.32+0.03¢ 0.29+0.00° 0.25+0.01°
3 0.86+0.06 0.41+0.04° 0.39+0.03° 0.35+0.02°
4 0.85+0.08 1.05+0.19° 1.11£0.10° 1.22+0.01°
5 1.15+0.09 0.80+0.06° 1.55+0.20° 1.18+0.03°
6 1.05+0.05 0.92+0.03° 0.86+0.11° 0.47+0.10°
7 1.12+0.14 2.46+0.10° 0.42+0.10° 0.09+0.05°
8 1.88+0.02 2.394+0.33" 0.07+0.05° 0.00+0.00°
9 1.12+0.08 0.44+0.02°
10 1.49+0.01 0.71+0.12°
Toplam(8giin) 4.9 3.77
Toplam(10giin) 12.02 9.71

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.16. Farkli konsantrasyonlarda maya 6ziitii eklenmis ZYFA (%25°lik) ortamlarinda 7.

versicolor peletleriyle tekrarli kesikli siiregte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Maya Opziitii (g/L)

1 2 5
1 1.16+0.17 0.68+0.03° 0.62+0.12° 0.35+0.06°
2 2.61+0.11 2.13+0.20° 1.41+0.07° 0.41+0.02°
3 2.32+0.03 2.15+0.15° 2.92+0.39° 1.44+0.17°
4 1.77+0.09 2.12+0.17° 3.43+0.27% 4.36+0.26"
5 1.76+0.18 1.75+0.03° 2.98+0.21° 5.28+0.35°
6 1.4240.04 1.51+0.02° 2.39+0.29° 4.93+0.36°
7 1.32+0.07 1.50+0.08% 2.57+0.37° 4.57+0.15%
8 1.33+0.09 1.55+0.12° 2.88+0.38° 4.88+0.38°
9 1.33+0.04 1.59+0.16° 3.854+0.297 5.44+0.11°
10 1.50+0.02 1.66+0.15° 3.00+0.18% 3.57+0.09%
11 1.70+0.05 2.14+0.46° 4.75+0.01° 3.60+0.23°
12 1.88+0.11 1.77£0.14° 2.93+0.26° 3.34+0.55°
13 1.80+0.02 1.90+£0.20° 2.18+0.18° 3.48+0.07°
14 1.67+0.02 2.32+0.11° 4.66+0.04 6.13£0.57°
15 1.59+0.06 2.18+0.37° 3.20+0.26" 3.2240.21%

Toplam 25.16 26.95 43.77 55

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.17. Farkli konsantrasyonlarda bakir eklenmis vinas (%25°lik) ortamlarinda
versicolor peletleriyle tekrarli kesikli siiregte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol CuS04.5H,0 (mM)
0.5 1 2
1 1.75+0.06 0.23+0.01° 0.23+0.01° 0.01=0.00°
2 0.75+0.08 0.21+0.04° 0.18+0.06° 0.08+0.00°
3 0.86+0.06 0.43+0.14° 0.32+0.07° 0.03+0.00°
4 0.85+0.08 0.92+0.12° 0.81+0.11° 0.92+0.11°
5 1.15+0.09 1.03+0.33° 0.95+0.06° 1.14+0.12°
6 1.05+0.09 1.52+0.41° 1.02+0.10° 0.95+0.06°
7 1.12+0.05 1.81+0.20° 1.47+0.33° 0.80+0.04°
8 1.88+0.14 2.18+0.07° 2.07+0.15° 1.38+0.03°
9 1.12+0.02 1.60+0.18° 1.72+0.08° 1.13+0.05°
10 1.49+0.08 1.44+0.12° 1.99+0.05° 1.47+0.08°
11 1.56+0.01 1.58+0.34° 2.09+0.28° 1.16+0.04°
12 1.3120.06 1.50+0.38P 1.84+0.04% 1.79+0.04%
13 1.30+0.24 1.70+0.35° 2.31+0.14° 1.61+0.10°
14 0.20+0.01 1.39+0.13° 2.39+0.24° 1.57+0.10°
15 0.38+0.09 0.10£0.01° 0.23+0.06° 2.61£0.11°
Toplam 16.77 17.64 19.62 16.65

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik

148




Ek 7.18. Farkli konsantrasyonlarda bakir eklenmis ZYFA (%25°lik) ortamlarinda T.

versicolor peletleriyle tekrarli kesikli siiregte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol CuS04.5H,0 (mM)
0.5 1 2
1 1.16£0.17 1.35+0.08° 1.37+0.13% 1.49+0.02°
2 2.61+0.11 3.84+0.18° 3.914+0.247 4.79+0.26%
3 2.32+0.03 3.40+0.24° 3.28+0.17 3.96+0.14°
4 1.77+0.09 2.57+0.17° 2.89+0.26° 3.66+0.33°
5 1.76+0.18 1.91+0.01° 2.13+0.17° 1.50+0.15°
6 1.42+0.04 1.86+0.02° 1.98+0.14° 1.34+0.09°
7 1.32+0.07 1.65+0.11° 1.90+0.12° 1.35+0.03°
8 1.33+0.09 1.79+0.06 1.91+0.24% 1.05+0.03%
9 1.33+0.04 1.66+0.06° 1.80+0.24° 0.92+0.08°
10 1.50+0.02 1.55+0.05° 1.68+0.12° 0.89+0.04°
11 1.70+0.05 1.66+0.10° 1.90+0.15° 0.79+0.01°
12 1.88+0.11 1.90+0.17° 1.93+0.20° 0.88+0.03¢
13 1.80+0.02 1.70£0.08° 1.81+0.16° 0.76+0.12°
14 1.67+0.02 1.73+0.05° 1.91+0.17° 0.72+0.05°
15 1.59+0.06 1.3620.06° 1.54+0.10° 0.77+0.09°
Toplam 25.16 29.93 31.94 24.87

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.19. Farkli konsantrasyonlarda peyniralti suyu eklenmis vinas (%25°lik) ortamlarinda

T. versicolor peletleriyle tekrarl kesikli siirecte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Peynir Alti Suyu (%)
5 10 20
1 1.75+0.06 0.21+0.03° 0.21+0.00° 0.18+0.00°
2 0.75+0.08 0.25+0.01° 0.26+0.02° 0.11+0.01°
3 0.86+0.06 0.34+0.02° 0.36+0.04° 0.10+0.01°
4 0.85+0.08 0.36+0.00° 0.57+0.15° 0.11+0.08°
5 1.15+0.09 0.11+0.05° 0.08+0.04° 0.00+0.00°
6 1.05+0.09
7 1.12+0.05
8 1.88+0.14
9 1.12+0.02
10 1.49+0.08
11 1.56+0.01
12 1.31+0.06
13 1.30+0.24
14 0.20+0.01
15 0.38+0.09
Toplam 16.77 1.27 1.48 0.5

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.20. Farkli konsantrasyonlarda peyniralt1 suyu eklenmis ZYFA (%25°lik) ortamlarinda

T. versicolor peletleriyle tekrarl kesikli siirecte lakkaz {iretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Peynir Alti Suyu (%)
5 10 20
1 1.16+0.17 0.64+0.04° 0.00+0.00° 0.00+0.00°
2 2.61+0.11 2.72+0.20° 2.03£0.16° 0.01+0.00°
3 2.32+0.03 2.88+0.17% 3.21+0.20° 1.29+0.11°
4 1.77+0.09 2.96+0.17° 3.69+0.05" 4.07+0.00"
5 1.76+0.18 2.36+0.39° 2.61+£0.27% 4.64+0.15"
6 1.42+0.04 2.94+0.08" 3.40+0.34" 4.10+0.18"
7 1.32+0.07 2.50+0.15% 3.06+0.20° 3.91+0.08°
8 1.33+0.09 2.40+0.29? 3.14+0.09° 5.16+0.16"
9 1.33+0.04 1.97+0.08" 2.61+0.05° 4.85+0.15"
10 1.50+0.02 2.33+0.17% 2.99+0.10% 5.11+0.05°
11 1.70+0.05 2.40+0.20° 2.924+0.20° 4.11+0.08"
12 1.88+0.11 2.10+0.09° 2.69+0.08" 4.40+0.36"
13 1.80+0.02 1.79+0.09° 2.254+0.11° 4.56+0.24°
14 1.67+0.02 1.77+0.13° 2.20+0.04" 4.58+0.27"
15 1.59+0.06 1.77+0.04" 2.00+0.04* 3.51+0.04°
Toplam 25.16 33.55 38.8 54.29

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile kargilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Cizelge 7.21. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor hiicreleriyle vinas (%25°lik) ortaminda
tekrarli kesikli stirecte lakkaz tiretimi

G Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

i Serbest Tutuklanms Serbest Tutuklanms Serbest Tutuklanmis
n | hiicre (10g) hiicre hiicre (20g) hiicre hiicre (30g) hiicre

1 | 0.130.00 | 0.12+0.01° | 0.29+0.00 | 0.38+0.02* | 1.75£0.06 | 0.53+0.01°
2 | 0.44£0.01 | 0.53+0.04* | 0.58+0.06 | 0.72+£0.01° | 0.75+0.08 | 0.89+0.10°
3 | 0.49+0.03 | 0.58+0.02* | 0.68+0.25 | 0.78+0.00° | 0.86+0.06 | 0.91+0.08"
4 | 0.56+0.01 | 0.75+0.02* | 0.68+0.19 | 0.75+0.05° | 0.85+0.08 | 0.87+0.05"
5 | 0.62+0.01 | 0.59+0.01° | 0.70+0.07 | 0.65+£0.00° | 1.15+0.09 | 0.78+0.01°
6 | 0.66£0.02 | 0.58+0.03° | 0.71+0.04 | 0.59+0.03° | 1.05+0.09 | 0.75+0.03°
7 | 0.74£0.05 | 0.59+0.03° | 0.77+0.02 | 0.49+0.01° | 1.12+0.05 | 0.61+0.02°
8 | 0.65£0.06 | 0.64+0.02° | 0.76+0.12 | 0.62+0.05° | 1.88+0.14 | 0.80+0.02°
9 | 0.84+£0.03 | 0.7440.02° | 1.58+0.05 | 0.75+0.04° | 1.12+0.02 | 1.03+0.04°
10 | 0.92£0.02 | 0.69+0.02° | 1.82+0.32 | 0.56+0.06° | 1.49+0.08 | 0.83+0.06°
11 | 0.73£0.04 | 0.75+0.04° | 0.78+0.16 | 0.73+0.04° | 1.56+0.01 | 1.23+0.21°
12 | 0.82£0.01 | 0.76£0.00° | 0.51+0.04 | 0.91+0.02° | 1.31%0.06 | 0.89+0.12°
13 | 1.07£0.05 | 0.91+0.00° | 0.03+0.02 | 0.77+£0.04> | 1.30+0.24 | 1.10+0.03°
14 | 1.08£0.12 | 1.29+0.09° 0.95+0.11 | 0.20+0.01 | 1.09+0.07°
15| 1.10+£0.11 | 1.11x0.15° 1.150.16 | 0.38+0.09 | 1.28+0.08®
T 10.85 10.63 9.89 10.8 16.77 13.59

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik

152




Ek 7.22. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor hiicreleriyle ZYFA (%25°lik) ortaminda
tekrarli kesikli stirecte lakkaz tiretimi

G Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

i Serbest Tutuklanmis Serbest Tutuklanmis Serbest Tutuklanmis
n | hiicre (10g) hiicre hiicre (20g) hiicre hiicre (30g) hiicre

1| 065£0.01 | 0.49+0.24° | 1.04+0.11 | 0.59+0.10° | 1.16+0.17 | 0.46+0.06°
2 | 2.28+0.10 | 1.64+0.08° | 2.57+0.17 | 3.92+0.22* | 2.67+0.01 | 3.89+0.09
3 | 1.38+0.08 | 1.2240.07° | 2.24+0.05 | 2.35+0.30° | 2.32+0.03 | 3.71+0.32°
4 | 0.88+0.04 | 0.84+0.03° | 1.78+0.04 | 1.91+0.12° | 1.77+0.09 | 2.86+0.05
5 | 091£0.02 | 0.74+0.06° | 1.41+0.03 | 1.48+0.11° | 1.76£0.18 | 2.10+0.14°
6 | 0.96+0.03 | 0.79+0.07° | 1.39+0.03 | 1.32+0.05° | 1.42+0.04 | 1.77+0.05
7 | 0.93+£0.07 | 0.96+0.19° | 1.36+0.08 | 1.49+0.00° | 1.32+0.07 | 1.75+0.07
8 | 0.93:0.07 | 0.98+0.05° | 1.33+0.03 | 1.67+0.04* | 1.33£0.09 | 1.89+0.05"
9 | 1.03£0.01 | 1.09+0.01° | 1.29+0.05 | 1.87+0.04* | 1.33+0.04 | 2.10+0.00
10 | 1.35£0.06 | 1.17+0.01° | 1.59+0.04 | 1.82+0.05* | 1.50+0.02 | 2.26+0.08*
11| 1.4240.07 | 1.27+0.05° | 1.76+0.04 | 2.00+0.01* | 1.70+0.02 | 2.48+0.04
12 | 1.55£0.05 | 1.21+0.05° | 1.93+0.14 | 1.85+0.01° | 1.88+0.11 | 2.22+0.08°
13| 1.29+0.02 | 1.11£0.03° | 1.86+0.09 | 1.82+0.09° | 1.80+0.02 | 1.87+0.00°
14 | 1.2940.10 | 1.17+0.10° | 1.70£0.12 | 1.89+0.03* | 1.67+0.07 | 2.00+0.07
15| 1.31+0.01 | 1.29+0.12° | 1.61+0.06 | 1.84+0.13* | 1.59+£0.02 | 2.05+0.05"
16 | 1.42+0.03 | 1.01+0.18° | 1.67+0.06 | 1.94+0.08"* | 1.71+0.00 | 2.11+0.05
17 | 1.12£0.03 | 0.94+0.14° | 1.94+0.14 | 1.88+0.22° | 1.91+0.04 | 2.16+0.06
18 | 0.90+0.03 | 0.87+0.03° | 1.72+0.16 | 1.97+0.03* | 1.82+0.02 | 2.32+0.11°
19 | 1.07£0.01 | 0.78+0.22° | 1.67+0.01 | 1.97+0.13° | 1.92+0.06 | 1.78+0.07
20 | 0.79+0.04 | 0.85+0.06° | 1.67+0.00 | 1.67+0.04° | 1.70+0.11 | 1.96+0.08"
T 22.53 20.42 33.53 37.25 34.28 41.69

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.23. Aktif karbona ve ¢am kozalagina tutuklanmis 7. versicolor peletleriyle vinas

(%25’lik) ortaminda tekrarl kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Serbest Aktif karbona Cam kozalagina
tutuklanmig tutuklanmis
1 1.75+0.06 1.33+0.01° 0.64+0.05¢
2 0.75+0.08 2.7120.08° 0.73%0.01°
3 0.86+0.06 3.29+0.06" 1.18+0.02%
4 0.85+0.08 2.394+0.03" 1.18+0.04°
5 1.15+0.09 2.07+0.06" 1.23+0.04*
6 1.05+0.09 1.544+0.02° 1.36+0.02°
7 1.12+0.05 1.41+0.03* 1.44+0.06"
8 1.88+0.14 1.26+0.00° 2.03+0.05°
9 1.12+0.02 1.50+0.00" 1.67+0.06"
10 1.49+0.08 1.32+0.05° 1.79+0.10%
11 1.56+0.01 2.41+0.07%
12 1.31+0.06 1.89+0.12%
13 1.30+0.24 1.92+0.00°
14 0.20+0.01 1.65+0.05%
15 0.38+0.09 1.68+0.12%
Toplam(10) 12.02 18.82
Toplam(15) 16.77 22.8

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirldiginda p<0.05
® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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Ek 7.24. Aktif karbona ve ¢am kozalagina tutuklanmis 7. versicolor peletleriyle ZYFA

(%25°lik) ortamlarinda tekrarli kesikli siirecte lakkaz tiretimi

Giin Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
Kontrol Aktif karbon Cam kozalag
1 1.16£0.17 1.33+0.01° 2.28+0.05°
2 2.67+0.01 2.71+0.08° 2.54+0.01°
3 2.3240.03 3.2940.06 3.29+0.07°
4 1.77+0.09 2.39+0.03° 2.3620.16°
5 1.76+0.18 2.07+0.06 1.97+0.05°
6 1.42+0.04 1.54+0.02° 1.79+0.13%
7 1.32+0.07 1.41+0.03° 1.53+0.09°
8 1.33+0.09 1.26+0.00° 1.46+0.08°
9 1.33+0.04 1.50+0.00° 1.6120.03°
10 1.50+0.02 1.3240.05° 1.34+0.05°
11 1.70+0.02 1.34+0.02°
12 1.88+0.11 1.27+0.03°
13 1.80+0.02 1.18+0.01°
14 1.67+0.07 1.24+0.09°
15 1.59+0.02 1.53+0.06°
16 1.7120.00 1.80+0.05°
17 1.91+0.04 1.82+0.10°
18 1.82+0.02 1.93+0.01°
19 1.92+0.06 2.17+0.08°
20 1.70£0.11 2.40+0.06
Toplam(10) 15.25 18.82
Toplam(20) 34.28 36.85

? Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda p<0.05

® | akkaz aktivitesi kontrol ile karsilagtirildiginda p>0.05
¢ Lakkaz aktivitesi kontrol ile karsilastirildiginda kontrolden daha diisiik
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