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Onur Sozii

Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Kat1 Substrat Fermentasyonu ile Lakkaz
Uretimi” baslikli bu ¢aligmanin bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir
yardima bagvurmaksizin tarafimdan yazildigim1 ve yararlandigim biitiin kaynaklarin,
hem metin i¢inde hem de kaynakcada yoOntemine uygun bicimde gosterilenlerden

olustugunu belirtir, bunu onurumla dogrularim.
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Biyoloji Anabilim Dali

56 + ix sayfa
2007
Danisman: Prof. Dr. Murat OZMEN
fkinci danisman: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Kat1 substrat fermentasyonu (KSF), serbest suyun bulunmadigi bir ortam olan
nemli-kati1 substrat {izerinde mikroorganizmalarin iiretilmesidir. KSF, funguslarla enzim
tiretimi i¢in uygundur. Cesitli lignoseliilozik atiklar, lakkaz gibi ligninolitik enzim
tiretimi i¢in kat1 substrat fermentasyonunda kullanilmaktadirlar. Beyaz clirtikgiil
funguslarin tiretmis oldugu lakkaz, fenolik ve fenolik olmayan bilesikleri oksitleme
yeteneklerinden dolayi tercih edilmektedir.

Bu galismada, kat1 substrat iizerinde Funalia trogii ve Trametes versicolor ile
lakkaz iiretimi test edilmistir. Zeytinyag1 fabrikasi atiksuyu (ZYFA), alkol fabrikasi
atitksuyu (vinas), peyniralti suyu ve melas, kati substrati nemlendirmek icin
kullanilmistir. Bakir, pepton, glukoz, maya 0ziitli, ksilidin gibi ¢esitli indiikleyiciler,
kat1 substrat fermentasyonunda lakkaz {iretimini arttirmak ic¢in denenmistir. Bu
indiikleyicilerden ozellikle bakir ilavesi, lakkaz aktivitesini arttirmigtir ve bazi
atiksularin kullanimi, lakkaz tiretimini pozitif yonde etkilemistir.

Sonuglar, kati substrat fermentasyonu ile yiiksek seviyede lakkaz
tiretilebilecegini gostermektedir. Ucuz ve bol tarimsal artik kullanimi, bu teknigin
ekonomik olmasini saglamaktadir ve atiksu kullanimi, kirlilik problemlerini ¢6zmeye
yardimci olabilir.

ANAHTAR KELIMELER: Kat1 substrat fermentasyonu, lakkaz, beyaz ciiriikgiil
fungus, Funalia trogii, Trametes versicolor
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FILiZ KURU

Department of Biology
Institute of Natural Sciences
Inonu University

56 + ix pp.
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Supervisor: Prof. Dr. Murat OZMEN
Co-supervisor: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Solid substrate fermentation (SSF) 1is defination for the growth of
microoorganisms on moist solid substrate in the absence of free water. SSF is suitable
for the production of enzymes by fungi since SSF processes. Various lignocellulosic
wastes have been used in SSF for ligninolytic enzyme production such as laccase.
Laccase which is produced by white rot fungi is preferred due to its ability to oxidize
both phenolic and non-phenolic compounds.

In this study, laccase production by Funalia trogii and Trametes versicolor on
solid substrate is tested. Olive oil mill wastewater (OMW), molasses wastewater
(vinasse), whey and molasses are utilized for moisturing solid substrate. Various
inducers such as copper, peptone, glucose, yeast extract and xylidine have been assayed
for their ability to enhance laccase production in solid substrate fermentation. In the
presence of inducers, especially, addition of copper increased laccase activity and
utilization of some wastewaters positively affected the laccase production.

Results showed that, high level of laccase can be produced by solid substrate
fermentation. Utilization of cheap and abundant agricultural wastes makes this
technique more economical and using wastewater can help solving pollution problems.

KEYWORDS: Solid substrate fermentation, laccase, white rot fungus, Funalia trogii,
Trametes versicolor

il



TESEKKUR

Calismamin her asamasinda yardim, Oneri ve saglamis oldugu destek igin
damisman hocam Saymn Prof. Dr. Murat OZMEN ve calismamin her asamasini
planlayarak bana yol gdsteren ve destegini hep lizerimde hissettigim ikinci danigman
hocam Sayin Prof. Dr. Ozfer YESILADA” ya;

Projeyi (2006/25) destekleyen Inénii Universitesi, Bilimsel Arastirmalar
Fonu’na,

Hayatimin her asamasinda destegiyle hep yanimda olan hocam Sayin Yrd. Dog.
Dr. Emel YIiGIT’ e,

Tezin deneysel asamalarinda bana yardimci olan Ars. Grv. Dr. Elif APOHAN
ve Ars. Grv. Dr. Seval Cing YILDIRIM’ a,

Benden destegini ve yardimlarini hi¢ eksik etmeyen hocam Ars. Grv. Emre
BIRHANLIya,

Calismalarimda bana yardimci olan Uzm. Ufuk Giinay DOGAN” a,

Calismalarim boyunca bana destek olan sevgili arkadaslarim Ogr. Grv. Ertan
YOLOGLU ve Aygiil KILIC’ a,

Ve...

Tiim hayatim boyunca hep yanimda olan ve desteklerini, bana olan giivenlerini
hep iizerimde hissettigim annem ve babama,

Hep bana destek olan, varligiyla daha giiclii olmami saglayan canim kardesim

Burak’ a,

en icten dileklerimle tesekkiir ederim...

v



1.1.
1.2.
1.3.
1.4.
L.5.
1.6.
1.7.
1.8.
1.9.

3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.
3.9.
3.10.
4.1.
4.2

4.2.1.
4.2.2.
4.2.3.

4.2.4.
4.2.5.

4.2.6.
4.2.7.
4.2.8.

4.3.

4.3.1.

ICINDEKILER

Kat1 Substrat Fermentasyonu..............ocooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiea,
Kati Substrat Fermentasyonunun Tarihgesi...............ccooviiiiiinn....
Kat1 Substrat Fermentasyonunun Bazi Olas1 Uygulamalari...............
Kati Substrat Fermentasyonunun Avantajlar1 ve Dezavantajlari.........
Kat1 Substrat Fermentasyonunda Kulanilabilecek Bazi Biyoreaktorler..
Kat1 Substrat Fermentasyonu ile Enzim Uretimi............................
Beyaz Ciiriik¢iil Funguslar ve Biyoteknolojik Onemleri...................
Lakkaz Enzimi ve Onemi................coooviiiiiiiiiiiiiiiieeiee
Kat1 Substrat Fermentasyonu Siirecinde Beyaz Ciirlik¢iil Funguslarla
LakkazEnzimiUretimi.............ooouiiuiineiieieiieie e
CALISMA ILE ILGILI KAYNAK OZETLERI........................
MATERYAL VE YONTEM..........coooooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii,
Calismada Kullanilan Funguslar..................o
Calismada Kullanilan Funguslarin Uretimi ve Saklanmasit...............
(Calismada Kullanilacak Stok Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmast.......
Calismada Kullanilan Nemlendirme Sivilarinin Hazirlanmast............
Calismada Kullanilan Kat1 Substrat.................ccoooiiiiiiiian. ..
Kati Substrat Ortaminin Hazirlanmasi, Ekim ve Uretim..................
Indiikleyicilerin Lakkaz Uretimine Etkisinin Belirlenmesi...............
Lakkaz Aktivitesinin Saptanmasi............ccevvvvrieiiiiiiniennenneennnnn.
Toplam Protein Tayini...........ccooeiieiiiiiiiiiii e
PH nin Ol ...
ARASTIRMA BULGULARLI...........ccoooiiiiieieeceeee e
Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarla Kat: Substrat Ortaminda Lakkaz Uretimi.
F. trogii ile Yiiriitiilen Kat1 Substrat Fermentasyonu Calismalari........
F. trogii ile Distile su ile Nemlendirilmis Kat1 Substrat Ortaminda
LakKaz Uretimi..........cooooiiniieii e
F. trogii ile Stok Temel Ortam ile Nemlendirilmis Kat1 Substrat
Ortaminda Lakkaz Uretimi................ooooiiiiiiiiiiiiiieieee,
F. trogii’ nin Peyniralti Suyu (PAS) ile Nemlendirilmis Ortamlarda
Lakkaz Uretimi..........coooiuniiiiieie e
F. trogii’ nin Melasla Nemlendirilmis Ortamlarda Lakkaz Uretimi

F. trogii’ nin Zeytinyagi Fabrikasi Atik suyu (ZYFA) ile

Nemlendirilmis Ortamlarda Lakkaz Uretimi................................
F. trogii’ nin Vinasla Nemlendirilmis Ortamlarda Lakkaz Uretimi......

F. trogii’ nin Bugday Kepegi + Saman Ortaminda Lakkaz Uretimi......
F. trogii ile Substratin Tekrar Kullaninu Siirecinde Lakkaz Uretimi....
T. versicolor ile Yiriitiilen Kat1 Substrat Fermentasyonu Caligsmalari. ..
T. versicolor ¢ un Distile su ile Nemlendirilmis Kat1 Ortamlarda

Lakkaz Uretimi...........oouiiniiiiiii e

26

27

29
32
35
36
37

37



4.3.2. T. versicolor ¢ un Peyniralt1 Suyu ile Nemlendirilmis Ortamlarda

Lakkaz Uretimi.........ooooviuniieiiiie e 39
4.3.3. T. versicolor ¢ un Melasla Nemlendirilmis Ortamlarda Lakkaz Uretimi. 39
4.3.4. T. versicolor ¢ un Zeytinyag: Fabrikast Atik suyu (ZYFA) ile

Nemlendirilmis Ortamlarda Lakkaz Uretimi...................c.coooein... 40
4.3.5. T. versicolor ¢ un Vinas ile Nemlendirilmis Ortamlarda Lakkaz

UT@HIMI. .. 42
5. TARTISMA VE SONUC ..ottt 46
6. KAYNAKLAR. ... e, 49
7. OZGECMIS. ..o 56

Vi



Sekil 4.1.
Sekil 4.2.
Sekil 4.3.
Sekil 4.4.
Sekil 4.5.

Sekil 4.6.

Sekil 4.7.
Sekil 4.8.

Sekil 4.9.

Sekil 4.10.
Sekil 4.11.

Sekil 4.12.

Sekil 4.13.

Sekil 4.14.
Sekil 4.15.

Sekil 4.16.

Sekil 4.17.
Sekil 4.18.
Sekil 4.19.

Sekil 4.20.

Sekil 4.21.

SEKILLER DiZiNi

F. trogii’ nin bakir igeren distile su ile nemlendirilmis kat1
ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi..................
F. trogii’ nin maya 0ziitii igeren distile su ile nemlendirilmis
kat1 ortamlarda tiretimi stirecinde lakkaz aktivitesi...............
F. trogii’ nin pepton igeren distile su ile nemlendirilmis kati
ortamlarda iiretimi slirecinde lakkaz aktivitesi.....................
F. trogii’ nin ksilidin igeren distile su ile nemlendirilmis kati
ortamlarda iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi.....................
F. trogii’ nin glukoz igeren distile su ile nemlendirilmis kati
ortamlarda iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi.....................
F. trogii’ nin bakir igeren stok temel ortam (STO) ile
nemlendirilmis kat1 ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz
AKEIVIEEST. vttt ettt et et et
F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda PAS ile nemlendirilmis
kat1 ortamlarda iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi...............
F. trogii’ nin bakir iceren PAS ile nemlendirilmis kati
ortamlarda iiretimi stirecinde lakkaz aktivitesi.....................
F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda melas ile
nemlendirilmis kat1 ortamlarda iiretimi siirecinde lakkaz

] 8 A4 L (1)
F. trogii’ nin ksilidin igeren melas ile nemlendirilmis kati
ortamlarda iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi....................
F .trogii’ nin bakir igeren %1’ lik melas ile nemlendirilmis
kat1 ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi...............
F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda ZYFA ile
nemlendirilmis kat1 ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz

] o) P
F. trogii’ nin %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kat1
ortamlarda tiretimi siirecinde lakkaz aktivitesinin giinlere

baglt degisimi.......ooeiiniiii i
F. trogii’ nin ksilidin igeren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis
kat1 ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi...............
F. trogii’ nin bakir igeren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis
kat1 ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi...............
F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda vinas ile
nemlendirilmis kat1 ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz
AKEIVIEEST. ettt ettt ettt et et e
%25’ lik vinas ile nemlendirilmis kati ortamlarda F. trogii
iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesinin giinlere bagli degigimi...
F. trogii’ nin ksilidin igeren %25 lik vinas ile nemlendirilmis
kat1 ortamlarda iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi...............
F.trogii’ nin bakir igeren %25’ lik vinas ile nemlendirilmis kat1
ortamlarda {iretimi stirecinde lakkaz aktivitesi.....................
F. trogii’ nin distile su ile nemlendirilmis substratlarda (5g
bugday kepegi ve 3g bugday kepegi + 1g saman) liretimi
siirecinde lakkaz aktivitesi............ooevviiiiiiiiiiiii i,
Substratin tekrarl kullaniminda F. trogii’ nin lakkaz aktivitesi.

vii

22

23

23

24

25

25

26

27

28

28

29

30

31

31

32

33

33

34

35

36
37



Sekil 4.22.
Sekil 4.23.

Sekil 4.24.

Sekil 4.25.

Sekil 4.26.

Sekil 4.27.

Sekil 4.28.

Sekil 4.29.

Sekil 4.30.

Sekil 4.31.

Sekil 4.32.

Sekil 4.33.

T. versicolor’ un bakir igeren distile su ile nemlendirilmis kati
ortamda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi........................
T. versicolor’ un ksilidin igeren distile su ile nemlendirilmis
kat1 ortamda tiretimi stirecinde lakkaz aktivitesi..................
T.versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda PAS ile
nemlendirilmis kat1 ortamlarda iiretimi siirecinde lakkaz

1] 08 AV L (1)
T.versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda melas ile
nemlendirilmis kat1 ortamlarda tiretimi slirecinde lakkaz

] 8 A | (1)
T. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda ZYFA ile
nemlendirilmis kat1 ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz

] o) DS
T. versicolor’ un %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kati
ortamlarda tiretimi siirecinde lakkaz aktivitesinin giinlere
baglt degisimi.......ooeieiiii i
T .versicolor’ un bakir igeren %25’ lik ZYFA ile
nemlendirilmis kat1 ortamda tiretimi siirecinde lakkaz
AKEIVIEEST. ettt e et et et e
T. versicolor’ un ksilidin igeren %25’ lik ZYFA ile
nemlendirilmis kat1 ortamda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
T. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda vinas ile
nemlendirilmis kat1 ortamlarda iiretimi siirecinde lakkaz

] 8 A L (1)
T.versicolor’ un %25’ lik vinas ile nemlendirilmis kat:
ortamlarda iiretimi stirecinde lakkaz aktivitesinin giinlere
baglt degisimi......c.ooviiniiiiiiii e
T.versicolor’ un bakir igeren %25’ lik vinas ile nemlendirilmis
kat1 ortamda tiretimi slirecinde lakkaz aktivitesi..................
T.versicolor’ un ksilidin i¢eren vinas ile nemlendirilmis kati
ortamda liretimi siirecinde lakkaz aktivitesi........................

viii

38

38

39

40

40

41

41

42

43

43

44

45



Cizelge 1.1.
Cizelge 1.2.

Cizelge 4.1.

CIZELGELER DiZIiNi

Cesitli caligmalarda kullanilan kat1 substratlar..................
Kat1 substrat fermentasyonuyla lakkaz iiretiminde kullanilan
bazi tarimsal atiklar ve mikroorganizmalar......................
F.trogii’ nin bakir igeren distile su ile nemlendirilmis

kat1 ortamlarda iiretimi siirecinde ortam protein

MiKtart degiSImi......ovviiiii i

X



1. GIRIS

1.1. Kat1 Substrat Fermentasyonu

Lignin, pektin, lignoseliiloz gibi bilegenleri igeren dogal materyalleri kullanan ve
esas olarak kesikli bir islem olan kat1 substrat fermentasyonu (KSF) serbest su akisinin
olmadigt ve nemli-kat1 substrat {izerinde mikroorganizmalarin iiretildigi bir
uygulamadir [1-3]. Bu islemde kullanilan substrat, mikroorganizmalarin iireme ve
metabolizmasi i¢in ihtiyag duydugu yeterli nemi saglamalidir [4-5]. Kat1 substrat, hem
fiziksel destek hem de besin kaynagi olarak rol oynayacagindan uygun substratin se¢imi
onemlidir [3]. Bu nedenle, substratin parga biiyiikliigii, por yapis1 ve kimyasal bilesimi
uygulama acisindan 6nemlidir. Substratin bol miktarda olmasi, kolay elde edilmesi ve
ayrica ucuz olmasi biiyiik onem tagimaktadir [6].

Kat1 substrat fermentasyonu serbest suyun olmadigi ya da ¢ok az oldugu
durumda gerceklestiginden, mikroorganizmalarin dogal c¢evrelerinde bulundugu
kosullara ¢cok benzemektedir [7].

Cesitli mikroorganizmalar (bakteriler, mayalar ve funguslar) kati substratlar
tizerinde iiretilebilirler ve bu amacgla kullanilabilecek en uygun mikroorganizmalar
funguslardir [1]. Beyaz cliriik¢iil funguslarin diisiik su aktivitesine karsi iyi tolerans
gostermeleri ve misel formunda tiremeleri bu agidan kullanilabilme olasiliklarini
arttirmaktadir.

Geleneksel s1vi fermentasyona gore ekonomik avantajlarinin olmasi ve substrat
olarak ucuz ve bol bulunan tarim endiistrisi atiklarinin kullanilabilmesinden dolay1
mikrobiyal {riinlerin iiretiminde kati substrat fermentasyonu énem kazanmaktadir [8].
Bu atiklarin pek ¢ogunun ligninolitik aktivitenin indiikleyicisi olarak rol oynayan lignin,
seliiloz ve hemiseliilozlar1 igermesi ve ayrica pek ¢ogunun yliksek oranda seker icermesi
islemlerin ¢ok daha ekonomik olmasini saglamaktadir [6].

Kati  substrat  olarak  kullanilacak  tarimsal  atiklar  bu  siirecle
degerlendirileceginden, tarimsal atiklardan dolayr olusabilecek ¢evre problemlerinin
alternatif bir ¢oziimii olabilecek bir islemdir. Kosullar bir¢ok mikroorganizma ig¢in
dogadaki sartlarina benzer oldugundan, iireme icin yeterli kosullar saglanabilir [9].
Cesitli tarimsal substratlar, beyaz ¢iiriik¢iil funguslarla enzim tiretiminde basarili sekilde

kullanilabilmektedir [10].



Yiiriitiilen ¢alismalarda kati substrat olarak ¢ok farkli substratlar test edilirken,
aynt zamanda islemde kullanilabilecek farkli mikroorganizmalarda arastirilmaktadir.
Mikroorganizmanin liremesini ve ayn1 zamanda iiretilmek istenen metabolitin optimum
tiretimini saglayacak uygun substrat saglanmasi ¢ok Onemlidir. Cizelge 1’de kati
substrat fermentasyonlarinda kullanilan cesitli lignoseliillozlu substratlar ve {iretici

mikroorganizmalar verilmistir.



Cizelge 1.1 Cesitli ¢caligsmalarda kullanilan kat1 substratlar

SUBSTRAT URUN / UYGULAMA MIKROORGANIZMA | KAYNAK
Badem kabugu tozu Lipaz Rhizopus oligosporus [11]
Elma ezmesi Etanol iiretimi Trichoderma harzianum [12]

Sitrik asit tiretimi Aspergillus niger [13]
Bugday kepegi Amilaz Gibberella fujikuroi [14]
Proteince zenginlestirme Neurospora sitophila [15]
Pektinaz Aspergillus niger [16]
Aroma Ceratocystis fimbriata [17]
Proteaz Aspergillus niger [18]
Gibberellik asit Gibberella fujikuroi [19]
Bugday samani Ksilanaz Paecilomyces themophila [20]
Lignoseliilozik enzimler Lentinus tigrinus [21]
Muz atig1 Lakkaz Trametes pubescens [22]
Proteince zenginlestirme Aspergillus niger [23]
Ligninolitik enzim tiretimi Pleurotus sp. [24]

Kassava posasi Aroma, tatlandirict tirlinler Rhizopus oryzae [25-26]
Seker kamig1 posasi Aroma Rhizopus oryzae [27]
Sitrik asit tiretimi Aspergillus niger [28]
Kahve atiklari Yenilebilir mantar P. osteratus [29]
Portakal posasi Pektinaz tiretimi Thermoascus aurantiacus [30]

Ananas, karigik Sitrik asit iiretimi Aspergillus niger [31-33]

meyve
Soya kabugu Proteaz iiretimi Penicillum sp. [34]
A. oryzae [35]
Hindistan cevizi Lipaz {iretimi Penicillium restrictum [36]
kabugu

Kahve kabugu Sitrik asit tiretimi Aspergillus niger [37]
tatlandiric1 iiretimi Ceratocystis fimbriata [38]
Kahve 6zii Pektinaz iiretimi Aspergillus niger [39]
Besince zenginlestirme Aspergillus niger [40]
Uziim cekirdegi Lakkaz Trametes hirsuta [41]
Piring kepegi Proteaz Rhizopus oligosporus [42]
Soya fasiilyesi Fermente besin {iretimi Rhizopus sp. [43]
Kivi atigi Sitrik asit Giretimi Aspergillus niger [44]




1.2. Kat1 Substrat Fermentasyonunun Tarihg¢esi

Kat1 substrat fermentasyonu islemleri, Asya iilkelerinde eski zamanlardan beri
uygulanmaktadir. Bat1 iilkelerinde ise 1940’lardan sonra 6nem kazanmaya baslamistir.
Penisilinin siv1 substrat fermentasyonu siirecinde iiretilmesi nedeniyle o donemde
arastiricilar biitlin ilgilerini s1v1 ortam fermentasyonuna yonlendirmisler ve bu nedenle
bat1 iilkelerinde kat1 substrat fermentasyonu 1940’ lardan daha sonra 6nem kazanmaya
baslamistir [4].

Belirttigimiz gibi kati substrat fermentasyonuna ilgi 1940’lardan sonra artmaya
baslamis ve 1950-1960 yillar1 arasinda fungal kiiltiirler kullanilarak steroid
transformasyonu gerceklestirilmistir. 1960-1970 yillar1 arasinda kati  substrat
fermentasyonu ile mikotoksinlerin tiretimi gergeklestirilmistir.  Tarim endiistrisi
atiklarinin besiyeri olarak kullanilmasiyla protein bakimindan besin degeri arttirilmis
sigir yemi liretimi diisiik maliyeti nedeniyle olduk¢ca 6nem tasimaktadir. Kati substrat
fermentasyonuna olan ilgi giin gectik¢e artmaya devam etmektedir [4].

Kat1 substrat fermentasyonunun tipik O6rnekleri geleneksel fermentasyonlardir
[1]. Bunlara 6rnek olarak Japonya’da buharla muamele edilmis piring kullanilan “koji”,
Endonezya’da mikrobiyal kaynak olarak kiif ve kat1 substrat olarak buhar uygulanmis
bezelye tohumlarinin kullanildigr “tempeh” veya Hindistan’a ait “ragi” verilebilir. Yine
Penicillum roquefortii veya P. camemberti ile kiiflii peynir iiretimi uzun yillardan beri
uygulanan kat1 substrat fermentasyonlarina 6rnek verilebilir [1].

Kat1 substrat fermentasyonu, 6zellikle Japonya’da biiyiik 6lg¢ekli endiistriyel
islemlerde uygulanmaktadir. Japonya disinda, Hindistan’da orta Olcekte enzim
tiretiminin yapildigr rapor edilmistir. Koji tipi islemler Uzak Dogu’da kiiciik
fabrikalarda genis Olgiide uygulanmaktadir. Fransa’da kiifli peynir iiretimi, g¢evresel
sartlarin  kontrolii, kiif sporlarmin iiretimi ve peynirin mekanik durumunun
gelistirilmesiyle modernize edilmistir. Benzer olarak funguslarin kii¢iik 6l¢cekli tiretimi
icin kullanilan kompost islemi, modernize edilmis ve Avrupa ve ABD’de gelistirilmistir
[1].

Son yillarda kat1 substrat fermentasyonu bazi avantajlarindan dolay1 daha da

onem kazanmaya baslamistir.



1.3. Kat1 Substrat Fermentasyonunun Bazi Olasi1 Uygulamalar

Yukarida da belirttigimiz gibi tarihsel bir oneme sahip olan kati substrat
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fermentasyonu temelde “koji”, “tempeh” ve “ragi” gibi geleneksel olarak fermente

edilmis yiyeceklerin liretimiyle ilgilidir [2].

a)
b)
¢)
d)
€)
f)
g)
h)
)
i)
k)

Bununla birlikte;
antibiyotik [3, 45, 46]
alkaloid [4]

bitki biiyiime faktori [4]
enzim [2, 4, 24, 45, 47 ]
organik asit [1, 2, 4, 48]
biyopestisit, [1,2, 49]
mikopestisit [50]
biyoherbisit, [4]
biyosiirfektan, [51]
biyoyakit [2]

aroma veren bilesikler [1, 2, 25, 26, 47] gibi 6nemli irilinlerin tiretiminde

kullanim potansiyeli oldugundan artan sayida arastirma yapilmaktadir.

Son yillarda ¢evre korumasi amaciyla kati substrat fermentasyonu;

>

>
>
>

vV Vv

tehlikeli bilesiklerin biyolojik yikimi (biyodegradasyonu) [52],

tehlikeli bilesiklerin biyolojik iyilestirilmesinde (biyoremediasyon) [53],
tarim ve diger endiistri atiklarinin biyolojik detoksifikasyonunda [54],
besinsel  zenginlestirme i¢in  atiklarinin  biyolojik  doniisiimiinde
(biyotransformasyonu) [55],

biyolojik kagit hamuru tiretiminde [56],

ve kagit hamurunun agartilmasinda [57-58] test edilmektedir.



1.4. Kat1 Substrat Fermentasyonunun Avantajlar1 ve Dezavantajlari

Kat1 substrat fermentasyonunun ¢esitli avantajlariin  yan1 sira  islemin

dogasindan gelen dezavantajlari da vardir.

10.
11.

12

14.

Asagida kat1 substrat fermentasyonunun bazi 6énemli avantajlari siralanmaistir:

Suyun az olmasindan dolay1 bakteri ve mayalarla kontaminasyon riski azdir. Bu
aseptik kosullarda ¢alismaya olanak saglar [2].

Uygulamaya bagli olarak KSF’de derin sivi fermentasyona (DSF) gore daha
yliksek oranda iirtin elde edilebilir [2].

Substrat genellikle iireme i¢in gerekli biitiin besinleri sagladigindan kiiltiir
ortami oldukga basittir [2].

Enerji gereksinimi diistiktiir [2, 10, 31, 59]. Baz1 durumlarda otoklavize etme ya
da buhar uygulama, mekanik ¢alkalama ve havalandirmaya gereksinim yoktur.
Cok az su kullanildigindan atik su ¢ikis1 oldukea azdir [2].

Diisiik nem igerigi sayesinde DSF ile iiretilemeyen ya da ¢ok az iiretilebilen
0zgil bilesiklerin iiretimi saglanabilir [2].

Substratin konsantre 6zelliginden dolayr DSF ile karsilastirildiginda aym
miktarda substrat icin KSF’de daha kii¢iik reaktorler kullanilabilir [2].

KSF, funguslarin yetistigi, adapte oldugu dogal ¢evrelerine benzer. [7].

Daha yiiksek havalandirma kapasitesine sahiptir [2].

Oksijen sirkiilasyonu daha iyidir [2].

Katabolik baskilama genellikle daha diisiiktiir [2].

. Uriin kararlihig1 daha yiiksektir [2].
13.

Kullanilan substratlar, bol ve wucuzdur. Ayrica bu substratlar, DSF’de
uygulanamaz [6].

Sporlarla inokulasyon, ortamda diizenli dagilim1 kolaylagtirir [2].

Bu avantajlarinin yani sira kati substrat fermentasyonunun biiyiik oOlgekli

uygulamasini zorlasgtiran bazi dezavantajlar bulunmaktadir. Bu dezavantajlar da asagida

verilmistir:

l.

KSF’de yalnizca diisiik nem seviyesinde iireyebilen mikroorganizmalar

(filamentli funguslar) kullanilabilir [2].



2. Substratlar genellikle 6n uygulamaya ihtiya¢ duyar (O6g8ilitme, pargalama,
homojenizasyon, fiziksel, kimyasal ve enzimatik hidroliz, buhar uygulama gibi)
[2].

3. Siv1 substrat fermentasyonuna gore biyokiitle (iireme) miktarin saptanmasi
zordur [2]. Ciinkii, misel ve kat1 substrat arasindaki siki penetrasyon
biyokiitlenin tamamen elde edilmesini engeller [60].

4. Substratin kat1 olmasi, islem parametrelerinde problem olusturabilir (pH, nem
icerigi ve substrat, oksijen ve kiitle konsantrasyonu) [2].

5. Calkalama, oldukc¢a zor oldugundan statik kosullar veya modifiye sistemler
tercih edilir [2].

6. Ureme esnasinda olusan metabolik sicakligin uzaklastirilmasi oldukca zordur
[2].

7. Temel, bilimsel ve mithendislik bilgileri agisindan belirsizlikler vardir. Biiytlik
Olcekli reaktorlerin dizayni ve islenmesi hakkindaki bilgiler ¢ok azdir [2].

8. Bazi islemlerde yiiksek miktarda kati substrat konsantrasyonu nedeniyle ve
oksijen sirkiilasyonu zor olabilir [2].

9. Sporla iiretime baglanacaksa, ¢imlenme ihtiyact nedeniyle uzun lag siiresine
ihtiyac duyulabilir [2].

10. Uretim siireci, DSF’ye gore daha uzundur [2].

11. istenmeyen funguslarla kontaminasyon olasidir [2].

1.5. Kat1 Substrat Fermentasyonunda Kulanilabilecek Baz1 Biyoreaktorler

(Fermentorler)

KSF uygulamalarinda ¢esitli tipte fermentdrler kullanilabilir. Bu fermentorler

bazi temel farkliliklar igermektedir.

a) Immersiyon (daldirma) biyoreaktorii: Yuvarlak tabanli silindirik cam bir
kaptan olusur. Birkag¢ tane tel ag kabi, lizerinde fungus liremis kat1 substratla
doldurulur ve biyoreaktor kiivetinin icine yerlestirilir. Sikistirilmis hava ile
calisan bu sistem asag1 yukar1 dogru hareket ederken tiretim yapilir [3].

b) Sabit-yatakh biyoreaktor: Uzerinde fungus iiretilmis kat1 substratla

doldurulmus kapali cam bir kolondan olusur. Nemli hava siirekli olarak verilir.



Karigtirma igslemi yoktur ve wucuzdur. En Onemli dezavantaj, 1s1
uzaklastirilmasinin zayif olmasidir [3].

¢) Donen silindir biyoreaktor: Donen bir silindir seklindedir. Merkezi bir eksen
etrafinda donen bir sistemle veya kap igerisindeki karisticilarla karigtirma
yapilir. En Onemli dezavantaji 1s1 uzaklastirilmasinin zayif olmasidir. Kati
substrat fermentasyonunda en c¢ok kullanilan biyoreaktdrdiir. Daha fazla
materyalin islenmesi saglanir. Cesitli boyutlarda ( 25-4000 L) modelleri vardir
[3].

d) Tava tipi biyoreaktor: Tava tipi bir biyoreaktorde ¢ok ince ( 1,2-2cm ) kati
substrat ortaminda iiretim yapilir. Biyoreaktorler, pasif havalandirma yapilan ve
sicaklig1 kontrol edilen odalarda tutulur [3]. Bu tip biyoreaktorlerde, fermente
olacak substrat miktar1 sinirlidir. Tava tipi biyoreaktorlerde zamanla pek fazla
degisiklik olmamis yalnizca plastik ve aliiminyum gibi daha modern materyaller
kullanilmaya baglanmistir. Tahta tablalar yerine plastik veya aliiminyum
tablalarin kullanilmasi, sterilizasyon ve temizleme islemlerini kolaylastirmis bu
da kontaminasyon riskini azaltmistir [61].

e) Akiskan yatakh biyoreaktor: Siirekli hava akisinin oldugu, iizerinde fungus
tutunmus kat1 partikiillerin hava ile siirekli hareket ettigi bir biyoreaktordiir.
Havalandirmanin iyi olmasi ve metabolik 1smmin etkin bir gekilde
uzaklagtirilabilmesi bu reaktdriin avantajlar1 arasindadir. Fakat, maliyet

yiiksektir [3].

1.6. Kat1 Substrat Fermentasyonu ile Enzim Uretimi

Biyolojik katalizér olan enzimlerin hiicre disinda veya iginde calisabilmesi
endiistri, ¢cevre ve tip alanlarinda kullanilabilmelerini saglamistir. Bu nedenle enzim
iiretimi, biyoteknolojinin dnemli bir uygulama alanmidir [45,62]. Pek¢ok ticari enzim,
stvi fermentasyon yontemi ile iiretilmektedir. Bununla birlikte son on yilda kati substrat
fermentasyonu ile enzim lretimi lizerine ilgi artmistir [45]. Az sayida da olsa bazi
enzimlerin KSF ile ticari iiretimi yapilmaktadir.

Enzim iretiminde, {retecegimiz enzime gore segecegimiz substrat cok
onemlidir. Ornegin; lignince zengin organik atiklarn kullanimi, lignin peroksidaz
tiretimini arttirirken yiiksek oranda nisasta igeren piring kullanimi, amilaz tiretimini

arttirabilecektir [45]. Lakkaz enzimi, biyoteknolojik uygulama potansiyelinden dolay1



tizerinde yogun ilgi olan bir enzimdir. En iyi lakkaz iireticileri beyaz c¢iiriik¢iil funguslar
oldugundan sivi veya kat1 substrat fermentasyonu siirecinde lakkaz iireticisi olarak

tizerlerinde aragtirma yapilmaktadir.

1.7. Beyaz Ciiriikciil Funguslar ve Biyoteknolojik Onemleri

Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz giiriik¢iil funguslar [63], dogadaki en
etkin ligninolitik mikroorganizmalardir [64] ve odunda birakti1 beyaz renkten dolay1
beyaz ciiriik¢iil fungus olarak tanimlanmaktadirlar [65].

Odunun seliiloz ve hemiseliiloz bilesenlerinin yan1 sira, lignini de yikabilirler.
Yikim yetenekleri sentezledikleri ligninolitik enzimler sayesindedir [66]. Bu enzimler
arasinda en 6nemlileri lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkazdir [67].

Beyaz ciirtik¢iil funguslar biyoteknolojik 0Ozelliklerine bagli olarak ¢esitli
uygulamalarda kullanilmaktadir. Bunlar arasinda;

a) Ksenobiyotiklerin yikimi [68]

b) Atik sularin biyolojik iyilestirilmesi [69]

c) Boyalarin renginin giderimi [6, 66, 69-73]

d) Poliklorlu bifeniller, polisiklik aromatik hidrokarbonlar, pestisitler ve
sentetik polimerler gibi kirleticilerin yikimi [52, 74-76]

e) Biyolojik agartma [69]

f) Biyolojik kagit hamuru tiretimi [56, 57]

g) Biyolojik iyilestirme (biyoremediasyon) [78-80]

h) Mikrobiyal protein tiretimi [81]

1) Enzim iiretimi (lakkaz, ligninaz gibi) [6, 10, 41] sayilabilir.

1.8. Lakkaz Enzimi ve Onemi

Fenolik ve fenolik olmayan bilesikleri oksitleme yeteneklerinden dolay1
lakkazlar (benzendiol: oksidorediiktaz, E.C. 1.10.3.2) {izerine yogun ilgi vardir.

Bu enzimler ¢esitli organizmalarda genis olarak yayilmis ¢oklu bakir oksidazlara
dahil olan glikoproteinlerdir [82] ve fungal ligninolitik sistemde rol oynayan
enzimlerden birisidir [83]. Yiiksek derecede, spesifik olmayan oksidasyon kapasiteleri
nedeniyle Onemli biyokatalizorlerdir [84] ve g¢esitli c¢evresel uygulamalarda

kullanilabildigi i¢in biyoteknolojik agidan ayrica 6nemlidir [41]. Lakkazlar ilk olarak



1883 de Japon lake agaci Rhus venicifera dan izole edilmis olup [85] molekiiler
agirliklar1 45 ile 110 kD arasinda degismektedir [86]. Lakkaz tipi fenol oksidazlar
bakteriler ve bdceklerden de izole edilmesine ragmen lakkazlar, bitki ve fungal
lakkazlar olmak lizere 2 ana kategoriye ayrilabilir [87]. Bu enzimler beyaz ciiriikgiil
funguslar tarafindan ytliksek miktarda sentezlenebilmektedir [86].
Diisiik substrat ozgiilliigii sayesinde bu enzimler bir¢ok biyoteknolojik

uygulamada kullanilmaktadir. Bunlar arasinda;

a) Odun hamurundan lignin giderimi [88]

b) Benzopiren, dioksin ve c¢esitli ksenobiyotikler gibi toksik c¢evresel

kirleticilerin yikimi [89]

c) Cevresel kirleticilerin biyolojik yikimi [75]

d) Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin yikimi [52]

e) Fenolik kirleticilerin uzaklastirilmasi [90]

f) Pestisit transformasyonu [91]

g) Boya ve tekstil atik suyunun renginin giderimi [6, 92]

h) Biyolojik iyilestirme [80, 93]

1) Besin endiistrisi [94]

J) Biyosensor gibi uygulamalar sayilabilir [95].

1.9. Kat1 Substrat Fermentasyonu Siirecinde Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarla Lakkaz

Enzimi Uretimi

Beyaz ciiriik¢iil funguslarla lakkaz tiretimine yonelik yapilan pek ¢ok c¢alisma
ligninolitik funguslarin  dogal yasam sartlarim1  yansitmayan sivi  ortamlarda
gerceklestirilmektedir [69]. Biyoteknolojik agidan oldukg¢a 6nemli olan bu enzimin
tiretiminde kat1 substrat fermentasyonu yontemi de test edilmektedir. Beyaz ciiriikgiil
funguslarin dogal ¢evrelerine benzeyen kat1 substrat fermentasyonu ortamlarinda lakkaz
dahil birgok enzim tiretilebilir [67].

Cizelge 1.2° de kat1 substrat fermentasyonu ile lakkaz iiretiminde kullanilan bazi

funguslar ve kat1 substratlar verilmistir.
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Cizelge 1.2 Kat1 substrat fermentasyonuyla lakkaz {iretiminde kullanilan bazi tarimsal
atiklar ve mikroorganizmalar

SUBSTRAT MIKROORGANIZMA | KAYNAK
Bugday kepegi Pleurotus pulmonarius [96]
Fomes sclerodermeus [97]
Lentinus tigrinus [21]
Ganoderma lucidum [98]
Hindistan cevizi kabugu Trametes hirsuta [69]
Kivi atig1 Trametes hirsuta [99]
Kestane kabugu, arpa kepegi | Coriolopsis rigida [10]
Muz atig1 Trametes pubescens [6]
Uziim cekirdegi Trametes hirsuta [41]
Arpa kepegi Trametes versicolor [100]
Coriolopsis rigida [52]
Seker kamisi Pycnoporus cinnabarinus [89]
Portakal kabugu Trametes hirsuta [101]
Misir kogani Pleurotus pulmonarius [102]
Lentinus edodes [103]

Bu ¢alismada amacimiz, laboratuarimizda stok kiiltiir olarak muhafaza ettigimiz
ve yiksek diizeyde lakkaz tireticisi olduklarini bildigimiz 2 beyaz ciiriik¢iil fungusun
(Funalia trogii ve trametes versicolor) kat1 substrat fermentasyonuyla lakkaz iiretim
yeteneklerini arastirmak ve cesitli ek kaynaklarla lakkaz iiretim yeteneklerini

indiklemektir.
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2. CALISMA ILE ILGILi KAYNAK OZETLERI

Johann vd. [6] yaptiklar1 bir calismada, Trametes pubescens CBS696.94 ile
ekstraseliiler lakkaz iiretimi i¢in destek substrat olarak muz kabugu kullanmislardir.
Muz kabugu, yiiksek karbohidrat icermesi, organik yapisinin mikroorganizmalar ile
kolay metabolize edilmesi ve destek materyali olarak fiziksel uyuma sahip olmasi
nedeni ile secilmistir. Muz isleme endiistrileri, tarlalar, nehirler, okyanuslar ve bosaltim
alanlarina dokiilen yliksek miktarda kat1 atik iiretir ve bu nedenle yeniden kullanimlari,
bosaltimlar1 sonucunda meydana gelen kirlilik problemlerini ¢6zmeye yardimer olabilir.
Yapilan ¢alismada lakkaz tiretimi 3.giin baglamig (63 U/L) ve kiiltiir {iretimin sonlarina
dogru 1570 U/L aktivite saptanmustir.

Rosales vd [104] Trametes hirsuta’ nin kati ortam sartlarinda lakkaz iiretimini
aragtirmislar ve arpa kepegi, cesitli yiyecek atiklari, elma, portakal ve patates kabugunu
kat1 substrat olarak kullanilmiglardir. Kat1 substratlar ekonomik olmalar1 ve kolay elde
edilebildikleri i¢in secilmiglerdir. Calismada ayrica kat1 destek olarak naylon siinger
kullanilmistir. T.hirsuta, naylon siingerde iiretildiginde lakkaz aktivitesi 2. giinde 217
U/L olarak saptanmisken 8.glinde lakkaz aktivitesi 779 U/L’ ye yiikselmistir. Arpa
kepegi kiiltiirlerinde ise lakkaz tiretimi 4. giinde baglamis (230 U/L) ve 8.giinde en
yuksek degerine ulagmistir (2247 U/L). Bu deger, destek olarak naylon siingerin
kullanildig1 ¢aligmadan yaklasik 3 kat daha yiiksektir. Elma kabugu kiiltiirlerinde lakkaz
tiretimi en yiiksek degerine iiretimin 5. giiniinde 3148 U/L olarak ulasmistir. Bu deger,
naylon siinger kiiltiirleri ile elde edilen degerden 4 kat daha yiiksektir. Destek olarak
portakal kabugu kullanildiginda ise lakkaz aktivitesi 6.giinde, destek olarak naylon
stingerin kullanildig: kiiltiirlerin lakkaz aktivitesinden 5 kat daha yiiksek bulunmustur
(3437 U/L). T. hirsuta patates kabugunda iiretildiginde ise 8.glinde naylon siinger
ortamindaki kiiltiirlerden yaklagik 7 kat daha yiiksek olan lakkaz aktivite degeri
gostermistir (5372 U/L). Sonuglar, besin atiklarinin kati ortam sartlarinda lakkaz
aktivitesini arttirdigin1 gostermektedir. Bu destekler, atik olmalar1 nedeniyle islemi daha
ekonomik yapmakta ve ayni zamanda mikroorganizmalar i¢in bazi besinleri
saglamaktadir.

Papinutti vd. [105] bir ¢alismada temel substrat olarak bugday kepegine dayali

dogal bir ortam kullanilarak, Fomes sclerodermeus ile ligninolitik enzim {retimini
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amaclamislar ve en yliksek lakkaz aktivitesini 28.glinde 9.9 U/mL olarak rapor
etmislerdir. Bu c¢alismada, maliyetinin diisiik olmasi nedeniyle dogal kiiltlir ortami
kullanilmis ve ek kaynak olmadan yiiksek enzim degerleri elde edilmistir.

Yapilan bir ¢aligmada, beyaz ciirlik¢lil fungus Trametes hirsuta’ nin lakkaz
iiretim yetene8i hindistancevizi kabugu ortaminda arastirilmistir. Yapilmis olan
calismada lakkaz tiretimi 10.giin baslamis (19.075 nkat/L) ve 24. giinde 333.280 nkat/L’
ye ylikselmistir. 2mM bakir siilfat eklenmis kiiltiirlerde de lakkaz {iretimi aynmi sekilde
10.giinde baglamig (13.015 nkat/L), fakat 22.giinde lakkaz aktivitesi 920.895 nkat/L gibi
yiiksek bir aktiviteye ulagmistir. Bakir ile desteklenmis olan kiiltiirdeki degerin, kontrol
kiltliriinde elde edilen degerden yaklasik 3 kat daha yiiksek oldugu saptanmistir. Elde
edilen kiiltiir sivisinin endiistriyel boya olan Lissamine Yesil B’ nin rengini giderim
yetenegi aragtirllmig ve 12 saatte %42 ile %66 arasinda renk giderim degerleri elde
edilmistir. Fermentasyon ortamina direkt yesil B eklendiginde boyanin destege ve
fungal misellere baglanmasi nedeni ile absorbansin aniden diistiigli gdézlenmistir.
Bununla birlikte, kiiltiir ortaminda renk gideriminin meydana geldigi ve 2.5 saat i¢inde
koyu maviden acik yesile doniisiip rengin %96’ dan daha yiiksek oranda giderildigi
saptanmistir. Mikroorganizma varligindaki renk giderimi ytlizdesinin ekstraseliiler sivi
ile elde edilen renk giderimi ylizdesinden daha yiiksek oldugu ve renk gideriminin daha
kisa zamanda gergeklestigi rapor edilmistir [69].

Yiirtitiilen diger bir calismada, Coriolopsis rigida’ nin lakkaz {iretim yetenegi
tizerine kolay eriglebilirlikleri ve diisiik maliyetleri nedeniyle secilen kestane kabugu ve
arpa kepeginin etkisi arastirilmistir. Arpa kepeginin kat1 substrat olarak kullanildigi
calismada en yiiksek lakkaz aktivitesi 3.10° nkat/L olarak saptanmustir. Bu deger
kestane kabugunun substrat olarak kullanildiginda elde edilenden yaklagik olarak 25 kat
daha yiiksek bir degerdir. ImM bakir eklenmis arpa kepegi ortaminda iiretilen
kiltiirlerden elde edilen ham enzim igeren sivilar ile {i¢ farkli boyanin (indigo karmin,
metil oranj ve metil yesil) yikimi arastirilmistir. Yapisal olarak farkli olan bu ii¢
boyanin lakkaz ile renginin farkli oranda giderildigi gdzlenmistir. indigo karmin’ in, 4
saat uygulamadan sonra renginin yaklasik %100 giderildigi buna karsin metil yesil
(%90) ve metil oranjin (%80) lakkaz enzimi ile renk giderimine karsi daha direngli
oldugu saptanmistir [10].

Souza vd. [67] bugday kepegi kullandiklar1 ¢calismada Pleurotus pulmonarius’ in
lakkaz iiretim yetenegini arastirmislar ve maksimum lakkaz {iretimini %75 nem igerigi

olan kosullarda 5 giinliik kiiltiir filtratinda 8600 U/g olarak bulmuslardir.
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Couto vd. [41] yaptiklar1 diger bir ¢alismada Trametes hirsuta’ da lakkaz
tiretiminde  substrat olarak {iziim c¢ekirdeklerinin etkisini arastirmislardir. Sarap
enddistrisi atig1 olan liziim ¢ekirdekleri, destek materyali olarak uygun olmalari, karbon
kaynagi olmalari, kolay elde edilebilmeleri ve maliyetlerinin diisiik olmas1 nedeni ile
secilmistir. Bu ¢alismada laboratuar ol¢ekli biyoreaktorler kullanilmistir (Tava tipi
biyorektdr ve Immersiyon biyoreaktdr). Tava tipi biyoreaktorlerde iiziim cekirdekleri,
naylon siinger ve ortam konulup statik olarak 30°C de inkiibasyona kaldirilmistir.
Inkiibasyonun 4. giiniinde yaklasik 3,3.10* nkat/L lakkaz aktivitesi saptanmus, kiiltiir
olusumunun son giinlerinde 2,5.10°-3.10° gibi yiiksek lakkaz aktiviteleri elde edilmistir.
Immersiyon biyoreaktorii ise, silindir cam kiivetten olusmaktadir. Tel ag kabu, iizerinde
fungus iiremis {iiziim c¢ekirdekleri ile doldurulmus ve biyorektér tankinin igine
yerlestirilmistir. Sistem 90 saniye disarida 10 saniye ortam i¢inde olacak sekilde asagi
yukari hareket ettirilmis ve tava tipi biyoreaktdrde elde edilen verilerin immersiyon
biyoreaktoriinde elde edilen degerlerden daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Bunun
sebebi, immersiyon biyoreaktoriinde karistirmanin fungus iizerinde mekanik strese
neden olmasi ve bununda lakkaz iiretimini baskilamasi olabilir. Bu nedenle, bu ¢alisma
icin en uygun konfigiirasyonun tava biyoreaktorii oldugu rapor edilmistir.

Rodriguez vd. [90] kat1 ve s1vi ortamlarda Pleurotus tiirleri ile fenolik ve fenolik
olmayan aromatik Kkirleticilerin yikimini1 arastirmiglar ve Pleurotus tiirlerinin kati
substrat olarak bugday kepegi iceren ortamlarda aromatik kirleticilerin yikiminda
kullanilabilecegini rapor etmislerdir.

Yapilan bir diger ¢alismada ise beyaz ¢iirlik¢iil fungus Pleurotus pulmonarius ile
in vivo sartlar altinda kat1 ortam sistemlerinde endiistriyel boyalarin renginin giderimi
amaglanmistir. Glukoz/amonyum tartarat eklenmis musir kogani {izerinde P.
pulmonarius kiiltiire edilmis ve yapisal olarak farkli olan boyalarin renginin giderimi
gozlenmistir. 6 giinliik inkiibasyon sonucunda, amido siyah, Kongo kirmizisi, Tripan
mavi, Metil yesil, Remazol brilliant mavi R (RBB), Metil menekse, Etil menekse ve
Brilliant kresil mavi boyalarinin rengi tiimiiyle giderilirken, Metilen mavi ve Poly R-
478 boyalarmin rengi kismen giderilebilmistir. Fungus kiiltiirlerinin renk giderim
kapasitesinin yiiksek lakkaz aktiviteleri sonucu oldugu bildirilmis ve bu ¢alismada 6
giin inkiibasyon sonucu 480 U/ml lakkaz aktivitesi rapor edilmistir. P. pulmonarius’ un

kat1 ortam kiiltiirleri boya igeren endiistriyel atik sularinin aritiminda etkin bir uygulama

olabilir [71].
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Trametes hirsuta’ nin lakkaz iretimi i¢in destek-substrat olarak kivi atiginin
etkisinin arastirildigi diger bir calismada amonyum konsantrasyonu, kullanilan
substratin miktari, substrata 6n-uygulama ve kullanilan kivi atiginin farkli kisimlarimin
kullanilmasinin lakkaz iiretimine etkisi aragtirllmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda en
yuksek lakkaz aktivitesi, 2.5 g kivi atig1 ile 0.150 g/l amonyum konsantrasyonunda
yaklasik 90,000 nkat/L olarak saptanmistir [99].

Fomes sclerodermeus’ un enzim iiretim yetenegi, soya ve bugday kepegi
kullanilarak test edilmistir. Calismada, soya kepegi ortaminda seliilaz, ksilanaz ve
pektinaz i¢in en yliksek aktivite, fermentasyonun 12. giiniinde saptanirken, mangan
peroksidaz (MnP) aktivitesi 15.giinde 14.5 U/g degerine ulasmis ve lakkaz aktivitesi de
uygulamanin 28. gilinlinde 520 U/g olmustur. Bugday ve soya kepegi 1:1 oraninda
karistirildiginda ise soya kepeginin yalnizca substrat olarak kullanimina gore pektinaz
icin 3 kat daha yiiksek bir deger elde edilmistir. Bununla beraber, ligninazlarin degerleri
diismiis ve MnP ve lakkaz aktiviteleri de sirasiyla 4.64 ve 66.7 U/g olarak saptanmuistir.
F. sclerodermeus’ un enzim iiretiminin, kullanilan substrata gore farklilik gosterdigi
rapor edilmistir [97].

Lentinus edodes ve farkli Pleurotus tiirlerinin enzim iretim yeteneklerinin test
edildigi diger bir calismada, substrat olarak mandalina, elma ve muz kabuklar
kullanilmigtir. En yiliksek lakkaz aktivitesi Pleurotus tirleri ile kati fermentasyon
stirecinde 4103 U/L olarak saptanmustir [106].

Rosales vd. [101] yaptiklar1 bir calismada lakkaz indiikleyici bilesiklerin
(syringaldazine ve bakir) etkisini test etmisler ve yapilan ¢alismada, Trametes hirsuta’
nin lakkaz iiretimi i¢in destek-substrat olarak portakal kabugu secilmistir. En yiiksek
lakkaz aktivitesi, 2.5 g portakal kabugu ve 5 mM bakir siilfat kullanildiginda 31,786
U/L olarak elde edilmistir. Kat1 ortam sartlar1 altinda T.Airsuta ile lakkaz tiretimi igin
yuksek miktarda seker, seliilloz ve pektin icermeleri nedeniyle portakal kabuklarinin
uygun destek-substrat oldugu bildirilmistir.

Benzer olarak Souza vd. [107] Pleurotus pulmonarius’in bugday kepegi
ortaminda enzim iiretim yetenegini arastirmiglardir. Bugday kepeginde etkin lakkaz
indiikleyicileri olan fenolik bilesiklerden ferulik, vanilik, ve p-kumarik asiti gibi bazi
maddeler bulunmaktadir. Yani bugday kepeginin lakkaz indiikleme kapasitesi fenolik
icerigi ile de ilgili olabilir. Bu ¢alismada maksimum lakkaz iiretimi, en yiiksek nem
iceren (%91) kiltiirlerde elde edilmistir. Caligmada, 20 giinliik kiiltiir filtratinda lakkaz
aktivitesi 24,000 U/g substrat olarak saptanmustir.
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Souza vd. [96] yaptiklar1 bir diger calismada ise, bugday kepegi kat1 ortaminda
Pleurotus pulmonarius ile iretilen lakkaz1 saflastirmislar ve karakterizasyonunu
yapmuslardir. Bu arada, lakkazin iki izoformu tespit edilmistir. Substrat olarak
syringaldazine kullanildiginda spesifik aktivite 19,750 U/mg protein olarak belirlenmis
ve lakkazin molekiiler agirligi da 46 kDa olarak tespit edilmistir.

Pleurotus pulmonarius’ un lakkaz iiretimine bakirin etkisinin arastirildig: diger
bir ¢alismada kat1 substrat olarak misir koganmi1 kullanilmistir. Cesitli metallerin lakkaz
tiretimine etkisini belirlemek icin temel ortam (glukoz-amonyum tartarat-misir kogani
tozu) Cu*’, Ag", Cd*", Hg*", Mn*", Mg*" ve Zn*" ile desteklenmistir. Ag", Cd*", Hg*"
organizmalar iizerine yiiksek oranda toksik oldugundan Kkiiltiirlerde oldukca diisiik
oranda ilireme gozlenmistir. Kiiltiir ortamina 15 mM bakir ve mangan eklendiginde
lakkaz aktivitesi gozlenmistir. Magnezyum ise ne liremede ne de lakkaz aktivitesi
tizerine etki yapmamistir. 25mM CuSOy eklenen kiiltiir ortaminda 1,420 U/L ve kontrol
kiiltiirlerinde 270 U/L lakkaz aktivite degerleri elde edilmistir. Bakir eklenmesi enzim
aktivitesini 8 kat arttirmistir. Bu calismada, 10 mM dan daha yiiksek bakir ilavesinin
dahi herhangi bir inhibisyona neden olmadig1 ve fungusun bakira kars1 yliksek olciide
direng gosterdigi bildirilmistir [102].

Couto vd. [108] Trametes versicolor ile yapmis olduklari ¢alismada farkli
biyoreaktorler kullanarak lakkaz {iretimini arastirmislardir. Bunun i¢in immersiyon,
genigletilmis yatak ve tava tipi olmak iizere 3 laboratuar Olgekli biyoreaktor
secmiglerdir. Destek olarak ise naylon slinger ve arpa samani kullanilmistir. Arpa
samani kullanilan biyoreaktorlerde naylon siinger kulanilanlara gore daha yiiksek lakkaz
aktiviteleri elde edilmistir. Kullanilan biyoreaktorler arasinda en yiliksek lakkaz
aktivitesi tava tipi biyoreaktorde elde edilmistir. Tava tipi biyoreaktorde naylon siinger
kullanildiginda kiiltiir olusumunun 18. giiniinde 343 U/L lakkaz aktivitesi elde
edilirken, arpa samani substrat olarak kullanildiginda 18. giinde 3500 U/L lakkaz
aktivitesine ulagilmistir. Bu da yaklasik 10 kat daha yiiksek enzim aktivitesi demektir.
Lignoseliilozik substrat kullanilarak Trametes versicolor ile lakkaz iiretiminde tava tipi
biyoreaktoriin uygun oldugu rapor edilmistir.

Couto vd. [109] yapmis olduklar1 diger bir ¢alismada ise Trametes hirsuta ile
kat1 ortam sartlarinda lakkaz {iretimini ve renk giderim kapasitelerini arastirmislardir.
Kat1 substrat olarak yerfistig1 kabuklarin1 ve yerfistig1 tohum atiklarini kullanilmistir.
Yerfistig1 kabugunun kullanildig: kiiltiirlerde lakkaz tiretimi 6. giinde baglamis (41.2
nkat/L) 12. giinde en yliksek degerine ulasmistir (177.8 nkat/L). Buna karsin substrat
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olarak yerfistig1 tohumlar1 kullanildiginda ise lakkaz {iretimi 7. giinde baglamis (3.7 nkat
/L) 14.giinde 700 nkat/L degerine ulasmistir. Yerfistig1 kabuklarina gore yaklasik 10 kat
daha ytiksek lakkaz aktivite degeri elde edilmistir. Bunun yani sira bu kiiltiirlerden elde
edilen siipernatanlar ile 3 farkli boyanin (Nickel (II) fitalosiyanin, Lissamin yesil B ve
Asit siyah 48) renginin giderimi arastirllmistir. Yerfistigi kabuklarindan elde edilen
slipernatanlar sadece Asit siyah 48’in rengini giderirken, yerfistig1 tohumlarindan elde
edilen siipernatanlarin her 3 boyaninda rengini giderebildigi rapor edilmistir.

Phlosticta spp. ve Aspergillus spp. ile yapilan diger bir ¢alismada muz atiginin
mikrobiyal yikimi test edilmis ve cesitli lignolitik enzimlerin {iiretim yetenekleri
aragtirilmistir. Test edilen enzimlerden biri olan lakkaz enziminin aktivitesi Aspergillus
spp. ile 20. giinde yliksek degerine ulasmistir(2.8309 U/mg). Phlosticta spp.’ de ise en
yiiksek lakkaz aktivitesi 20. giin 2.726 U/mg olarak rapor edilmistir [110].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullanilan Funguslar

Calismada Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz ciiriik¢iil funguslardan
Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801 kullanildi. Bu
funguslar  Inénii  Universitesi Biyoloji  Boliimii ~ Mikrobiyoloji/Biyoteknoloji

laboratuarinda saf kultiir olarak muhafaza edilmektedir.

3.2. Calismada Kullamlan Funguslarin Uretimi ve Saklanmasi

Calismada kullanilan funguslarin  devamliligini saglamak i¢in, funguslar
Sabouraud dextrose agar (SDA) plaklarinda 30 °C’de 4-6 giin inkiibe edildi ve her 4-5
haftada bir taze besiyerine pasajlama yapildi. Fungus kiiltiirleri 4 °C’de buzdolabinda

saklandi.

3.3. Cahismada Kullanilacak Stok Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

SDA plaklarinda iiremis olan fungus kiiltiirlerinden yatik agara pasajlama
yapildi ve 30 °C’de 4-6 giin inkiibe edildi. Yatik agarda iiretilen fungus kiiltiirlerine 10
ml steril distile su eklenerek misel siispansiyonu hazirlandi. Misel siispansiyonundan 5
ml alinarak 100 ml Sabouraud dextrose broth (SDB) iceren 250 ml’lik erlenlere ekim
yapildi ve 30°C’de 150 rpm’de calkalamali etiivde 5 giin inkiibe edildi. inkiibasyon
sonrasi kiiltiir, diisiik devirde homojenize edilerek calismanin amacina uygun olarak

ekim yapildi.

3.4. Calismada Kullanilan Nemlendirme Sivilarinin Hazirlanmasi

Calismada nemlendirme sivisi olarak alkol fabrikas1 atik suyu (vinas),
zeytinyag1 fabrikast atik suyu (ZYFA), seker fabrikasi atik suyu olan melas ve
peyniralti suyu gibi dogal besiyerleri %25, %50 ve %100 konsantrasyonlarda kullanildi.
Dogal besiyerlerinin disinda sentetik besiyeri olarak stok temel ortam (STO) kullanildz.
STO, 1000 ml distile suda; 0.2 g KH,PO4, 0.1 g CaCl,.2H,0, 0.05 g MgS04.7H,0, 0.5
g NH4H,PO,4, 0.035 g FeSO4.7H,0, 2 g glukoz, 1 g¢ maya Oziitii olacak sekilde
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hazirlandi. Bu besiyerleri 121°C’de 1 atm. basing altinda 20 dakikada otoklavda steril
edildi.

3.5. Calismada kullanilan kat1 substrat

Calismada kat1 substrat olarak bugday kepegi kullanildi. Bugday kepegi besin

igerigi, kolay erisilebilirligi ve maliyetinin diisiik olmas1 nedeniyle tercih edildi.

3.6. Kat1 substrat ortamnmin hazirlanmasi, ekim ve iiretim

Oncelikle 5g bugday kepegi/250 mL erlenlerde olacak sekilde hazirlandi ve 15
ml nemlendirme sivilari her bir erlene eklendi. Daha sonra 121°C’de 1 atm. basing
altinda 45 dakika siiresince otoklavda steril edildi. Her bir erlene 2 ml olacak sekilde
fungus ekilmis ve ornekler 30°C’de statik olarak 5 ve 10 giin siiresince inkiibasyona
birakildi. Calisma en az 3 tekrarl olacak sekilde yiiriitiildii.

Inkiibasyonun 5. ve 10. giiniinde steril her bir erlene 40 ml distile su eklendi ve
bugday kepegi icine tamamen penetre olmus olan fungus oOze ile karigtirilarak
parcalandi. Erlenler 30°C ve 200 rpm’ de 1 saat siire ile ¢alkalamali etiivde ¢alkalandi
ve 1 saat sonunda Ornekler etiivden ¢ikarilip siiziildii. Siiziintii, 4000 rpm’ de 15 dakika

santrifiij edildi ve siipernatan, lakkaz aktivitesi ve protein miktarlarmin Sl¢iimiinde

kullanildi.

3.7. Indiikleyicilerin lakkaz iiretimine etkisinin belirlenmesi

Kati substrat fermentasyonunda, indiikleyicilerin etkisini test etmek amaciyla
farkl1 konsantrasyonlarda CuSO4.5H,0 (1, 2, 5 ve 10 mM), 2,5-ksilidin (0.1, 1 ve 2
mM), maya oziitii (1g/L, 5g/L ve 10 g/L), glukoz (%1, %S5, %10 ve %20) ve pepton
(%1, %5 ve %10) kullanildi. Bu indiikleyiciler, bahsettigimiz konsantrasyonlarda
olacak sekilde nemlendirme sivilarma ekenerek 121°C’de 1 atm. basing altinda steril

edildikten sonra kullanild.
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3.8. Lakkaz Aktivitesinin saptanmasi

Lakkaz aktivitesi 2,2’-azino-bis (3- etilbenz-tiazolin-6-siilfonik asit) (ABTS)’ in
oksidasyonuna bagl olarak izlendi.

Enzim aktivitesi 6l¢timiinde reaksiyon karisimi 833 pL sodyum asetat tamponu
(100 mM, pH 5.0), 100 pL ABTS (5mM) ve uygun miktarda siipernatan olacak sekilde
hazirlandi ve enzim aktivitesi 420 nm de 1 dakikada okunan absorbans degisimi
(Shimadzu-UV-1601, UV/Visible) olarak belirlendi. 1 pmol substrati 1 dakikada iiriine

doniistiiren enzim miktar1 1 Ginite olarak ifade edildi.

3.9. Toplam Protein Tayini

Toplam protein miktari, mikroplaka okuyucu sistemi (Molecular Devices Corp.,
Versamax) kullanilarak Bradford yontemine gore [111] saptandi. Bunun i¢in 5 pL 6rnek
ve 250 uL Bradford ayiraci eklenen mikroplakalar sistemde 15 saniye g¢alkalandiktan
sonra 15 dakika oda sicakliginda karanlikta bekletildi ve renk degisimine bagl olarak
olusan absorbans degisimi 595 nm dalga boyunda 6l¢iildii. Elde edilen degerler, sigir
serumu albumini (BSA) kullanilarak ¢izilmis standart grafik degerleri ile karsilastilarak,
orneklerdeki toplam protein degerleri paket program (Slide) kullanilarak hesaplandi.

Olgiimler en az iig tekrarli olarak yiiriitiildii.

3.10. pH olciimii
pH 6l¢timii, pH metre ile yapilmstir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarla Kat1 Substrat Ortaminda Lakkaz Uretimi

Calismada oncelikle beyaz cliriik¢iil funguslarin distile su ile nemlendirilmis kati
ortamlarda lakkaz {iretim yetenekleri arastirildi ve en yiiksek lakkaz iiretim yetenegi
olan funguslarm F. trogii ve T. versicolor oldugu gozlendi. Uretimin 5. giiniinde
F.trogii kiiltiir ortaminda 2.78 + 0.33 U/ml ve T.versicolor kiiltiir ortaminda 4.03 + 0.43
U/ml lakkaz aktivitesi saptanirken, 10. giinde sirasiyla 3.16 + 0,65 U/ml ve 3.05 + 0.74
U/ml aktiviteler gozlendi.

Bu nedenle kat1 substrat ortaminda yiiksek oranda lakkaz iirettikleri gozlenen F.

trogii ve T. versicolor, caligmamizin bundan sonraki tiim asagmalarinda kullanildi.

4.2. F. trogii ile Yiiriitiillen Kat1 Substrat Fermentasyonu Calismalari

4.2.1. F. trogii ile distile su ile nemlendirilmis kati substrat ortaminda lakkaz
iiretimi
Distile su ile nemlendirilmis kat1 substrat ortamlarinda, bakirin F. frogii’ nin
lakkaz iiretim yetenegine etkisi test edildi ve 6zellikle 10.giin i¢in kullanilan tiim bakir
konsantrasyonlarinin fungusun lakkaz iiretim yetenegini indiikledigi gozlendi (Sekil
4.1).
Bu ortamlarda ayrica protein miktar1 da saptandi ve bakir eklenmesinin protein

miktar1 lizerinde negatif etki yaptig1 gozlendi (Cizelge 4.1).
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Sekil 4.1. F. trogii’ nin bakir iceren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda iiretimi
stirecinde lakkaz aktivitesi

Cizelge 4.1. F. trogii’ nin bakir igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda
iiretimi siirecinde ortam protein miktar1 degisimi

Ortam Protein miktar: (mg/ml)
5.giin 10.giin
Distile su 0.460 + 0.038 0.427 +£0.036
D.su+ ImM Cu 0.386 + 0.052 0.419 +£0.010
D.su+2mM Cu 0.403 £0.015 0.417 £ 0.043
D.su + 5mM Cu 0.310 = 0.040 0.344 + 0.051
D.su+ 10mM Cu 0.249 £0.015 0.348 + 0.047

Bakir uygulanmamis kontroliin lakkaz aktivitesi 10. giinde 3.16 + 0,65 U/ml
iken 10 mM bakir uygulandigi durumda 8.97 + 2.34 U/ml’ ye ulast.

Kat1 substrat ortamima maya o6ziitii ilave edildiginde herhangi bir pozitif etki
olmadig1 gozlendi (Sekil 4.2). En yiiksek lakkaz aktivitesi, kontrol grubu olan distile su
ortaminda tiretimin 10. giintinde 3.16 + 0.333 U/ml olarak saptanirken maya 6ziitii ilave
edilen Orneklerde en yiiksek lakkaz aktivitesi 10.giinde 3.02 + 0.238 U/ml olarak

saptandi.
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Sekil 4.2. F. trogii’ nin maya 0ziitli igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda
iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

Azot kaynagi olarak eklenen pepton oOzellikle % 5 ve %10 olarak
eklendigi yliksek konsantrasyonlarda, fungusun lakkaz iiretim yetenegi lizerine pozitif
etki yapt1 ve 5. glinde %5 pepton igeren ortamda 7.20 + 0.32 U/ml enzim aktivitesine
ulast1 (Sekil 4.3).

8 T O Distile su

7 M D.su + %1 Pepton

6 - D.su + %S5 Pepton
® D.su + %10 Pepton

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
N
|

Giin

Sekil 4.3. F. trogii’ nin pepton igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda
iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
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Ksilidin, funguslarin lakkaz tiretim yetenegini indiiklemek i¢in yogun olarak
kullanilan bir bilesiktir. Calismada, F. trogii iiretim ortamina ksilidin eklenmesi 5. giin
icin az da olsa pozitif etki yaparken, 10.glinde pozitif bir etkisinin olmadig1 gézlendi

(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. F. trogii’ nin ksilidin igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda
iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

Diisiik konsantrasyonlarda glukozun lakkaz iiretimini indikledigi goézlenirken
ozellikle %10 ve %20 konsantrasyonlarda glukoz varligi lakkaz tiretimine negatif bir
etki yapti. Bu da glukozun katabolit baskilama yapabilme olasiligin1 akla getirmektedir
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. F. trogii’ nin glukoz igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda
iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

4.2.2. F. trogii ile stok temel ortam ile nemlendirilmis kati substrat ortaminda
lakkaz iiretimi
Stok temel ortam (STO) ile nemlendirilmis kati1 substrat ortamlarinda bakirin F.
trogii’nin lakkaz {retim yetenegine etkisi arastirildiginda, kullanilan tiim bakir

konsantrasyonlarinda kontrol grubuna gore artig gézlendi (Sekil 4.6).

77 0O STO
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= 5 T B STO + 5mM Cu
o 8 STO + 10mM Cu
[%
£ 4 :
b —]
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« ——
=1 =

0 — T 1
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Sekil 4.6. F. trogii’ nin bakir igceren stok temel ortam (STO) ile nemlendirilmis kat
ortamlarda iiretimi slirecinde lakkaz aktivitesi
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4.2.3. F. trogii’ nin peyniralti suyu (PAS) ile nemlendirilmis ortamlarda lakkaz
iiretimi

Peynir siitin pihtilagmasiyla yapilir. Pihtilagmadan sonra olusan kati
kisimdan (lor) ayrilan sivi peynir altt suyudur [112]. Peynir i¢in iglenen 100 kg siitiin
yaklagik 90 kg’ min peynir alt1 suyu olarak olustugu ve tlilkemizde yilda 40,000 ton
peynir {iretildigi ve bu durumda 360,000 ton peynir alt1 suyu olustugu Cevre ve Orman
Bakanlig1 tarafindan bildirilmistir. Yani peyniralti sularinin dogaya verilmesi hem
onemli Ol¢lide besin kaybina hem de artilmadan alict ortamlara verildiginde cevre
kirliligine neden olmaktadir [113]. Ayn1 zamanda bu atiksu, protein, vitamin ve
minerallerin yanisira yaklagik olarak siit laktozunun %50 sini de igermektedir [112]. Bu
nedenle calismamizda zengin igeriginden dolay1 6nemli dl¢iide ¢evre kirliligine neden

olan peynir alt1 suyunun lakkaz iiretimine etkisi test edildi (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7. F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda PAS ile nemlendirilmis kat1
ortamlarda liretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

Peyniralt1 suyu diisiik konsantrasyonlarda uygulandigi zaman lakkaz iiretimini

pozitif olarak etkilerken, yiliksek konsantrasyonlarda uygulandiginda lakkaz tiretimini

negatif yonde etkiledigi gozlendi (Sekil 4.7).
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Peyniralt1 suyu ile nemlendirilmis kati ortamda bakirin etkisini test ettigimizde
ise hem tiretimin 5. giiniinde hemde 10. giiniinde bakirin tiim konsantrasyonlarda lakkaz

tiretimini 6nemli Ol¢lide arttirdig1 goriildii (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. F. trogii’ nin bakir iceren PAS ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda tiretimi
stirecinde lakkaz aktivitesi
Ozellikle iiretimin 10.giiniinde bakir uygulanmams kontrolde lakkaz aktivitesi
2.70 £ 0.62 U/ml iken, 10mM bakir uygulandiginda 13.23 + 0.58 U/ml’ ye ulasti. Bu da
yaklagik 5 kat daha yiiksek lakkaz aktivitesine karsilik gelmektedir.

4.2.4. F. trogii’ nin melasla nemlendirilmis ortamlarda lakkaz iiretimi

Melas, seker elde etmek icin seker pancarinin iglenmesi sirasinda ortaya ¢ikan
koyu kahve renkli kolloidal atik bir maddedir. Seker fabrikasinda islenen her 100 kg
seker pancarinda 4 kg kadar melas olusmaktadir. igeriginde kompleks polisakkaritler,
invert sekerler, karbonhidrat olmayan bilesikler, koyu kahve renkli azot iceren
polimerik bilesikler, inorganik iyonlar, malik asit, laktik asit, formik asit, asetik asit ve
propiyonik asit gibi organik asitler bulunmaktadir [114]. Zengin iceriginden dolay1 kati
ortamda lakkaz aktivitesini indiiklemek amaciyla nemlendirici olarak test edildi (Sekil
4.9).

Sekil 4.9°dan da goriildiigl gibi melas kullanimi, lakkaz iiretimine herhangi bir

pozitif etki yapmadi.
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Sekil 4.9. F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda melas ile nemlendirilmis kati
ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
Melas ortamina eklenen ksilidinin lakkaz {iretimine etkisini test etmek amaciyla
ortama farkli konsantrasyonlarda ksilidin ilave edildi. Uretimin 5. giiniinde tiim ksilidin
konsantrasyonlari lakkaz tiretimini indiiklerken, 10. giinde ise ksilidin konsantrasyonlari

lakkaz iiretimini negatif etkiledi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. F. trogii’ nin ksilidin i¢ceren melas ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda tiretimi
stirecinde lakkaz aktivitesi
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Melas ile nemlendirilmis kat1 ortamda bakirin etkisinin arastirildigi ¢calismalarda,
5. glinde en yiiksek lakkaz aktivitesi SmM bakir konsantrasyonunda 3.41 + 0.76 U/ml
iken, 10.glinde 1mM bakir ilavesinde 3.35 £ 1.42 U/ml olarak saptandi (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. F. trogii’ nin bakir igeren %1’ lik melas ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda
iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

4.2.5. F. trogii’ nin zeytinyag fabrikasi atik suyu (ZYFA) ile nemlendirilmis
ortamlarda lakkaz iiretimi

Zeytinyagl tretimi sirasinda yiiksek miktarda zeytinyagi fabrikasi atigi
olugmaktadir. Bu atiksular 6nemli kirleticilerdir ve zeytinyagi {iretilen iilkelerde dnemli
cevre sorunlart yaratmaktadir. Tiirkiye’ de kara su diye de adlandirilmakta ve tilkemizde
yilda 400,000 tondan daha fazla zeytin kara suyu olusmaktadir [115]. Zeytinyagi
fabrikasi atig1 polifenoller gibi toksik maddeler igerdigi gibi, sekerler, azotlu bilesikler,
organik asitler ve atik yag gibi ticari 6neme sahip organik maddeler de icerir [116]. Bu
atiksuyun aritilmadan alict ortama verilmesi durumunda organik igeriginden dolay1
otrofikasyon olabilir, renginin koyu olmasindan dolay1 alic1 ortamda fotosentez yetenegi
azalabilir ve fenolik madde ve yaglardan dolay1 canlilar {izerine toksik etkiler olusabilir
[115]. ZYFA’nin zengin igerigi bu atiksuyun degerlendirilebilecegini gostermektedir.
Yapmis oldugumuz ¢aligmada ZYFA’ nin lakkaz iiretimi iizerine etkileri de test edildi

(Sekil 4.12-15).
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Farkli konsantrasyonlarda ZYFA ile nemlendirilmis kati ortamlarda yapilan
caligmalarda hem 5. giin hem de 10. giin i¢in en uygun konsantrasyonun %25’ lik

konsantrasyon oldugu saptandi (Sekil 4.12).
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Sekil 4.12. F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda ZYFA ile nemlendirilmis kati
ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

Bu nedenle, ¢alismanin devam eden asamalarinda giinlere bagli olarak lakkaz
aktivitesindeki degisim ve indiikleyicilerin etkilerini saptamak i¢in %25’ lik ZYFA
konsantrasyonu kullanildu.

Calismanin bu kisminda %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kat1 ortamda tiretilen
F. trogii’ nin glinlere bagli enzim aktivite degisimi arastirildi ve en yliksek lakkaz
aktivitesi liretimin 15. glinlinde 4.10 £+ 0.34 U/ml olarak bulundu. 15. giinden sonra ise

lakkaz aktivitesinin azaldig1 gézlendi (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. F. trogii’ nin %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda tiretimi
stirecinde lakkaz aktivitesinin giinlere bagl degisimi
%25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda ksilidinin etkisi test edildigi
calismada 5. giin i¢in en yiiksek lakkaz aktivitesi 0.1mM kisilidin eklendiginde 4.62 +
0.48 U/ml olarak saptanirken, 10. giin de ImM ksilidin ilavesi ile 5.59 + 2.09 U/ml’ ye
ulast1 (Sekil 15).
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Sekil 4.14. F. trogii’ nin ksilidin i¢eren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kat1
ortamlarda liretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
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Bakirin etkisinin test edildigi ¢alismada ise, iiretimin 10. giliniinde lakkaz
aktivitesinde belirgin bir artis oldugu goézlendi. Kontrol grubunda lakkaz aktivitesi 3.40
+ 0.62 U/ml iken, 10mM bakir ilavesinin lakkaz aktivitesini yaklasik 4 kat arttirdigi
saptandi (13.23 = 0.58 U/ml) (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. F. trogii’ nin bakir igeren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda
iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

4.2.6. F. trogii’ nin vinasla nemlendirilmis ortamlarda lakkaz iiretimi

Vinas, alkol fabrikasi atik suyudur. Uretilen her 1 litre alkol i¢in yaklasik 12 litre
vinas olugmaktadir. Yogun organik yiikii nedeniyle dogrudan alic1 ortama verilmesi
onemli c¢evresel problemler olusturmaktadir [114]. Calismada bu atiksuyun
nemlendirme sivisi olarak kullanimi siiresince lakkaz aktivitesi lizerine etkisi arastirildi
(Sekil 4.16-19).

Farkli konsantrasyonlarda vinas kullanildiginda 5. ve 10. giinler i¢in %25’ lik
konsantrasyonun daha uygun oldugunu goézlendi (Sekil 4.16) ve bundan sonraki

asamalarda bu konsantrasyon kullanildi.

32



0O Distile su
W %25 Vinas
%50 Vinas

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
w
|

Giin

Sekil 4.16. F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda vinas ile nemlendirilmis kat1
ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
Daha sonra, F. trogii %25’ lik vinas ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda {iretildi
ve en yiiksek aktivite tiretimin 10. giiniinde 4.30 + 0,90 U/ml olarak saptandi (Sekil

4.17). 10. giinden sonra ise lakkaz aktivitesinin azaldig1 gozlendi.
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Sekil 4.17. %25’ lik vinas ile nemlendirilmis kati ortamlarda F. trogii’ nin iiretimi
stirecinde lakkaz aktivitesinin giinlere bagl degisimi
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Giinlere bagli etki saptandiktan sonra vinas ortamina ksilidin ve bakir,
indiikleyici olarak eklendi ve lakkaz tiretimine etkisi arastirildi.

Ksilidin, biitiin uygulamalarda 5. giinde lakkaz tiretimini indiiklerken 10. giinde
lakkaz tiretimine pozitif bir etkisi olmadi (Sekil 4.18). 5. giinde kontrol grubu olan %25’
lik vinas ortaminda lakkaz aktivitesi 3.31 = 0.39 U/ml iken, 2mM ksilidin ilavesinde

lakkaz aktivitesi 5.29 + 0.33 U/ml olarak saptand.
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Sekil 4.18. F. trogii’ nin ksilidin i¢eren %25’ lik vinas ile nemlendirilmis kati
ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

Bakirin lakkaz {tretimine etkisini test etmek i¢in ortama bakir eklendi ve
ozellikle 10. gilinde tiim bakir konsantrasyonlarinin lakkaz {iretimini indiikledigi
gozlendi. Bakir eklenmemis %25° lik vinas ile nemlendirilen ortamlarda lakkaz
aktivitesi tiretimin 10. gliniinde 4.30 £ 0.90 U/ml iken, 5SmM bakir eklenmesi lakkaz
aktivitesini 14.18 + 2.20 U/ml’ ye yiikseltti (Sekil 20). Bakir ilavesi lakkaz iiretimini
yaklagik 3 kat arttirdi.
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Sekil 4.19. F. trogii’ nin bakir igeren %25” lik vinas ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda
iretimi stirecinde lakkaz aktivitesi

4.2.7. F. trogii’ nin bugday kepegi + saman ortaminda lakkaz iiretimi

Yiirtitiilen diger bir ¢alismada bugday kepegi ortamina, saman eklendi ve bu
ortamin lakkaz iiretimine etkisi saptandi. Distile su ile nemlendirilmis ortamlarda kati
substrat olarak yalmizca bugday kepegi kullanildiginda tiretimin 5. giliniinde lakkaz
aktivitesi 2.94 + 0.12 U/ml, 10. giiniinde ise 2.06 = 0.72 U/ml olarak saptanirken,
bugday kepegi + saman iceren kat1 ortamda lakkaz aktivitesi 5.giinde 3.36 + 0.32 U/ml
ve 10. giinde de 1.96 + 0.22 U/ml olarak bulundu (Sekil 4.20).
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Sekil 4.20. F. trogii’ nin distile su ile nemlendirilmis substratlarda (5g bugday kepegi
ve 3g bugday kepegi + 1g saman) liretimi slirecinde lakkaz aktivitesi

4.2.8. F. trogii ile substratin tekrarh kullanimu siirecinde lakkaz iiretimi

Calismada ayrica kati substrat olarak kullanilan kati ortamin 1. kullanimindan
sonra fungus tiretimi ve lakkaz verimi agisindan tekrar kullanilabilirligi de arastirildi.

Lakkaz aktivitesi 5. giinde 2.94 + 0.12 U/ml olarak bulundu ve kati substrat
tekrar kullanildiginda 5. giinde 2.15 + 0.72 U/ml lakkaz aktivitesi saptandi. Ik iiretimin
10. giiniinde lakkaz aktivitesi 2.06 £ 0.17 U/ml olarak belirlenirken kat1 substrat tekrar
kullanildiginda 10. giinde lakkaz aktivitesi diistii ve 0.75 £ 0.03 U/ml olarak saptandi
(Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Substratin tekrarl kullaniminda F. trogii’ nin lakkaz aktivitesi

4.3. T. versicolor ile Yiiriitiilen Kat1 Substrat Fermentasyonu Calismalari

Calismamizda fungus olarak F. trogii’ nin yani sira 7. versicolor da kullanilmis

ve T. versicolor’ un lakkaz iiretim yetenegi kati ortamda arastirildi.

4.3.1. T. versicolor ¢ un distile su ile nemlendirilmis kati ortamlarda lakkaz
uretimi

Distile su ile nemlendirilmis kati substrat ortaminda bakirin etkisi
aragtirlldiginda kullanilan tiim bakir konsantrasyonlarinin 6zellikle iiretimin 10.
giinlinde lakkaz aktivitesini pozitif yonde etkiledigi gozlendi (Sekil 4.22). Bakir
icermeyen distile su ortaminda lakkaz aktivitesi 10. giinde 4.10 + 0.78 U/ml iken, en

yiiksek lakkaz aktivitesi ImM bakir ilavesiyle 8.84 + 0.44 U/ml olarak belirlendi.
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Sekil 4.22. T. versicolor’ un bakir igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamda
iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

Bu ortama ksilidin eklendiginde ozellikle 5. gilinde biitiin ksilidin
konsantrasyonlarinin lakkaz iiretimini pozitif olarak indiikledigi gozlendi. 5. giinde
distile su iceren ortamda lakkaz aktivitesi 3.82 + 0.63 U/ml iken 2mM ksilidin
eklendiginde 9.60 + 1.37 U/ml olarak belirlendi. Uretimin 10. giiniinde ise en yiiksek
lakkaz aktivitesi 2mM ksilidin eklendiginde 6.12 + 2.03 U/ml olarak saptandi1 (Sekil
4.23).
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Sekil 4.23. T versicolor’ un ksilidin igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamda
iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
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4.3.2. T. versicolor’ un peyniralti suyu (PAS) ile nemlendirilmis ortamlarda
lakkaz iiretimi

Farkli konsantrasyonlarda PAS kullaniminin lakkaz iiretimine etkisinin test

edildigi calismalarda pozitif bir etkisi gozlenmedi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. T. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda PAS ile nemlendirilmis kati
ortamlarda tiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

4.3.3. T. versicolor’ un melasla nemlendirilmis ortamlarda lakkaz iiretimi

Benzer olarak, 7. versicolor’ un lakkaz iiretim yetenegine melasla nemlendirmenin

de pozitif bir etkisi izlenmedi (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. T. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda melas ile nemlendirilmis kati
ortamlarda {iretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

4.3.4. T. versicolor’ un zeytinyagi fabrikasi atik suyu (ZYFA) ile nemlendirilmis
ortamlarda lakkaz iiretimi
ZYFA ile nemlendirilmis ortamlarda %25’ lik konsantrasyonun 10. giin i¢in
lakkaz iiretimini indiikledigi gozlendi ve en yiiksek lakkaz aktivitesi 10. giiniinde %25’

lik ZYFA igeren ortamda 6.36 + 1.58 U/ml olarak bulundu ($ekil 4.26).
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Sekil 4.26. T. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda ZYFA ile nemlendirilmis kati
ortamlarda tiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
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Bu konsantrasyonda ZYFA ile nemlendirilmis kati substrat ortaminda 7.

versicolor’ un giinlere bagl lakkaz aktivitesi izlendi ve aktivitenin giinlere bagl arttigi

gbzlendi (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27. T. versicolor’ un %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda iiretimi
stirecinde lakkaz aktivitesinin glinlere bagl degisimi
Bu ortama bakir eklendiginde o6zellikle 10. giinde lakkaz aktivitesinin
indiiklendigi gozlendi (Sekil 4.28). Uretimin 10.giiniinde %25’ lik ZYFA ortaminda
6.36 + 1.58 U/ml lakkaz aktivitesi saptanirken, ImM bakir eklendiginde lakkaz
aktivitesi 11.24 + 1.32 U/ml olarak belirlendi.

14 5 O %25 ZYFA
_ 12 - W %25 ZYFA + ImM Cu
g B %25 ZYFA +2mM Cu
2 104 B %25 ZYFA + 5mM Cu
- B %25 ZYFA + 10mM Cu
[*]
=1 -
g 8 T
2 ] 1 =

= —

4 . — —
- 5 — —

0 T 1

5.gilin
Giin

Sekil 4.28. T. versicolor’ un bakir iceren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kati

ortamda tiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
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Ortama ksilidin eklendiginde ise hem 5. gin hem de 10.giin de ksilidin

ilavesinin lakkaz aktivitesini az da olsa indiikledigi gézlendi (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29. T. versicolor’ un ksilidin igeren %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kati
ortamda iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

4.3.5. T. versicolor’ un vinas ile nemlendirilmis ortamlarda lakkaz iiretimi

Vinasla nemlendirilmis kat1 ortamlarda 7.versicolor’ un lakkaz iiretim yetenegi
arastirildi ve %25 ve %50’ lik vinas konsantrsyonlarinin 10. gilinde pozitif etkisi

gozlendi (Sekil 4.30).

42



0O Distile su

16 q
—~ 14 7
E W %25 Vinas
Ei 12 +

B %50 Vinas

% 101
Z <
% 8
N 07
2
=Y

2

0 T 1

Giin

Sekil 4.30. 7. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda vinas ile nemlendirilmis kat1
ortamlarda iiretimi stirecinde lakkaz aktivitesi

T. versicolor’ un giinlere bagh lakkaz iiretim yetenegi %25’ lik vinasla
nemlendirilmis kati ortamlarda izlendigi zaman 6zellikle iiretimin 10. giinlinden sonra
lakkaz aktivitesinde belirgin bir artis meydana geldi (Sekil 4.31). En yiiksek lakkaz
aktivitesi 20. giinde 12.22 + 2.14 U/ml olarak bulundu.
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Sekil 4.31. T versicolor’ un %25’ lik vinas ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda {iretimi
stirecinde lakkaz aktivitesinin giinlere bagh degisimi
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Vinasla nemlendirilmis ortama bakir eklenmesi lakkaz iiretimini pozitif etkiledi
ve 5. glinde lakkaz aktivitesi 4.93 + 0.74 U/ml iken, 2mM bakir ilavesiyle lakkaz
aktivitesi 9.51 = 1.86 U/ml’ ye yiikseldi. 10. glinde ise %25’ lik bakir eklenmis ortamda
6.08 £ 0.70 U/ml olan lakkaz aktivitesi, 2mM bakir iceren ortamda lakkaz aktivitesi
11.65 £+ 0.63 U/m’ ye ulast1 (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. T. versicolor’ un bakir igeren %25’ lik vinas ile nemlendirilmis kati
ortamda tiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi

Vinas ortamina ksilidin eklendiginde ise 5. giinde %25’ lik vinas ile
nemlendirilmis ortamda lakkaz aktivitesi 4.93 + 0.74 U/ml ve ImM ksilidin
eklendiginde 7.50 + 1.33 U/ml olarak belirlenirken, 10. giinde %25’ lik vinas iceren
ortamda 6.08 + 0.70 U/ml ve 1mM ksilidin ilavesiyle 9.35 + 1.02 U/ml olarak belirlendi
(Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. T versicolor’ un ksilidin igeren vinas ile nemlendirilmis kati ortamda
iiretimi siirecinde lakkaz aktivitesi
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5. TARTISMA VE SONUC

Kat1 substrat fermentasyonu yillardir bilinen bir teknik olmasina ragmen son
yillarda 6nem kazanmaya baglamistir [117]. Bu islem, tarimsal atiklar dogal formlarinda
kullanilabildiginden ve atiklarin  birikimi sonucu olusan c¢evresel problemler
azaldigindan dolay1 da avantajlidir. Bu atiklarin ¢ogu, ligninolitik aktiviteyi indiikleyici
olarak rol oynayan lignin, seliiloz ve hemiseliiloz igerir. Ayrica bircogunun, yiiksek
oranda seker icermesi islemlerin ¢ok daha ekonomik olmasini saglamaktadir [6].
Calismamizda bol miktarda olusan ve besin degeri yiiksek olan bugday kepegi kati
substrat olarak kullanilmis ve cesitli funguslarin lakkaz iiretim yetenekleri test
edilmistir. F. trogii ve T. versicolor’ un yiiksek oranda lakkaz iirettikleri goézlenmistir.
Daha oOnce yiiriitiilen sivi fermentasyon ¢aligmalarinda da bu funguslarin iyi lakkaz
tireticileri olduklari rapor edilmistir [118].

Bakirin lakkaz tiretimine etkisinin test edildigi calismalarda hem F.frogii’ nin
hem de 7. versicolor’ un lakkaz iiretim yeteneginin bakirla indiiklendigi gézlenmistir.
Kontrol grubuna gore 3-4 kat daha yiiksek lakkaz aktiviteleri saptanmigtir. Ayn1 sekilde
Tychanowicz vd. [102] yapmis olduklari calismada, bakir eklenmesinin lakkaz
tiretimine pozitif etki yaptigin1 bildirmistir. Yine kat1 substrat fermentasyonuna bakirin
etkisinin arastirildig1 bir calismada bakir eklenmesinin lakkaz aktivitesini arttirdigi
rapor edilmistir [100]. S1v1 substrat ortaminda da bakir eklenmesinin lakkaz {iretimine
pozitif etki yaptig1 bilinmektedir [118].

Phlosticta spp. ve Aspergillus spp. ile kat1 substrat olarak muz atiginin
kullanildig1 bir calismada 20 giin iiretimden sonra en yiiksek lakkaz aktiviteleri
Phlosticta spp. i¢in 2.73 U/mg iken Aspergillus spp.icin 2.83 U/mg olarak rapor
edilmigtir [108]. Bizim ¢aligmamizda ise kat1 substrat olarak bugday kepegi kullanilmig
ve yiiksek lakkaz aktiviteleri saptanmistir. Yiiksek enzim aktivitesi elde etmemizin
nedeni fenolik bilesiklerden ferulik, wvanilik, p-kumarik asit gibi etkin lakkaz
indiikleyicilerinin bugday kepeginde bulunmasi olabilir [107].

Calismamizin daha once yiiriitiilen ¢aligmalardan en 6nemli farki kati substrati
nemlendirmek i¢in ¢esitli atik sularin kullanilmasidir. Cevre kirliligi olusturan atik
sularin, kat1 substrat fermentasyonunda kullanilmasi atik sularin degerlendirilmesi
acisindan onemlidir. Ayrica bu atiksularin igerisindeki bazi 6nemli bilesenler de lakkaz

iretimini arttirmaya yardimct olabilmektedir [115].
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T. versicolor ile yapilan bir c¢alismada kat1 substrat olarak arpa samani
kullanilmis ve tiretimin 18. glinlinde 3500 U/L lakkaz aktivitesi rapor edilmistir [108].
Bizim yapmis oldugumuz ¢alismada ise 7. versicolor ile daha yiiksek enzim aktiviteleri
gozlenmistir. Bunun nedeni kullandigimiz nemlendirme sivisinin ve kati substratin
farkli olmasi olabilir.

Lakkaz aktivitesini indiikleyen bir diger bilesik olan ksilidin yogun olarak
kullanilmaktadir [119-120]. F. trogii ile distile suyla nemlendirilmis kati ortamda
ksilidinin etkisini test ettigimiz ¢aligmada, iiretimin 5. gliniinde lakkaz aktivitesi az da
olsa indiiklenirken 10. giinde ksilidinin lakkaz {iretimine pozitif bir etkisi
gozlenmemistir. Ayni calismay1 7. versicolor ile yaptigimizda ise, 5. glinde F. trogii’ ye
gore lakkaz aktivitesinin daha iyi indiiklendigi goriilmektedir. 10. giinde ise F. trogii’ de
lakkaz aktivitesinde bir artis olmazken, 7. versicolor’ da lakkaz aktivitesinin
indiiklendigi saptanmustir.

Yine ksilidinin %25’ lik ZYFA ile nemlendirilmis kat1 ortamda lakkaz iiretimine
etkisi arastirlldiginda, hem F. trogii hem de 7. versicolor’ da iiretimin 5. ve 10.
giiniinde kullanilan tiim ksilidin konsantrasyonlarinin lakkaz aktivitesini indiikledigi
belirlenmistir. Ayn1 sekilde %25’ lik vinas ile nemlendirilmis ortamlarda lakkaz
aktivitesine bakildiginda hem F. frogii hem de T.versicolor’ da 5. giinde ksilidin
eklenmesinin lakkaz aktivitesi indiiklenirken, 10. giinde ise ksilidinin lakkaz
aktivitesine pozitif bir etkisi olmadig1 gdzlenmistir.

Giinlere bagli olarak lakkaz aktivitesine bakildiginda, F. trogii ile %25’ lik
ZYFA ile nemlendirilmis ortamda {iretimin 15. giinlinden sonra lakkaz aktivitesinin
diistiigli gozlenirken, 7. versicolor’da 20. glinde dahi lakkaz aktivitesinin arttig1
gozlenmistir. %25’ lik vinas ile nemlendirilen ortamda ise F. trogii’ de iiretimin 10.
giinlinden sonra lakkaz aktivitesinde belirgin bir azalma varken, 7. versicolor’ da lakkaz
aktivitesinin 20 giinliik iiretim siiresince stirekli arttig1 saptanmistir.

Fenice vd. [121] yapmis olduklar1 bir calismada Panus tigrinus’ un ZYFA ile
nemlendirilmis kati1 ortamda lakkaz iiretimini aragtirmislardir. Kati subtrat olarak misir
kogani1 kullanilmig ve distile su ile nemlendirilmis ortamlarda lakkaz aktivitesi 630 + 47
U/L olarak saptanmustir. Distile su, slikroz ve maya 6ziitliyle desteklenip kullanildiginda
lakkaz aktivitesi 771 + 40 U/L olarak belirlenmistir. Nemlendirme sivisi olarak ZYFA
kullanildiginda ise 1267 + 57 U/L lakkaz aktivitesi saptanmistir. Bizim yapmis
oldugumuz c¢alismada ise daha yiiksek lakkaz aktivitesi elde etmemize karsin, distile su

ile karsilastirildiginda maya 0ziitii ilave edilen 6rneklerde lakkaz aktivitesinde bir artis
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gozlenmistir. ZYFA ile nemlendirdigimiz ortamda ise lakkaz aktivitesinde aym sekilde
artis gozlenmistir. Yapmis oldugumuz ¢aligmada ¢ok daha yiiksek lakkaz aktivitesi elde
etmemizin sebebi, kullanmis oldugumuz kati substratin ve fungusun farkli olmasi
olabilir. Ciinkii funguslarin lakkaz {iretim yetenegi fungusun tipinden, kiltiir
yonteminden, fungusun fizyolojisinden ve substrat tipinden etkilenmektedir.

Fomes sclerodermeus ile bugday kepegi ortaminda yapilan bir ¢calismada lakkaz
tiretimine indiikleyicilerin etkisi test edilmis ve kontrol grubu ile karsilastirildiginda
ortama glukoz, maya 0ziitli ve bakir eklenmesinin lakkaz aktivitesini pozitif olarak
etkilemedigi bildirilmistir [105]. Bizim F. trogii ile yapmis oldugumuz ¢alismada ise
maya Oziitliniin ilavesinin lakkaz iiretimini indiiklemedigi, buna karsin bakir ve distik
konsantrasyonlarda glukoz ilavesinin lakkaz {iretimini arttirdigt gozlenmistir. Bu
farkliligin sebebi funguslarimizin farkli olmasi olabilir.

Nemlendirme sivisi olarak peyniraltt suyu kullanildiginda 7. versicolor’ da
lakkaz tiretimine negatif etki yaparken, F. trogii’ de lakkaz aktivitesini indiiklemistir. F.
trogii’ nin PAS ile nemlendirilmis kat1 substrat ortaminda lakkaz iiretimine bakirin
etkisi arastirildiginda ise, tiim bakir konsantrasyonlarinin lakkaz aktivitesini arttirdigi
saptanmistir.

Bu calismada beyaz ciiriik¢iil funguslardan F. trogii ve T. versicolor’ un kati
substrat ortaminda lakkaz iiretim yetenekleri arastirilmistir. Kati substrat ortaminda
yiiksek miktarda enzim iiretilebilecegi gozlenmistir. Ozellikle bakir ilave edilen
ortamlarda yiiksek lakkaz aktiviteleri saptanmigtir. Ucuz ve bol olan kati substrat
kullanim1 islemin ekonomik olmasini saglamaktadir. Bununla birlikte 6nemli ¢evresel

problemlere neden olan atiksularin da bu ortamda degerlendirilebilecegi goriilmektedir.
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