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Kat1 substrat fermentasyonu (KSF), dogal substratlarin kullanildigi, serbest
suyun olmadig: bir islemdir. Biyoteknolojik sireclerde alternatif bir metod olan bu
fermentasyon islemi, ylksek aktivite ve daha dusik maliyetli lakkaz Gretimi icin
lignoseltlozlu ham maddeleri kullanmaktadir. Organizmalar bu kati substratlart hem
baglanma yeri hem de besin olarak kullanmaktadir. Biyolojik sireglerde
lignoselllozlu ham maddelerin kullammu, ¢evresel problemlerin ¢dziimine yardimci
olabilmektedir.

Bu calismada, yeni izole edilmis olan Funalia trogii, Ganoderma lucidum ve
Trametes versicolor’in lakkaz Uretimi KSF siirecinde arastirildi. Farkli faktorlerin
(kat1 substrat, sicaklik, pH, nem icerigi ve indukleyiciler) lakkaz Uretimine etkisi test
edildi. Test edilen lignoseltilozlu kat: substratlar arasindan bugday kepegi, lakkaz
Uretimi icin en iyi kat1 substrat olarak belirlendi. Funguslarin lakkaz Uretimi Gzerine
soya unu, agac yapraklari, maya 6zitt ve bakirin etkisi de arastirildi. Y Uksek lakkaz
aktivitesi icin en iyi ortam, bakir ilave edilmis bugday kepegi+soya unu ortarmidir.
Optimum KSF kosullari, %75 nemigerigi, 30°C ve pH 5-6'dur.

KSF cam tava tipi fermentor kullanillarak da yurittldi ve en yiksek lakkaz
aktiviteleri F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor igin sirasiyla 22469+2622, 2008+826
ve 2649+810 U/L olarak elde edildi.

Ayrica, bakir ilave edilmis olan bugday kepegi+soya unu ortamlarinda
Uretilen F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’ dan elde edilen ham lakkazin aktivite ve
kararlilig1 Uzerine pH ve sicakligin etkisi test edildi. Bu ham lakkazlar, 6zellikle pH
2.5-3.5'dayuksek aktivite gosterdi. Y Uksek sicaklikta dakararli olduklar: gbzlendi.

G.lucidum ham lakkazinin Remazol Brilliant Blue R (RBBR) renk giderimi
aktivitesi, optimum kosullar altinda bu tekstil boyasinin rengini (400mg/L) 20
dakikada %61 giderebilecegini gosterdi.



Sonuglar, KSF nin lakkaz Gretimi i¢in uygun oldugunu ve optimum kosullar
altinda bu funguslarla yuksek miktarda lakkaz elde edilebilecegini gostermektedir.
En iyi uygulama sartlarimi anlamak icin ham lakkazlarin aktivite ve kararlilik
profillerini belirlemek dnemlidir.

ANAHTAR KELIMELER: Kat1 substrat fermentasyonu, Funalia trogii, Ganoderma
lucidum, Trametes versicolor, lignoselilozlu ham
maddeler, ham lakkaz, renk giderimi
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Solid substrate fermentation (SSF) is a process occurring in the absence of
free water, using natural substrates. This fermentation method which is an alternative
method for biotechnologic processes uses lignocellulosic raw materials as solid
substrates for laccase production with high activity and lower cost. Organisms utilize
these solid substrates both as an attachment place and nutrition. Using lignocellulosic
raw materials in bioprocesses may help to solve environmental problems.

In this study, laccase production by newly isolated Funalia trogii,
Ganoderma lucidum and Trametes versicolor was investigated during SSF process.
The effect of different factors (solid substrate, temperature, pH, moisture content and
inducers) on laccase production was tested. Among the tested lignocellulosic solid
substrates wheat bran was determined the best solid substrate for laccase production.
The effect of soy flour, tree leaves, yeast extract and copper on laccase production of
fungi was also investigated. Wheat brant+soy flour medium supplemented with
copper was the best medium for high laccase production. Optimum SSF conditions
were 75% moisture content, 30°C and pH 5-6.

SSF was also conducted using glass tray fermentor and high laccase activities
as 22469+2622, 2008+826 and 2649+810 U/L were obtained for F.trogii, G.lucidum
and T.versicolor, respectively.

The effect of pH and temperature on crude laccase activity and stability,
obtained from F.trogii, G.lucidum and T.versicolor grown on copper supplemented
wheat bran+soy flour media were also tested. These crude laccases showed high
activity especially at pH 2.5-3.5. They gave the highest activity in high temperatures.
They were also detected as thermostable at high temperatures.

Remazol Brilliant Blue R (RBBR) decolorization activity of crude laccase
from G.lucidum showed that it could decolorize this textile dye (400 mg/L) as 61%
within 20 minutes under optimal conditions.



Results showed that, SSF has a potential for the laccase production and high
amount of laccases could be obtained by these fungi under optimum conditions. It is
important to determine the activity and stability profiles of these crude laccases for
understanding the best application conditions.

KEYWORDS: Solid substrate fermentation, Funalia trogii, Ganoderma lucidum,
Trametes versicolor, lignocellulosic raw materials, crude laccase,

dye decolorization
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1. GIRIS

Fermentasyon islemleri, temel olarak sivi fermentasyon (SF) ve kat1 substrat
fermentasyonu (KSF) olmak Uzere 2 gruba ayrilabilir. SF, mikroorganizmalarin besin
iceren sivi ortamlarda Uretimine dayal1 bir islem iken, KSF; suyun olmadig: yada gok
az oldugu kat1 partikiller Gzerinde mikrobiyal Greme ve 0Urin olusumunun
gerceklestigi islemdir (Martins vd., 2011). KSF ve SF de fungal dreme; farkli yuzey
durumu, nem icerigi ve substratin kimyasal bilesimi  bakimindan farklilik
gostermektedir (Winquist vd., 2008).

Endustriyel uygulamalarda sivi kultir tekniklerinin kullamm fazladir. Fakat
sivi ortam, funguslarin adapte oldugu dogal cevresinden farkhidir (Raimbault ve
Alazard, 1980). KSF ise mikroorganizmalarin dogal habitatlarina benzediginden
Onemli Urdnlerin Gretiminde tercih edilebilir bir uygulamadir (Singhania vd., 2009).
Birgok enzim SF teknikleri ile Uretilmektedir. Bununla birlikte, son yillarda pekgok
enzimin Uretiminde, KSF tekniginin kullammina yonelik ilgi artmaktadir (Rodriguez
Couto ve Sanroman, 2005a).

Bu dogal yontem, kompostlama ve ambarda saklama gibi dogal mikrobiyolojik
islemleri yansittigindan endustriyel uygulamalarda istenilen Grdnin dretiminde
kullanilabilir (Rodriguez Couto ve Sanromén, 2006a). Ayni zamanda, KSFde
lignosellilozlu hammaddeler/atiklar kat1 substrat olarak kullanilabildiginden
uygulamanin maliyeti agisindan ve bu tip substratlarin olusturabilecegi cevre
kirliliginin azaltilmas: agisindan da onemlidir. Az miktarda su kullanmim ve
sonucunda da daha az atik su cikist sayesinde de cevre Kirliligi de azaltilmis
olmaktadir.

1.1. Kat1 Substrat Fermentasyonu

Kat1 substrat fermentasyonu (KSF), kat1 matriks gerektiren ve serbest suyun
olmadig1 yada ¢ok az oldugu ortamda gerceklesen fermentasyon islemi olarak ifade
edilir (Singhania vd., 2009). Baska bir deyisle, KSF lignoseltilozik hammaddenin
biyolojik dénustimiint ifade eder (Sharma ve Arora, 2010).

KSF terimi, suda c¢Ozinemeyen materyallerin  mikrobiyal Uremede

kullanildigr uygulamalarda kullanmlir ve bu tip fermentatif islemlerde, su miktar:



mikroorganizmalarin Uredigi kati1 yatagin doyma kapasitesini asmamalidir (Aguilar
vd., 2008). Bu islem Asya Ulkelerinde eski zamanlardan beri bilinmektedir. Fakat
bat: Ulkelerinde 1940’ lardan sonra 6nem kazanmaya baslamistir. Bunun sebebi ise
penisilinin sivi fermentasyon teknigi ile bulunmasi ve birgok bilesigin de SF teknigi
ile Uretilmeye baslamasidir (Rodriguez Couto ve Sanroman, 2005a). KSF, geleneksel
fungal fermentasyon teknolojisinden ve hatta eski yiyecek fermentasyonu
metodlarindan yararlanir ve dogal Urlnlerin Uretiminde yeni biyolojik islemlerin
gelisimi igin olanak saglar (Bigelis vd., 2006).

KSF islemlerinde kat1 materyal olarak, tarimsal veya endustriyel atiklardan
(bugday kepegi ya da samani, seker kamisi atigi, kahve atigi, Uzom atiklar: gibi)
substratlar veya hareketsiz materyaller (iyon degisimi recinesi, polilretan kopuk)
kullanilabilir (Aguilar vd., 2008). Bu nedenle, KSF aym zamanda kati1 faz
fermentasyonu olarak da tammlanmaktadir. Fakat bu islemlerde yaygin olarak
istenilen Grindn olusumuna ve Uretici mikroorganizmanin Uremesine uygun olarak
tarim veya yiyecek endustrisinin yan Urtnleri veya atik Grinler kullanilir (Mitchell
vd., 2006). Dogal kaynaklarin etkin kullanmmina yonelik evrensel bir ilgi
bulunmaktadir. Clnkl tarim endustrisi yan Urtnlerinin direkt cevreye bosaltilmasi
cevrekirliliginin 6nemli bir nedenidir (Ajilavd., 2011).

Biyoteknolojik uygulamalar agisindan da bakildiginda distk maliyetle
yuksek miktarda enzim Uretimi icin en uygun yaklasimlardan biri lignoseltloziu
hammaddeler/atiklar1 kullanmaktir. Bu atiklardan bazilar1 6nemli konsantrasyonlarda
¢cOzunebilen karbohidrat ve ligninolitik enzimlerin etkin bir sekilde Gretimini arttiran
enzim sentezi indukleyicilerini icermektedir (Moldes vd., 2004; Elisashvili vd.,
2008b).

Sicaklik, pH, nem miktari, oksijen seviyesi ve besinlerin konsantrasyonu
KSF de mikrobiyal Ureme ve Uriin olusumunu etkilemektedir. Sivi kilttrlerde besin
ve Uriin ¢ozeltilerinin, ve mikrobiyal hiicre stispansiyonlarinin homojen olmasindan
dolay1 cevresel kontrol daha basittir. Karistirma, 1s1 degisimi, oksijen transferi, nem
kontrol, pH ayarlamalar1 ve Urin ve besin seviyeleri ise KSF gibi heterojen
kiltdrlerde ciddi problemlere neden olur.



1.1.1. KSF strecinde nem miktarinin énemi

KSF, serbest suyun olmadigi, kat1 substratlar Uzerinde mikroorganizmalarin
dretildigi bir uygulamadir. Bu uygulamada, kat1 substrati nemlendirmek igin gerekli
olan su miktar1 oldukga Onemlidir. KSF islemlerinin SFye gore bir farki da
substratin nem igeriginin disik olmasidir (Oriol vd., 1988). KSF de mikrobiyal
Ureme icin gerekli olan nem, substrat tarafindan absorbe edilmis veya kat1 matriksle
kompleks olusturmus durumdachr (Krishna, 2005). Eger su miktar1 yetersiz olursa
¢cOzgenin ve gazin etkin sekilde difiizyonu gerceklesmez, hiicre metabolizmasi
yavaslar ya da durabilir (Gervais ve Molin, 2003). Suyun hticre i¢i veya hicre disi
miktar1 bazi1 enzimlerin fonksiyonel Ozelliklerini strdirmelerine izin vermeyecek
miktarda ise, bu enzimlerin inaktif olmalari hicrenin metabolik zincirinde
dengesizlige neden olur (Gervais ve Molin, 2003). Ayn sekilde, eger su stresi ile
indiklenen su transferi plazmik membramn mekanik yapisimin denatiirasyonuna
neden olursa membran boyunca gegirgenligin ve tasimmin tim Ozellikleri
etkilenebilir ve bu durum da hticrelerin etkilenmesine neden olur.

Funguslar Gremeleri icin nemli gevreyi tercih eder. Optimum nem seviyesi
Oonemlidir, cunki dusik nem; besin difizyonunu, mikrobiyal Gremeyi, enzim
kararliligint ve substrata ulasilabilirligi  azaltir. YUksek nem seviyeleri ise
partikillerin bir araya yigilmasina, gaz transferinin simirlanmasina ve bakterilerle
rekabete neden olur (Krishna, 2005).

1.1.2. KSF siirecinde pH’ min 6nemi

KSF de 6nemli olan diger bir faktor pH’dir ve metabolik aktivitelere bagl
olarak degismektedir. Her mikroorganizma, Uremesi ve aktivitesi i¢in optimum pH
araligina sahiptir. Filamentli funguslar optimum olarak pH 3.8-6.0 arasinda iyi
Urerler. KSF de pH’y1 saptamak zordur. CUnkU kat1 materyallerde uygun alet ve
elektrodlar olmadigindan dolay: pratik olarak pH’y1 belirlemek zordur (Krishna,
2005).

1.1.3. KSF siirecinde sicakhgin énemi

KSF performansini etkileyen fiziksel degiskenlerden en dnemlisi sicakliktir.
Gunkd, enzim veya metabolit Uretimi genellikle sicakliga duyarhdir. Funguslar



optimum 20 ile 55°C sicaklik degerleri araliginda Ureyebilirler. KSF de sicaklik
kontrolU de oldukca zordur. Ciinkl, geleneksel 1s1 yayilimi veya iletken sogutucu
aletler kat1 substratlarin zayif termal iletkenliginden dolayr metabolik 1sinin dagilimi
icin yetersizdir. Ustelik, 1s1 olusumu, direkt olarak sissemdeki metabolik aktivitenin
seviyes ile orantihdir (Krishna, 2005). KSFde disuk nem icerigi ve organik
materyallerin termal Ozellikleri 1s1 transferinde zorluklar yaratmaktadir (Saucedo-
Castafieda vd., 1990).

1.1.4. KSF sirecinde substrattin 6nemi

KSF sistemleri 2 tiptir. Bunlardan ilki en yaygin kullanilan sistem olup tretim
dogal materyal tizerinde gerceklesir. ikincisi ise daha az kullanilan bir sistemdir ve
bu sisemde kullanilan kat1 yuizey inert bir yiizeydir. Ik sissem hem destek hem de
besin kaynagi olan dogal materyalleri kullanr ve bu materyaller nisasta veya
lignoselliloza dayal1 tarimsal Urtinler veya tarim endstrisi kaynaklaridhr. Ikinci tip
kat1 sistemde ise, kullamlan kat1 destek organizmalar igin yalmzca tutunma yuzeyi
olarak islev gorur (Krishna, 2005). Yani, KSF de kullamlan substratlar temelde
tarimsal veya tarim endustrisi yan Urtinlerinden olusan heterojen substratlar veya
diger lignoselilozlu ham maddelerdir. Bu temel makromolekiler yapi (6rnegin,
seluloz, nisasta, pektin, lignoseliloz, lif gibi) kullamlan katinin substrat olma
Ozdlligini verir. Yapisal makromolekiller, karbon ve enerji kaynaklari yuzeyine
tutunmus duragan bir matriks saglar (Krishna, 2005). KSF islemlerinde tarimsal
atiklarin dogal formlarinda kullaniimasi bu atiklarin birikimi sonucu olusan negatif
cevresel etkileri 6nlemeye yardimci olmaktadir. Bu da KSF de SF ye gore 6nemli bir
avantg] saglamaktadir (Milagres vd., 2004).

KSF uygulamalarinda kullanilacak substratin segimi  6nemlidir. Cunkd
islemin basarist Gnemli oranda buna baglidir. Substrat segciminde en 6énemli faktorler;
partikdl buydklugl, por yapisi ve kimyasal iceriktir. Buna ilaveten erisilebilirlik ve
maliyette buylk 6nem tasimaktadir. Son yillarda KSF teknikleri ile Grtin Gretiminde
tarim, orman ve besin endistrisi atiklar gibi organik atiklarin kullammina kars: artan
bir ilgi vardir. Ustelik bu atiklarin cogu ligninolitik aktivitede indikleyici olarak rol
oynayan lignin, seliloz ve hemisellilozu icerir (Osma vd., 2007). Bu nedenle KSF
aym zamanda substratin karbon ve enerji kaynag: olarak rol oynadigi sistem olarak

da tanimlanabilir (Suffian vd., 2010). Ayrica, seker icerikleri de bu atiklarla yapilan
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islemlerin ekonomik olmasini saglar (Osma vd., 2007) Aym zamanda cevreye
verildiginde dnemli Glglide gevre kirliligine neden olan bu atiklarin kullammi da
cevrekirliligini 6nleme agisinda da gok dnemlidir.

Substrat hazirlama ve 6n uygulama, ham materyali kullammda uygun bir
forma donustirmek icin gerekli asamalardir. Bunlar; 6gitme, rendeleme veya
parcalara ayirma, substrat erisilebilirligini arttrmak igin polimerlerin fiziksel,
kimyasal veya enzimatik hidrolizi ile boyutta azaltma, besinle destekleme ve pH’ nin
ve mineral ¢ozeltinin nem igeriginin ayarlanmasini, makromolekiler yapinin 6n
yikimi ve biyok kontaminantlarin eliminasyonu icin pisirme veya buhar
uygulanmasini icerir (Krishna, 2005). KSF de kullamlan tarimsal atiklarin secimi ise
partikil buyuklugl, nem seviyesi, partikil arasi bosluklar ve substratin besin igerigi
gibi bazi fiziksel parametrelere baglidir (Mojsov, 2010).

KSF de kullanilan substratlardan bazilar: Cizelge 1.1' de verilmistir.

Cizelge 1.1. KSF de kullanilan kat1 substratlar (Boran ve Y esilada, 2011; Osmavd.,
2007; Rodriguez Couto vd., 2005b; Rodriguez Couto vd., 2006b; Meza vd., 2005;
Rosales vd., 2005; Y ang vd., 2006; Gomez vd, 2005)

Seker kamis1 posasi Bugday kepegi
Pirin¢ kepegi Misir
Hindistancevizi lifi Bugday saman

Muz atig1 Cay ve kahve atiklar
Cassava at1g1 Hurma atig1

Seker pancar1 posasi Elma posasi

Uziim tohumu Soya atig1

Portakal posas Kahve 6zl

Uzuim gekirdegi Kivi atig1

1.1.5. K SF siirecinde kullamlan mikroor ganizmalar

Bakteriler, mayalar ve funguslar kat1 substratlar Gizerinde Ureyebilirler ve KSF
islemleri ile Grdn Uretiminde kullanilabilirler (Raimbault, 1998). Fakat, filamentli



funguslar, KSF islemlerine en iyi adapte olan mikroorganizmalardir (Mienda vd.,
2011). KSF islemlerinde kullanilan mikroorganizmalardan bazilart ve bu
mikroorganizmalarin uygulama alanlar1 Cizelge 1.2’ de gorulmektedir.

Filamentli funguslarin hif yamsi, disik su aktivitesi ve yiksek osmotik
basinci iyi tolere etmeleri, kat1 substratin kolonilesmesinde ve var olan besinlerin
kullamminda 6nemli avantg] saglamaktadir (Krishna, 2005). Filamentli fungus
turlerinin birgogu icin KSF dogal yasam ortamidir. Porlara bagli olarak treme,
substratin yizeyinde veya icinde meydana gelir (Gervais ve Molin, 2003). Hif yapisi
bu funguslarin kat1 substrata penetrasyonunda, kolonilesmesinde ve ayrica besinlerin
kullamminda 6nemli avantgjlar saglamaktadir (Raimbault, 1998). Filamentli
funguslar dallanmis bicimde Urer. Spordan olusan tubdler hif, ucta uzamaya devam
eder ve ayni zamanda hif boyunca yeni dallar olusur. Dallanma devam eder ve
miselyum olarak bilenen porlu ¢ boyutlu hif ag1 olusur. Filamentli funguslarin bu
kendine 6zgu morfolojik karakterleri KSF sartlari icin ¢ok uygundur. Cunki
morfolojileri sayesinde filamentli funguslar kat1 substrata kolaylikla penetre olmakta
ve koloni olusturmaktadir (Rahardjo, 2005). Sekil 1.1'de filamentli funguslarin

Uremesi gorilmektedir.

Hif -

A

Arayiizey |
tabakalan (_
Substrat -

Sekil 1.1. Substrat Uzerinde filamentli funguslarin Uremesi ve spordan fungal
biyokutleye dogru gelisimi (Rahardjo, 2005).

6



Cizelge 1.2. KSF islemlerinde kullailan bazi mikroorganizmalar ve uygulama

alanlar1 (Raimbault, 1998)

MIKROORGANIZMA KSF de UYGULAMA ALANI
Bakteriler

Bacillus sp. Kompostlama, Natto, amilaz
Pseudomonas sp. Kompostlama

Serratia sp. Kompostlama

Sreptococcus sp. Kompostlama

Lactobacillus sp. Ambarda depolama, yiyecek
Clostridium sp. Ambarda depolama, yiyecek

M ayalar

Endomicopsis burtonii Tape, cassava, piring
Saccharomyces cerevisiae Yiyecek, etanol

Schwanniomyces castelli Etanol, amilaz

Funguslar

Altemaria sp. Kompostlama

Aspergillus sp. Kompostlama, endlistriyel, yiyecek
Fusarium sp. Kompostlama, giberellin

Monilia sp. Kompostlama

Mucor sp. Kompostlama, yiyecek; enzimler
Rhizopus p. Kompostlama, yiyecek, enzim ,organik asit

Phanerochaete chrysosporium
Trichoderma sp

Beauveria sp., Metharizium sp.
Amylomyces rouxii

Aspergillus oryzae

Rhizopus oligosporus
Aspergillus niger

Pleurotus oestreatus, sajor-caju
Lentinus edodes

Penicilium notatum, roquefortii

Kompostlama, lignin yikim

Kompostlama, biyolojik kontrol, biyoinsektisit

Biyolgjik kontrol, biyoinsektisit
Tape, cassava, piring

Kaoji, yiyecek, sitrik asit
Tempeh, soya, amilaz, lipaz

Y em, protein, amilaz, sitrik asit
Mantar

Shi-take mantar:

Penisilin, peynir




1.1.6. Kat1 substrat fermentasyonu uygulamalari

Kat1 substrat fermentasyonu (KSF) yUzyillardir bilinen bir teknik olmasina

ragmen son yillarda buyik 6nem kazanmistir (Botella vd., 2005). Ekmek yapim,

bilinen en eski KSF ornegi olup, MO 2600 yillarinda misirhlarin fermentasyon

islemiyle ekmek yaptiklar: bilinmektedir. Peynir yapimi, geleneksel fungus islenmis

yiyecekler, hayvan ve balik Urtnlerinin korunmas: ve sirke/gallik asit Uretimi gibi

yiyecek fermentasyonlar: gok uzun yillardan beri vardir (Krishna, 2005). Koji islemi
ileilgili bilgiler de MO 1000 yillarina dayanmaktachr (Ooijkaas vd., 2000).

KSF islemlerinin geleneksel uygulamalar::

Koji; pisirilmis soya fasulyelerinin tzerinde Aspergillus oryzae nmin
Uretimidir. KSF igsleminin 2-3. ginunde fungal misel, fasulyelerin
tamamini sarmaz fakat ortama farkli enzimler salar. Ardindan fermente
olmus fasulyeler birkag ay boyunca salamuraya alinir. Enzimler
yavasca soya fasulyelerini parcalar (Mitchell vd., 2006). Bu yontem
doguya 0zgu bazi yiyeceklerin fermentasyonunda ve soya sosu
endustrisinde hala baslangi¢ kilttrti olarak kullaniimaktadir. Bu islem,
modern KSF teknolojisi icin biytk tarihsel 6neme sahiptir ve KSF nin
prototipi olarak dustunulir (Ooijkaas vd., 2000).

Tempeh, pisirilmis soya fasulyelerinde Rhizopus oligosporus
Uretimidir. Fungal misel kati bir kalip halinde soya fasulyelerine
baglanir, ardindan kizartilir ve yenir. Endonezya’ da oldukga populer
olan fermente bir yiyecektir.

Ang-kak yada “kirmizi piring” pisirilmis piring Uzerinde Monascus
purpureus Uretimidir. Fungus koyu kirmuzi renkte pigment Uretir.
Fermentasyon sonunda kirmizi fermente piring kurutulur ve tozu

yemeklerde renklendirici ajan olarak kullanilr.

KUfla peynir olusturmak igin Penicillium roquefortii gibi kufler ve
substrat olarak da peynirin kullamldigi bir yontemdir (Raimbault,
1998).



KSF nin tarihsel gelisimi (Krishna 2005):

1896'da Takamine, A.oryzae'yir bugday kepegi Uzerinde KSF teknigini
kullanarak Uretip Takadiastaz isimli sindirim enzimini Uretmistir. Bu
uygulama KSF teknolojisinin diger yiyecek ve icecek endustrilerine
yonelmesini saglamistir (Krishna, 2005).

1900-1920 yillar1 arasinda fungal enzimler, mikrobiyal enzimler ve kojik
asitin Uretiminde gelismeler baslamstir.

1920-1940 yillar1 arasinda fungal enzimler, glukonik asit ve sitrik asitin
Uretimi ve donen silindir ferment6ri gelisimi gergeklesmistir.

1940 ve 1960 larda fermentasyon endustrisinde penisilin gibi antibiyotiklerin
uretimi ve fungal sporlarla steroid transformasyonu gibi oldukga dnemli yeni
gelismeler olmustur. Bu nedenle bu dénem fermentasyon endistrisinde “ Altin
Cag” olarak bilinmektedir. I1. Dinya Savasi esnasinda penisilin Gretimi KSF
teknigine dayanmaktadir.

1960-1980' lerde aflatoksin gibi mikotoksinlerin Uretimi ve proteince
zenginlestirilmis tek hiicre proteini Uretimi dnemli gelismelerdir.

1980-1990'da ise KSF ile ¢esitli primer ve sekonder metabolitlerin Gretimi
yapilmistir. Ayni zamanda kolon tipi fermentor kesfedilmis ve yeni

modellerin teorileri de olusturulmustur.

Bu donemden sonra ise KSF teknigiyle cok sayida substrat ve
mikroorganizma kullamlarak ©6nemli c¢alismalar yapilmaya baslanmistir. KSF
uygulamlariyla 6nemli Grunlerin Gretimi  yapilabilmektedir (Mienda vd., 2011;
Raimbault, 1998).

Gun gectikge, birgok farkli Grdnin Oretimi ve uygulamamn yapilmasi
amaciyla KSF strecinin kullanimina yonelik ilgi artmaktadir (Cizelge 1.3).



Cizelge 1.3. KSF nin uygulama alanlar1

ALAN UYGULAMA REFERANS
Endistriyel Enzimler (Amilaz, proteaz, lipaz, | Boran ve Yesilada, 2011; Lee vd.; 2011,
Fermentasyon | pektinaz, tannaz, sellilaz, lakkaz vd.) Suganthi vd., 2011; Yang vd., 2006;
Kang vd., 2004; Sandhya vd., 2005;
Lagemaat ve Pyle, 2001; Ncube vd.,
2012; Santis-Navarro vd., 2011
Pigmentler Chiu ve Chan, 1991; Velmurugan vd.,
2011
Aromalar ve tatlandirict bilegikler Longo ve Sanroméan, 2006
Vitamin Keuth ve Bisping, 1994; Keuthve
Bisping, 1998
Organik asit (Oksalik asit, sitrik asit, | Kumar vd., 2003; Wuvd., 2011;
laktik asit, fumarik asit, gallik asit vd.) | Leangon vd., 1999
Antibiyotik (Penisilin, tetrasiklin vd.) Taskin vd., 2010; Vastrad ve
Neelagund, 2011
Hayvan besini Graminha vd., 2008
Biyoyakit Mazaheri vd., 2012
Polihidroksialkanoat (PHA) Castilho vd., 2009
Tek hicre proteini Akintomide ve Antai, 2012
Tarim Tarimsal atiklarin proteince | Shojaosadati vd., 1999
Endistris zenginlestirilmes
Besinsd  zenginlestirmede tarimsal | Robinson ve Nigam, 2003
atiklarin biyolol gjik doniisimai
Cevresl Biyolgjik kontrol gjanlart | Singh vd., 2010; Deshpande, 1999
Kontrol (biyoinsektisit, biyoherbisit,

biyopestisit, mikopestisit gibi)

Biyoremediasyon
iyilestirme)

(Biyolojik

Pointing, 2001; D’ Annibale vd., 2005;

Boyar maddenin renginin giderimi
amaciyla enzim Uretimi

Murugesan vd., 2007; Mazmanci ve
Unyayar, 2010; Zeng vd., 2011; Ozmen
veYesilada 2012

Tarim atiklarimn
detoksifikasyonu

biyolojik

Leifavd., 2000; Ozmen ve Y esilada
2012

Tehlikeli bilesiklerin biyolojik yikinu

Steffen vd., 2003; Tuomela vd., 1999

Biyolgjik olarak kagit hamurunun

agartilmasi

Szendefy vd., 2006

Biyolojik kagit hamuru tretimi

Blanchette ve Burnes, 1988; Patel vd.,
1994; Chen vd., 2002
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1.1.7. Kat1 substrat fermentasyonu ile enzim tretimi

Biyoteknolojik enzim dretimi hizla gelismektedir (Toca-Herrera, 2007). SF
enzim Uretimi icin tercih edilen bir teknoloji olmasina ragmen birgok endustriyel
enzimin Uretiminde KSF tekniklerinin kullammmina yonelik artan bir ilgi vardir
(Ooijkaas vd., 2000). KSF nin avantajlart bu ilgiyi desteklemektedir (Smits vd.,
1998). Enzim Uretimi en 6nemli uygulamalardandir ve kullanilan mikroorganizma,
kiltdr sartlari, substratin dogasi ve besinlere erisilebilirlik enzim Gretimini etkileyen
onemli parametrelerdir. Iyi bir enzim Uretimi icin optimum su icerigi ve su
aktivitesinin kontroluni saglamak oOnemlidir (Mojsov, 2010). Cevre Kirliliginin
gideriminde mikroorganizmalar ve enzimler gibi biyolojik aanlar ©6nemlidir
(Gianfreda vd., 1999). KSF teknikleri kullamlarak Uretilen enzimlerden bazilar
Cizelge 1.4'te gorulmektedir.

Cizelge 1.4. KSF teknikleri ile Uretilen bazi enzimler (Viniegra-Gonzéles ve Favela
Tornes, 2004)

Enzim Substrat

Lakkaz Lignoselllozik atiklar

Kitinaz Kabuklu deniz hayvanlarinin kat1 atiklar
Selllaz Selilozik atiklar, seker kamis1 posast

Glukoz oksidaz Bugday kepegi

Amilaz Muz atig1, bugday kepegi

Intlinaz Bugday kepegi ve piring kepegi,

Lipaz Bugday ve piring kepegi, Hindistan cevizi atigi,

Pektinaz Bugday kepegi, elma posasi, kahve atig1, seker kamisi1 posas

Proteaz Bugday ve piring kepegi

Fitaz Kanola atig1, bugday atigi, borilce posasi ve atigi

Pullulanaz Bugday kepegi

Tannaz Seker kamis1 posasi

Ksilanaz Bugday kepegi, kahve atigi, bugday ve piring samani, seker
pancari posasi, seker kamisi posasi, muz atigi, misir kogani
atig1
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1.1.8. KSF’' nin avantajlari ve dezavantajlari

KSF islemleri SF ile kiyaslandiginda baz1 avantajlara sahiptir (Suffian vd., 2010;
Pandey, 2003; Raghavarao vd., 2003; Mienda vd., 2011; Rodriguez Couto vd., 2003;
Aguilar vd., 2008; Manpreet vd., 2005):

%)
%)

Q Q

Enerji gereksinimi daha azdir.

KSF islemlerinde daha az atik su dretilir. Bu islemlerde tarim endUstrisi
atiklar: substrat olarak kullanilmaktadir. Kati atiklarin bosaltiimasi problemi
de gevre dostu olan bu islemle daha kolay ¢oztilebilir.

SF ile kiyaslandiginda, genelde KSF ile daha yuksek Ortn dretimi sz
konusudur.

Serbest su olmadigindan maya ve bakterilerle kontaminasyon riski duisuktr.
Bu da aseptik sartlarda galisma kolayligi saglar.

KSF uygulamalarinda kullamlan ortam, bu uygulamalarda yaygin kullamlan
mikroorganizmalardan olan beyaz curikcil funguslarin dogadaki dogal
habitatlarina benzer.

Substrat olarak tarimsal atiklar kullanilabildiginden maliyet de dusuktir.
Substrat, genellikle mikroorganizmanin Uremesi igin gerekli besinleri saglar.
Bundan dolay: da kiiltdr ortarm oldukca basittir.

Havalandirma islemi kolaydir. CuUnkt atmosferik oksijene substratin
erisebilirligi daha kolaydir. Bu durumda, nemli kat1 substrata oksijenin artan

bir diftizyon oram vardir.

Bununla birlikte KSF islemlerinin dezavantgjlar1 da vardir (Suffian vd., 2010;
Pandey, 2003; Raghavarao vd., 2003; Mienda vd., 2011; Aguilar vd., 2008):

%)

%)

%)

KSF islemleri SF'ye gore daha yavastir. Cunkt KSF yigin halde kati bir
bariyer olusturur. Ayn zamanda isi transferi yetersizdir.

Cogu durumda KSF de kullanilan substrat icin pargalama, dgiitme, fiziksel ve
kimyasal enzimatik hidroliz, buhar uygulamasi gibi islemler gerekebilir.
Bakteriler iremek icin daha yuksek suya ihtiya¢ duydugundan KSF islemleri
icin funguslar daha uygundur.

@ pH, nem icerigi, oksijen ve biyokitle konsantrasyonunun belirlenmesi

substratin kat1 olmasindan dolay: zordur.
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@ Uretim icin calkalamali kosullar uygun olmachgindan statik Uretim tercih

edilir.

@ Farkl funguslarla kontaminasyon riski vardr.

@ Sporlarin ¢cimlenmesi igin uzun bir lag fazina ihtiyact vardir. Bu da SFye

gore Uretim stiresinin daha uzun olmasina neden olur.

Cizelge 1.5’ te KSF ve SF sistemleri karsilastirmali olarak verilmektedir.

Cizelge 1.5. Kat1 ve sivi fermentasyonun karsilastirilmas: (Raimbault, 1998)

FAKTOR Sivi Fer mentayon K at1 Substrat
Fer mentasyonu
Substrat COzunebilir substratlar (seker gibi) Nisasta, seliloz, lignin

gibi ¢oziinemeyen polimer
yapida substratlar

Aseptik sartlar

|st sterilizasyonu ve aseptik sartlar

Buhar uygulamas: ve steil
olmayan sartlar

Su Y Uksek hacimde su kullammi ve atik | Sinirli su kullanimi ve
Su ¢ikist atiksu cikist hemen hemen

yok

M etabolik 151 Kolay 1st kontrol( DusUk 151 transfer
kapasitesi

pH kontrolt Kolay pH kontrol pH kontrol zor

M ekanik Etkin homojenizasyon Statik sartlar tercih edilir

calkalama

Blyuk olcekli Endustriyel 6lcekler mevcut Muhendislik ve yeni

calisma cihazlar gerekli

inokiilasyon Kolay inokilasyon Spor inokilasyonu

K ontaminasyon

Bakterilerle kontaminasyon riski

Kontaminasyon riski ¢ok
disuk

Enerji

Y Uksek enerji tuketimi

Dusuk enerji tuketimi

Arac gereg

Y tiksek hacimli ve yiksek maliyetli

teknoloji

DusUk hacimli ve distk
maliyetli arag geregler

Atik su gikisi ve
cevrekirliligi

Y Uksek hacimde kirletici atik su

cikis1

Atik su gikisi
olmadigindan daha az
cevrekirliligi
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1.2. Lakkaz Enzimi

Beyaz curikcul funguslar, besin sinirlamasina karsin sekonder metabolizma
esnasinda ekstraselltler enzimler salgilayarak odunun tim bilesenlerini yikabilen tek
organizma grubudur (Shraddha vd., 2011). Bu ligninolitik enzimlerin temel
bilesenleri lignin peroksidazlar ve mangan-bagimli1 peroksidazlar ve lakkazlar olarak
adlandirilan ¢oklu bakir oksidazlar ailesidir (Toca-Herreravd., 2007).

Ik lakkaz 1883 yilinda Japon lake agaci Rhus vernicifera’ da tammlanmustir
(Thurston, 1994). Daha sonra lakkaz ve lakkaz benzeri proteinler bitkilerde,
funguslarda, bakterilerde tanimlanmistir (Rodgers vd., 2009). Lakkazlar (p-
difenol:dioksijen oksidoredilktazlar; EC 1.10.3.2) yuksek yapili bitkilerde, bazi
boceklerde, bakterilerde ve funguslarda bulunur. Bilinen lakkazlarin ¢cogu ozellikle
beyaz curikcul funguslardan olmak Uzere fungal orjinlidir (Saito vd., 2003). Fungal
lakkazlar bircok Basidiomycetes, Ascomycetes ve Deuteromycetes tlriinde
belirlenmis ve saflastirilmistir. En iyi lakkaz Ureticileri beyaz cirikcil funguslardir
(Pandey, 2004). Funalia trogii, Trametes versicolor, Trametes hirsuta, Trametes
ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica, Cerrena maxima, Phlebia radiata,
Coriolopsis polyzona, Lentinus tigrinus, Pleurotus eryngii gibi bircok fungus lakkaz
Uretmektedir (Dwivedi vd., 2011, Yesilada vd. 1995, Yesilada vd., 1998). Lakkazlar
hem fenolik hem de fenolik olmayan bilesiklerin oksidasyonunu katalizler ve
sentetik boyar maddelerin bircogunun rengini giderir (Toca-Herrera vd., 2007).
Lakkaz; kagit hamuru, kagit, tekstil, eczacilik gibi bir¢cok alanda geleneksel kimyasal
islemlerin yerini almasi agisindan umut veren bir enzimdir (Kunamneni vd., 2008)

Etkin ve yesil oksidasyon teknolojileri geleneksel biyolojik olmayan
metodlarin yerine enzimlerin kullammina karst olan ilgiyi arttrmustir. Birgok
oksitleyici enzim arasinda lakkaz, son yillarda yogun arastirma konusudur
(Rodriguez Couto ve Toca-Herrera, 2006¢, Birhanli ve Yesilada 2010, Apohan ve
Yesilada, 2011, Boran ve Yesilada 2011, Kahraman ve Yesilada, 2001). Cunkd,
lakkaz enzimleri disuk substrat 6zglllikleri olan ve difenoller, polifenoller, farkli
sibstitiye fenoller, diaminler, aromatik aminler dahil olmak Uzere cok fazla
cesitlilikteki  substratlari okside etmektedirler (Tuncer, 2010). Ayni zamanda
lakkazin kosubstrat1 olan oksijen, kendi cevrelerinde mevcuttur. Ayni zamanda
lakkazlar, ekstraselller enzimlerdir ve bu da saflastirma islemlerini kolaylastirir
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(Toca-Herreravd., 2007). Lakkaz enzimi, kararliligi ve bununla birlikte basit ve ucuz
ortamlarda dahi Uretilebilmesinden dolay1 da oldukga dikkat ¢ekici bir enzimdir
(Cabana vd., 2011). Lakkaz Ureten organizmamn spekturumunu genisletme ve
onlarin lakkaz Uretim yeteneklerini arttirma da lakkazin 6nemini arttirmistir (Arora
ve Gill, 2001) .

Dusuk maliyette ve yiuksek miktarda enzim Uretimi 6nemlidir. Bundan dolay:
bu alandaki, arastiricilar etkin Uretim sistemlerine yonelmektedir. Bu amag igin iyi
bir dratgi, KSF uygulamalarinda kat1 substratlarin destek substrat olarak
kullanimuyla lakkaz Gretimidir (Suffian vd., 2010). KSF deki lignoselllozik atiklar
funguslarin ihtiyag duydugu besinleri saglar (Lorenzo vd., 2002) ve ayrica tutunma
yeri olarak daislev gorur (Pandey vd., 2000).

Yiyecek, tarim ve orman endustrileri, cevreye bosaltildiginda ciddi cevre
problemleri olusturan yiksek miktarda atik Uretmektedir. Biyolojik atiklarin yeniden
kullammi da buyuk ilgi gormektedir. Bu gibi atiklarin, ¢ogu ¢Ozunebilir
karbohidratlarca zengindir ve aym zamanda lakkazi indikleyen maddeleri
icermektedir. Bu da, etkin bir sekilde lakkaz tretimini saglar. Ustelik, aym fungal
soy ve kiltur sartlariyla, hareketsiz destekler kullanmak yerine lignoseltlozlu
substratlar kullanarak daha yiksek miktarda lakkaz elde edilmektedir (Toca-Herrera
vd., 2007).

1.2.1. Lakkaz enziminin ozellikleri

Lakkazlar, molekuler oksijeni suya redikleyen bakir igeren enzimlerdir
(Cullen, 1997) ve katalitik merkezinde bakir atomu igeren polifenol oksidazlar
grubuna dahildirler (Baldrian, 2006).

Funguslardan 100’den fazla lakkaz saflastirilmis ve karakterize edilmistir.
Lakkazlar monomerik veya polimerik yapida olabilmektedir. Bu enzimlerde bulunan
bakir merkezleri substratin oksidasyonu ve oksijenin rediklendigi bolgelerdir.
Lakkazlarin igerdigi metal tipi ve sayisi farkli olabilmektedir. Proteine bagli olan
karbohidrat kismi enzimin karaliligi igin 6nemlidir. Asidik izoelektrik noktast pH 4
civarinda olan monomerin molekuler agirlig, 50 ile 100 kDa arasinda degismektedir.
(Kunamneni vd., 2008). Sekil 1.2'de Trametes versicolor lakkazimn t¢ boyutlu
yapisi gorilmektedir.
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T.versicolor lakkazn

Sekil 1.2. Trametes versicolor lakkazimn t¢ boyutlu yapisi (D1: Domain 1, D2:
Domain 2, D3: Domain 3, Cu: Bakir) (Dwivedi vd., 2011)

Katalitik aktivite ABTS, siringaldazin veya guaikol gibi lakkaz substratlar: ile
Olcultr (Majeau vd., 2010).

1.2.2. Lakkaz enziminin endistriyel ve biyoteknolojik alanlarda kullanimi

Son yillarda biyoteknolojik uygulamalarda fungal enzim kullanimina yonelik
ilgi daha fazla artmstir. Bu enzimlerden birisi olan lakkaz enzimi, peroksidazlarla
kiyasla daha fazla ilgi gekmektedir (Octavio vd., 2006). Lakkazlar, peroksidazlarin
kullandig1 hidrojen peroksidin aksine oksijeni kofaktor olarak kullandiklarindan
dolay1 6nemli bir avantgja sahiptir (Gnanamani vd., 2006). Lakkazlar birgok fenolik
bilesigi ve aromatik aminlerin oksidasyonunu Kkatalizler ve aym zamanda uygun
redoks aracilarimin varliginda fenolik olmayan substratlar: oksitler. Bu da, lakkazlart
biyoteknolojik amaglar icin uygun yapar (Bourbonnais vd., 1992) ve bircok
biyoteknolojik alanda kullanilmasini saglar (Octavio vd., 2006).

Bununla birlikte biyoteknolojik islemlerde lakkazin kullanim distk
maliyette yiksek miktarda enzim dretimini gerektirir. Bundan dolay: arastiricilar
enzim Uretimini gelistirecek ekonomik yollar1 arastirmaktadir. Bu amag igin uygun
olan yaklasimlardan birisi, indikleyicileri ve c¢ozinebilen karbohidrat igeren
lignoselllozik atiklart kullanmaktir (Osma vd., 2011a). Lakkazlar; biyolojik kagit
hamuru Uretimi, biyolojik agartma ve endustriyel atiksularin  biyolojik
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iyilestirilmesinde uygun biyolojik katalizorlerdir (Toca-Herrera vd., 2007). Lakkaz

enziminin gesitli endistriyel ve biyoteknolojik uygulamalarda kullammm potansiyeli,

Uzerinde yogun arastirmalar yapilmasina yol agmaktadir (Cizelge 1.6).

Cizelge 1.6. Lakkaz enziminin bazi uygulama alanlari

UYGULAMA ALANI

REFERANS

Biyor emediasyon (Biyolojik Tyilestir me)

Endustriyel atiksulardaki boyalarin renginin giderimi

Cssitli kirleticilerin uzaklastiriimast

K senobiyotiklerin parcalanmast

Atiksularin biyol ojik iyilestirilmesi

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH) gibi organik
kirleticilerin oksidasyonu

Yiyecek veicecek endustrilerinde

K ozmetikte

Kot agartilmas (eskitme)
Etanol Uretimi

Kagit hamurundan ligninin uzaklastirilmas

Biyosensor

Sarabin berraklastirilmas

Wong ve Yu, 1999;
Sathishkumar vd., 2010; Sun
vd., 2009; Rodriguez vd.,
1999; Erkurt vd., 2007,

Y esilada vd. 2010

Majeau vd., 2010

Itoh vd., 2000; Keum ve Li,
2004; Dodor vd., 2004; Castro
vd., 2003

D’Annibale vd., 1999;

D’ Annibale vd., 2000,

Y esiladavd. 1995, Y esilada
vd. 1998

Majcherczyk vd., 1998;
Pickard vd., 1999

Cantardli vd., 1999;
Giovandli ve Ravasini, 1993;
Micard ve Thibault, 1999;
Kuuvavd., 2003

Rourevd., 1992;

Aaslyng vd., 1996
Pazarlioglu vd., 2005

Larsson vd., 2001

Bourbonnais vd., 1995; Breen
ve Singleton, 1999

Peter ve Wollenberger, 1997,
Gomes ve Rebelo, 2003; Leite
vd., 2003; Roy vd., 2005
Servili vd., 2000

1.3. Beyaz Curikcul Funguslar

Beyaz curikcul funguslar lignini yikabilen funguslar1 kapsayan fizyolojik bir

gruptur. Beyaz curtkeul ismi bu funguslarin oduna yaptig: atak sonucunda ligninin
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uzaklasmasiyla agartilmis goruntiden dolayidir (Boyd-Wilson ve Walter, 2002).
Aslinda, odunun biittin bilesenlerini yikabilen tek organizmalardir. Bu funguslar,
lignin peroksidaz (LiP), mangan-bagimli peroksidaz (MnP) ve lakkaz gibi
ekstraseltler enzimleri salgilarlar (Osma vd., 2011a). LiP, lignin molekultinden bir
elektron alarak katyon radikaller olusturur ve ardindan ligninin oksijenasyonu ve
depolimerizasyonu ile sonuglanan oksidatif reaksiyonu baslatir. MnP ise, lignine
difiize olabilen ve oksidasyonu baglatan Mn (11)’yi Mn (I11)’ e oksitler. Daha 6nce de
belirttigimiz gibi lakkaz diger peroksidazlardan farkli olarak lignoseltilozu
parcalamak icin hidrojen perokside gerek duymayan bir fenol oksidazdir (Pandey,
2004).

Beyaz curikcul funguslar, seliloz ve hemiselilozun yam sira lignini de
yikabilme yetenekleri sayesinde lignoselilozun bitin bilesenlerini parcalayarak
Oonemli Grdnlerin Uretiminde de 6nemli rol oynar (Pandey, 2004). Lignin, seltloz ve
hemiseltlozun karbohidrat polimer matriksine gomult olan ve hicre duvarinin
bitlnlestiren kismudir (Aehle, 2007). Sekil 1.3'de odunun hticre duvar bilesenleri
gorilmektedir.
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Sekil 1.3. Odunun hicre duvar bilesenlerinin sematik modeli, seliloz (S),
hemisellloz (H) ve lignin (L) (Schmidt, 2006)

Diger mikroorganizmalara karsin beyaz ¢urukgul funguslar lignini tamemen
ve daha hizl1 sekilde parcalarlar. Bu funguslar, lignini CO, ve H,O’ya tamemen
yikabilme yetenegine sahiptirler (Cullen ,1997). Dogada en bol bulunan aromatik
bilesik olan lignin bitki hicre duvarinin seliloz mikrofibrillerinin etrafim matriks
gibi sararak bitkinin korunmasint saglar. Lignin, seliloz ve hemiseltlozun aksine

hidrolitik ataga kars1 dayaniklidir. Beyaz curikgul funguslar lignini depolimerize ve
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mineralize eden en  etkin  mikroorganizmalardir. (http://genome.jgi-

psf.org/whiterot/whiterot1.home.html). Seliloz ve hemiseliloz, lignine gore daha
kolay yikilir. Cunki yapisindaki fenilpropan Uniteleri ve bu Uniteleri arasindaki
direncli baglar lignini bircok mikroorganizmaya kars: direncgli hale getirir. Ayni
zamanda hidrofobik yapida ve ¢ boyutlu oldukca biiytk bir molekdl olan lignin bu
Ozelliginden dolay: pargalayict enzimlerin iceri girmesini engeller (Schmidt, 2006).
Bu funguslar, Poliaromatik hidrokarbonlart (PAH) iceren birgok ksenobiyotigi,
klorlanmig  fenol ve pestisitleri, Poliklorlu bifenilleri (PCB), dioksinleri,
organofosforlu  bilesikleri, nitrotoluenleri, kloranilinleri, boyalart metabolize
edebilirler. Toksik bilesikleri yikabilme 6zellikleri beyaz clrikell funguslar
biyolojik iyilestirmede 6nemli hale getirmektedir (Reddy, 1995, Davila-Vazquez vd.,
2005).

En etkin ligninolitik mikroorganizmalar olan beyaz curtkgull funguslar (Levin
ve Forchiassin, 2001), ligninin yan sira klorlanmis aromatik bilesikler, heterosiklik
aromatik hidrokarbonlar, c¢esitli boyalar gibi yikima direngli olan kirleticilerin
cogunu yikabilir. Beyaz curikcll funguslarin bu yikim 6zellikleri onlarin
enzimlerinin gucli oksidatif aktiviteleri ve disUk substrat 6zgillUklerinden dolayidir.
Bu da onlar1 biyolojik iyilestirme igin 6ne ¢ikarmaktadir (Ohkuma vd., 2001).
Biyolojik iyilestirme amaciyla kati ya da sivi gesitli cevresel ortamlarda
uygulanabilmektedir (Gao vd., 2010). Cizelge 1.7'de beyaz curik¢il funguslarin
kullanim alanlar1 goralmektedir.
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Cizelge 1.7. Beyaz curukeul funguslarin kullanim alanlar:

UYGULAMA ALANI REFERANS

Lignin yikimi Fiskin vd., 1989, Blanchette, 1984

Biyolojik kagit hamuru Uretimi Blanchette ve Burnes, 1988; Patel
vd., 1994

Biyoremediasyon Kirk vd., 1992; Walter vd., 2005,
Y esiladavd., 1995

Kagit hamurunun agartiimast Reid ve Paice, 1994; Moreiravd.,
1997

Kot agartma Pazarlioglu vd., 2005

Biyoyakit Uretimi Okamota vd., 2011; Kamei vd.,
2012

K senobiyotiklerin yikimi Magan vd., 2010

Atik sularin biyolojik iyilestirilmesi Faraco vd., 2009; Christov ve van
Driessel, 2003, Y esilada, 1992

Boyalarin renginin giderimi Y esilada vd., 2010; Eichlerovavd.,
2006; Mishravd., 2011;
Kariminiaae-Hamedaani vd., 2007

Poliklorlu  bifeniller, polisiklik ~ aromatik | Bogan vd., 1999; Bumpus, 1989;

hidrokarbonlar, pestisitler ve sentetik polimerler | Ryu vd., 2000

gibi kirleticilerin yikimi

Enzim Uretimi Arorave Gill, 2000; Kahraman ve
Y esilada 2001, Kahraman ve
Gurdal, 2002; Levin vd., 2010

Bu tez calismasinda da yeni izole edilmis olan beyaz clrikcul funguslardan
Funalia trogii, Ganoderma lucidum, Trametes versicolor kullamlmustir.
Kullandigimiz funguslarin 6zellikleri ise sOyledir;

1.3.1. Funaliatrogii

Funalia trogii, odun Uizerinde tireyen bir beyaz cirikeil fungustur. Ureme
esnasinda peroksidazlar: ve polifenol oksidazlar (lakkazlar) iceren yikici enzimleri
kullanarak lignini parcalayip odunu ¢lritme (yumusatma) yetenegine sahiptir. F.
trogii, farkli kirleticilerin yikimi, zeytinyag: fabrikas: ve alkol fabrikas: atik suyu gibi
direncli ¢ikis sularimin renginin giderimini (Yesilada vd., 1998; Yesilada ve Fiskin,
1995; Yesilada vd., 1995; Mazmanci ve Unyayar, 2005) ve endustriyel atik sulardan
agir metal uzaklastirnlmast (Kahraman vd., 2005) gibi uygulamalarda test
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edilmektedir. Bu fungusun yiksek diizeyde enzim Uretim kapasitesi rapor edilmistir
(Birhanl1 ve Y esilada 2010).

Sekil 1.6. Funalia trogii’ nin odundaki gorintisi

(http://www2.ac-lille.fr/myconord/Photos SMNF/Photos SMNF _F/Funalia trogii.htm)

1.3.2. Ganoderma lucidum

Basidiomycetes sinifina dahil olan Ganoderma lucidum, 2000 yildan fazladir
geleneksel bir ilag olarak kullamimaktadir. Yenilebilen bu fungusun insan sagligim
korudugu ve Omir uzunlugunu arttirdigi dustnidlmektedir (Sliva, 2003). Ayni
zamanda G. lucidum’ un anti-androjenik aktivites de gosterilmistir (Fujita vd.,
2005).

G. lucidum da odunun bircok kismini parcalayabilir. G.lucidum ile ilgili
bircok calisma tibbi ve farmokolojik o6zellikleri ile ilgilidir. Bununla beraber,
G.lucidum ve enzimlerinin boyalar1 da kapsayan ksenobiyotiklerin ve organik
bilesiklerin yikiminda kullammim Uzerine arastirmalar mevcuttur. Yine toksk
kimyasallarin uzaklastirilmasinda kullanilmaktadir (Liao vd., 2012). Lignin
yikimindan sorumlu temel ekstraselller enzimlerden olan lakkaz, G. lucidunm’un
Urettigi temel enzimdir (Songulashvili vd., 2007; Zilly vd., 2011, D’ Souza vd., 1999;
Murugesan vd., 2009).
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Sekil 1.5. Ganoderma lucidum’un odundaki goruntist
(http://www.mushroomthejournal.comVgreatlakesdata/ T axal Ganodlucid143.html)

1.3.1. Trametes versicolor

Kesilmis mese tomrugu ve diger 6lU sert agaclarda yetisen ve Polyporaceae
familyasina ait bir beyaz curtke¢ul fungustur (Lorenzo vd., 2002). Bu fungusun
lakkaz Uretim yetenegi ilk olarak Farhraeus tarafindan 1952 yilinda kesfedilmistir
(Lorenzo vd., 2002). Beyaz curukcul funguslardan Trametes genusu, lakkaz
enziminin temel Ureticilerinden birisidir (Osma vd., 2007). Bu cinsin bir tird olan
Trametes versicolor, iyi bir lakkaz Ureticisidir. Bu tir, mangan bagimli peroksidaz ve
yuksek miktarda lakkaz ve lignin peroksidaz (LiP) enzimlerini Uretir (Silvério vd.,
2013, Casas vd., 2013; TiSma vd., 2012; Tanaka vd., 1999; Paice vd., 1993). Kagit
ve kagit hamuru endustrisinde ligninin uzaklastiriimas: (Archibald vd., 1997) ve
kagit hamurunun agartilmasi, tekstil fabrikasi atiksularinda bulunabilen boyar
maddelerin renginin giderimi (Sari vd., 2012a; Dhillon vd., 2012; Swamy ve
Ramsay, 1999; Wong ve Yu, 1999; Amaral vd., 2011), atik su aritimi (Modi vd.,
1998; Yesilada vd., 1998), PAH, DDT gibi toksik kirleticilerin yikimn (Rodriguez-
Escales vd., 2013, Sari vd., 2012a, Sari vd., 2012b) gibi uygulamalarda bu tir veya
enzimleri 6nemli bir potansiyele sahiptir.
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Sekil 1.4. Trametes versicolor’ in odundaki goruntisi
(http: //waww.mykoweb.com/CAF/species/ Trametes_versicolor.html)

1.4. Boyar M addeler

Boyar maddeler, iplige uygulandiginda isiga ve suya karsi direncli olan kalici
renkler veren renkli maddeler olarak tamimlanmaktadir (Rai vd., 2005). Sentetik ve
aromatik yapil1 bilesikler olan boyalar; yiyecek, kozmetik, kagit, plastik ve tekstil
endustrisi gibi birgok alanda kullanmimaktadir. (Sethiya vd., 2007).

Boya molekdilleri, boyamn renginin ortaya ¢ikmasim saglayan kromofor ve
kromoforun rengini ortaya c¢ikaran ve boyanin baglanmasini  kuvvetlendiren
oksokromdan olusur (Prasad ve Rao, 2010; Gupta ve Susas, 2009). En 6nemli
kromoforlar azo (-N=N-), karbonil (-C=0O), metan (-CH=), nitro (-NO,) ve kinon
gruplaridir. En 6nemli oksokromlar ise amin (-NHs), karboksil (-COOH), siilfonat (-
SO3H) ve hidroksil (-OH) dir. Oksokromlar; reaktif, asit, direkt, temel, mordant,
dispers, pigment, vat, anyonik ve diazo, sllfir, solvent ve dispers boyalar sinifina
aittir (Prasad ve Rao, 2010).

1.4.1. Boyar maddelerin siniflandirilmas

“Society of Dyers and Colorists’ de (1971-1996'da) yayinlanmis olan Renk
Indeksi (RI), boyalar ve diger renklendiriciler icin bir referanstir. Geleneksel
isimlerinin yan sira RI ya bagli simiflandirma her bir boya igin tek olan bir numara
ve rengi ve uygulamadaki endistriyel metoduna dayali bir isim saglamaktadir.
(Kiernan, 2001). Siniflandirmadaki ilk kelime boya siniflandirmasimi gosterirken

23


http://www.mykoweb.com/CAF/species/Trametes_versicolor.html)

ikinci kelime boyanin renk tonunu ifade eder. Ornegin, Rl Asit Sar1 36 (Rl 13065)
asit tip boya olup sar1 renklidir (Hao vd., 2000).

Boyalar uygulama ve kimyasal yapilarina gore siniflandirilirlar (Prasad ve
Rao, 2010). Cizelge 1.8'de boyalarin Renk indeksine gore Cizelge 1.9'da ise Renk
Indeksinde kullanim ve uygulama alanlarina gore siniflandiriimasi gortlmektedir.

Cizelge 1.8. Renk indeksinde (RI) boyar maddelerin kimyasal yapilarina bagli olarak
siniflandiriimast (Kiernan, 2001)

Nitroz boyalar Indofenol boyalar

Nitro boyalar Azin boyalar

Azo boyalar Oksazin boyalar

Azoik boyalar Tiazin boyalar

Stilben boyalar Kukdart boyalar

Karotenoid boyalar Lakton boyalar

Difenilmetan boyalar Aminoketon boyalar
Triarilmetan boyalar Hidroksiketon boyalar

K santan boyalar Antrakinon boyalar

Akridin boyalar Indigo boyalar

Kinolin boyalar Fitalosiyanin boyalar

Methine boyalar Dogal organik renklendiriciler
Thiazol boyalar Oksidasyon bazlari

Indamin boyalar Inorganik renklendirici maddeler
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Cizelgel.9. Renk indeksinde kullanim ve uygulama alanlarina gore boyalarin
siniflandiriimast (Kiernan, 2001)

Asit boyalar Y Uin, ipek ve naylona diisiik pH’ da uygulanan renkli anyonlar

Azoik boyalar Naftol ile diazonyum tuzunun reaksiyonunun substrat: ile olusan
¢Ozlinmez azo boyalar

Bazik boyalar Asit yan zincirine sahip poliakrilonitril (akrilik) tekstilde kullanilan
renkli katyonlar

Direkt boyalar Sellloz ipliklerini baglayan biytk molekdill asit boyalar

Dispers boyalar Plastiklestiriciye uygulandiginda hidrofobik materyallere giren ince

stispansiyonki ¢oziinmeyen renkli bilesikler

Floresan beyazlaticilar

Ultraviyoleyi absorblar ve mavi 151k yayar. Beyaz dokuma

kumaglardaki sararmalarin uzaklastirilmasinda kullanilir.

Yiyecek boyalar

Yiyecekleri renklendirmek icin kullamlan maddel er.

Ingrain (diazo) boyalar

Boyanan substrata uygulanciktan sonra ¢éziinmez olan ve kimyasal

olarak degisen ¢cozgen renklendirici.

Mordant boyalar Metallerle birlikte uygulanan boyalarcir. Metal boyadan 6nce,
sonra ya da boyayla birlikte uygulanabilir.

Dogal boyalar Bitki ya da hayvanlardan elde edilen boyalardir.

Oksidasyon bazlar Oksitlendiginde kahverengi ya da siyah maddeleri polimerlestiren
renksiz aminler veya aminofenollerdir.

Pigmentler Suda ve organik coziicllerde, ¢oziinmeden beyaz, siyah ve ya
renkli materyallere aynlirlar. Boyalarda ve plastiklerin
boyanmasinda kullarulir.

Reaktif boyalar Substratla kovalent baglarin sekillenmesinde reaksiyon gosteren
yan zincir iceren renkli bilesiklerdir. Selllozun olduk¢a hizl
boyanmasini saglamak igin kullanilir.

Solvent boyalar Yanmzca hidrofobik ¢oziicilerde ¢ozinebilen renkli bilesiklerdir.
Swvilarin ve plastiklerin boyanmasinda kullanilir.

K ukirt boyalar KUkirt yada sodyum polisiilfit ile aromatik aminlerin ve fenollerin
1sitilmasiyla yapilan ucuz polimerik boyalardir. Coziinebilir form
tekstilde uygulanabilirken ¢oziinemeyen polimer oksidasyonla
yeniden Uretilir.

Vat boyalar Kumaglara ¢Ozlinebilir bilesik olarak uygulamr ve boyamn

¢Ozlinemeyen, tamamen renkli formuna oksitlenir. Esas olarak

pamukta kullanilir.
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1.4.2. Kullamm yada uygulama alanlarina gor e baz1 boyalar

1.4.2.1. Reaktif boyalar: Daha az bir oranda yin ve naylonda kullaniimasina
ragmen bu boyalar cogunlukta pamuktaki iplige kovalent bag ile baglanirlar. Reaktif
boyalarin direkt boyalara karsi 6nemli bir avantaji, kimyasal yapilarinin daha basit
olmasi ve boyalarinin daha parlak olmasidir. Parlak renkleri, distk enerji tiketimi ile
kolay uygulama teknikleri ve suya dayanikli olmalarindan dolay:r tekstil
endustrilerinde yaygin olarak kullamimaktadir (Aksu, 2005; Hu, 1992; Sumathi ve
Manju, 2000). Temel reaktif boya siniflari; azo, trifendioaksin, ftalosiyanin,
formazan, ve antrakinondur. Reaktif boyalar tipik olarak azo-dayali kromoforlarin
vinil stilfan, klorotriazin, trikloroprimidin, diflorokloroprimidin gibi reaktif gruplarin
kombinasyonlaridir (Aksu, 2005).

1.4.2.2. Dispers boyalar: Bu boyalar sulu dispersiyondan hidrofobik ipliklerle olan
uygulamalar icin suda ¢oziinmeyen iyonik olmayan boyalardir. Bunlar Oncelikle
polyester ve daha az olarak da naylon, seliloz, seliiloz asetat ve akrilik iplerde
kullamimaktadir. Bu siniftaki boyalarin ¢cogu tilben, ftalosiyanin ve oksazinlerle
birlikte poliazo bilesiklerdir (Hunger, 2003). Dispers boyalar sucul ortamda
iyonlasmaz ve bazi dispers boyalar biyolojik birikim egilimindedir. Kimyasal
kararliligi ve disik biyolojik yikim nedeniyle bu boyalarin iceren atiksuyun
geleneksel biyolojik atiksu aritim sistemleri ile aritilmasi etkin degildir (Banat vd.,
1996; Aksu, 2005).

1.4.2.3. Sabit (vat) boyalar: Bu suda coziinebilen boyalar temelde selllozik
ipliklere uygulanmaktadir. Bu boyalarin temel kimyasal siniflar1 ise antrokinonlar ve
indigolardir (Hunger, 2003).

1.4.2.4. Kukurt boyalar: Say: olarak daha kigik bir boya grubudur (Hunger, 2003).

1.4.2.5. Katyonik (temel) boyalar: Suda ¢oziinebilen bu katyonik boyalar, kagit,
poliakrilonitril, modifiye naylon ve polyestere uygulanmaktadir. Temel siniflari;
diazahemisiyanin, triarilmetan, siyanin, hemisiyanin, tiazin, oksazin ve akridindir
(Hunger, 2003).
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1.4.2.6. Asit boyalar: Suda c¢oziinebilen anyonik boyalar naylon, yun, ipek ve
modifiye akriliklere uygulanmaktadir. Kagit, deri, mirekkep puskirtmeli baskilama,
besin ve kozmetikte kullanmlmaktadir (Hunger, 2003).

1.4.2.7. Solvent boyalar: Bu boyalar suda ¢oziinemeyen fakat ¢ozticlide ¢oziinebilen
boyalardir. Boyalar temelde azo ve antrakinondur fakat ftalosiyanin ve triarilmetan
boyalar da kullaniimaktadir (Hunger, 2003).

1.4.3. Tekstil atiksularindaki boyar maddelerin 6nemi

Tekstil endlstrisi basta olmak Uzere bircok sektorde her yil biyik miktarlarda
boya Uretilmekte ve uygulanmaktadir. Sentetik boyalar, organik Kirleticilerin bir
grubudur (Aksu, 2005). Yillik tretimi 700000 tonun Uzerinde olan 100000 den fazla
ticari boya vardir ve bunun yaklasik %15'i boyama islemi esnasinda kalmaktadir.
Cikis suyundaki iz konsantrasyondaki boya bile estetik acidan istenmeyen bir
durumdur. Bu durum sucul yasamda ve insan sagliginin bozulmasinda ciddi
problemlere neden olmaktadir (Khataee ve Kasiri, 2010). Tekstil endistrisi atik
sular1 boyalar ve boyama islemleriyle iliskili olan organoklorlu pestisitlerden agir
metallere kadar birgok kirletici maddeden olusan kompleks bir karisimdir (McMullan
vd., 2001; Correia vd., 1994). Tekstil ve boyar madde endlstrilerinin boyar madde
iceren atiksular1 en zor islenen atiksulardan biridir (Srinivasan ve Viraraghavan,
2010). Tekstil boyama ve boya Uretim endistrileri arttikga bu endistrilerin gevreye
bosalttiklar1 atiksular da artmaktadir. Uygulama sirasinda boyama islemindeki
yetersizlik yiksek miktarda boyar maddenin direkt cevreye bosaltiimas: ile
sonuclanmaktadir (Rai vd., 2005, McMullan vd., 2001).

Renk 6nemli bir Kkirlilik etmenidir (Banat vd., 1996). Cunku tekstil fabrikas
atiksuyu icerisindeki renk icerdigi boyar maddeden gelmektedir. Boyar maddelerin
toksik ve genotoksik etkileri rapor edilmistir (Birhanli ve Ozmen, 2005; Dogan vd.,
2005). Bununla birlikte, ylizey sularinda renklenmeye neden olabilmeleri 6nemli bir
problemdir. Renkli atik sular gevreye bosaltilmadan 6nce renk giderimi sarttir. Suda
cok kiicuk miktarlarda dahi bulunan boyar madde (bazi boyalar icin 1ppm den daha
az) gozle gorinebilir niteliktedir ve gollerde, derelerde ve diger su kaynaklarinda
estetik gorinuma, su berraklhigint ve gaz ¢ozunurliguni etkilemektedir. Ayrica renk,
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gunes 1s1iginin suya girisine engel olup fotosentezi, sucul canlilarin gelisimini
engellemektedir (Banat vd., 1996). Atiksulardan rengin uzaklastirilmas: gogu zaman
BOI (Biyolojik Oksijen Istemi)’nin temel bolimii olan renksiz organik maddelerin
uzaklastirilmasindan daha da 6nemlidir (Banat vd., 1996; Robinson vd., 2001).

1.4.4. Renk giderim yontemleri

Endustriyel tekstil atiksularimin renginin giderimi biyolojik aritim sonrasi
uygulanan ozonlama (%50-60 renk giderimi), flokllasyon-filtrasyon (%80'in
Uzerinde renk giderimi) ve kalsiyum hidrosilfit ile alkalilestirme ile yapilmaktadir.
Boyali atiksularin muamelesi ve renginin giderimi genis pH araliklari, tuz
konsantrasyonlar1 ve kimyasal yapilarindan dolay: ciddi problemler tasimaktadir
(Balan ve Monteiro, 2001). Renk gideriminde kullamlan bazi metodlar Cizelge
1.10'daverilmistir.

Cizelge 1.10. Renk gideriminde kullanilan metodlar (Hao vd., 2000)

Tip Islem Ornek
Fiziksel Membran filtrasyon Nanofiltrasyon
Flotasyon Elektroflotasyon
Elektrokimyasal | Oksidasyon/rediksiyon Elektro-koagulasyon, €l ektro-oksidasyon,
elektro-flotasyon
Kimyasal K oagiilasyon/¢okelme Demir/altiminyum, polimerli yada
polimersiz kalsiyum oksit
Klorlama/ozonlama Cl,, NaOCl, ozon
Adsorpsiyon Karbon veya diger distik maliyetli
materyaller
Nemli hava oksidasyonu Y Uksek sicaklik ve basing
Fenton aracili oksidasyon H.O./Fe(l)
Rediiksiyon Na:S,0,4
Iyon degisim Anyon degisim reginesi
Iyon cifti ekstraksiyonu Sllfonik gruplarla reaksiyona girip

hidrofobik iyon giftleri olusturan ve
organik ortamda biriken aminler

Fotokatalitik UV,Hzoz UV/Hzoz, UV/Og, UV/TlOz

Biyolojik Anaerobik, aerobik, anoksik | Aktif camur, funguslar
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Fiziksel ve kimyasal metodlarla renk giderimi, atik su hacmi az oldugunda
etkilidir. Bu nedenle de kiguk Olgekli caligmalarda kullamimaktadir. Bu
metodlardaki diger bir simirlayict faktor ise yiksek maliyetli olmasidir. Bu
nedenlerden dolay: da fiziko-kimyasal metodlarin kullanimi sinirlidir (Robinson vd.,
2001). Cizelge 1.11'de fiziksel ve kimyasal metodlardan bazilar1 ve bu metodlarin

avantg) ve dezavantajlar: gorilmektedir.

Cizelge 1.11. Fiziksel ve kimyasal islemlerde renk gideriminde uygulama metodlari
(Pearce vd., 2003)

Fiziksel ve kimyasal Avantajlari Dezavantajlari
metodlar
Oksidasyon Hizliislem Y Uksek enerji tiketimi ve

yan Urdin olusumu

Adsorpsiyon Boyanin biyuk Adsorban gereksinimi
miktarinin iyi bir
sekilde uzaklastirilmasi

Membran teknolojileri TUm boya tiplerinin Yogun atik Uretimi
uzaklastirilmasi

Koagulasyon/flokilasyon | Ekonomik olarak Y Uksek miktarda atik
uygunluk dretimi

Atiksularin muamelesi ve renginin giderimi igin distik maliyetinden dolay: en
etkili olam biyolojik sistemlerdir. Biyolojik sistemler, biyolojik ve kimyasal oksijen
istemini geleneksel aerobik biyolojik yikim ile disurmektedir. Beyaz curtkgul
funguslar, kompleks enzimatik sistemleri ile farkli Kirleticileri parcalayabilme
yetenegine sahiptir. Aromatik hidrokarbonlar, pestisitler, organoklorlular, boyalar
etkin bir sekilde karbondioksite kadar yikilabilmektedir (Barr ve Aust, 1997; Balan
ve Monteiro, 2001).

1.4.5. Biyolojik renk giderimi yontemleri

Boyar maddeler biyolojik yikima direncli oldugundan, geleneksel biyolojik
yontemler renk gideriminde yetersiz kalmaktadir. Bazi funguslar, bakteriler ve algler
gibi birgok mikroorganizma renk giderim yetenegine sahiptir (Fu ve Viraraghavan,
2001). Boyar maddeleri yikabilen beyaz cirikcll fungus tarlerinin kullamm ile
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biyolojik yontemlerle renk giderimi islemi 6énem kazanmistir (Banat vd., 1996,
Yesilada vd. 2002, Yesilada vd. 2003). Beyaz cirtkcul funguslarla boyalarin
renginin giderimi ilk calismalar1 arasinda Glenn ve Gold ¢alismasi sayilabilir (Gleen
ve Gold, 1983). Boyar madde renk gideriminden sorumlu olan bazi
mikroorganizmalar Cizelge 1.12'de verilmistir.

Ozellikle beyaz ciriikgiil funguslarin trettigi lignolitik enzimlerin (6r: lakkaz)
boyar madde renk giderim kapasitesi alternatif biyolojik katalizorleri saglamustir
(Mazmanc: ve Unyayar, 2010, Yesilada, 1995c; Y esilada ve Ozcan, 1998; Yesilada
vd. 2010). Tekstil fabkrikasi atiksularimin biyolojik iyilestirmesinde pek c¢ok
uygulama yetersiz oldugundan (Rodriguez Couto ve Toca-Herrera, 2006), farkli
kimyasal yapilardaki boyar maddeleri yikabilme potansiyelinden dolay: lakkaza
dayal1 uygulamalar ilgi cekmektedir (Hou vd., 2004; Salony vd., 2006; Abadulla vd.,
2000).
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Cizelge 1.12. Mikroorganizmalarlarenk giderimi

Mikroorganizma Boya Referans
Fungus

Ganoderma lucidum Remazol brilliant mavi R Zilly vd., 2011
Thelephora sp. Turuncu G, Kongo kirmizi, Amido | Selvam vd., 2003

Trametes versicolor

Siyah 10B

Resaktif Siyah 5, Reaktif Kirmizi 198

Borchert ve Libra,
2001

Trametes trogii Remazol brilliant mavi R Mechichi vd.,
2006

Coriolus versicolor Turuncu Il Yesiladave
Ozcan, 1998

Funalia trogii Astrazon Kirmizi FBL Y esilada vd.,
2002

Phanerochaete sordida Reaktif Kirmizi 120 Harazono vd.,
2003

Pleurotus Florida Reaktif Mavi 198 Sathishkumar vd.,
2010

Bakteri

Enterobacter sp. EC3 Reaktif Siyah 5 Wang vd., 2009a

Citrobacter sp. CK3

Bacillus sp. YZU1

Pseudomonas sp. SUK1

Reaktif Kirmizi 180

Reaktif Siyah 5

Reaktif Kirmiz1 BLI

Wang vd., 2009b

Wang vd., 2012
Kalyani vd., 2008

Alg

Chlorélavulgaris

Tectilon Sar1 2G

Acuner ve Dilek,
2004

Y ukarida belirtilenlere bagli olarak bu calismada amag, yeni izole edilmis

beyaz clrikcil funguslarin (Funalia trogii, Ganoderma lucidum ve Trametes

versicolor) kat1 substrat fermentasyonu stirecinde lakkaz Uretim yeteneklerinin test

edilmesi ve farkli destek/kat1 substratlar, nemlendirme gjanlari, nemlendirme oran,

kultur kosullar1 ve indikleyicilerin lakkaz Uretimine etkisinin saptanmasidir. Ayni
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zamanda, calismada tava tipi ferment6r ortaminda funguslarin lakkaz Gretimleri
optimum kosullarda test edilerek laboratuvar olcekli fermentor ortaminda da lakkaz
Uretimi ortaya konulacaktir. Bununla birlikte elde edilen ham lakkaz enzimi
kaynaklarinin biyoteknolojik uygulamalarda olduk¢a Onemli olan aktivite ve
kararliliklarinin saptanmast ve ayrica tekstil boyar maddelerinden biri olan Remazol
Brilliant Blue R (RB19)'nin renginin giderilebilirliginin ortaya konulmasi
amaclanmustir.

32



2. KAYNAK OZETLERIi

Rosales vd., (2002), Trametes hirsuta’y1 elma, portakal, patates kabugu gibi
farkli yiyecek atiklari Uzerinde Ureterek bu ortamlarda elde edilen lakkaz
aktivitelerini karsilastirmistir. Naylon siinger Uzerinde fungus Urettildiginde 5.giinde
779 U/L lakkaz aktivitesi bulunmustur. Arpa kepegini kat1 substrat olarak
kullandiklarinda 8. giinde 2247 U/L, elma kabugunda 5.ginde 3148 U/L, portakal
kabugunda ise Uretimin 6. guninde 3437 U/L lakkaz aktivitesi tespit edilmistir. En
yiksek lakkaz aktivitesi ise patates kabuklarimin kati substrat olarak kullanilan
ortamda 8 giin inkiibasyonda sonrasinda 5372 U/L olarak belirlenmistir. Kat1 substrat
olarak yiyecek atiklarini kullandiklar: tim ortamlarda naylon siingerin kullanmldig:
ortama gore oldukca yiiksek enzim aktiviteleri tespit edilmistir.

Iki farkli Panus tigrinus soyunun (M609RQY ve M109RQY) 3 farkl tarim
endustrisi atiginda (piring samani, piring kabugu ve kassava atigi) Uretildigi
calisgmada ligninolitik enzim aktivitesi test edilmistir. Yapilan calismada, lakkaz
Uretimi en iyi piring kabugu ortaminda saptanmistir. Bu ortamda elde edilen en
yuksek lakkaz aktivitesi Panus tigrinus M109RQY soyu ile 10. gunde 2556 U/L
olarak rapor edilmistir (Rugayyah vd., 2013).

Giorgio vd. (2012) odun parcalari ve talas Uzerinde Urettikleri beyaz ¢lrukgul
funguslarin lakkaz Uretimlerini arastirmiglar ve en yiksek lakkaz aktivitesini talas
Uzerinde Uretilen T. villosa BAFC 2755 ile 1.417+0.153 U/gsubstrat olarak
belirlemiglerdir.

Verma ve Madamwar (2002)'1n yaptiklari ¢alismada, maun agaci kabugu,
bugday kepegi ve seker kamisi posast atiklari ile P. ostreatus and P.
chrysosporium’un  Uretildigi  KSF  kosullarinda  ligninolitik  enzim  Gretimi
arastirilmistir. Bu atiklar, bol miktarda bulunmalari, ucuz olmalari ve ligninolitik
enzim Uretiminde etkin olmalar1 agisindan tercih edilmistir. Yapilan ¢calismada en
yuksek lakkaz aktivitesi (772 U/g) inkiibasyonun 25. gininde ve 28°C’'de, maun
agac1 kabugu ve bugday kepeginin 1:1 oraninda karstirildigi ve P. ostreatust P.
chrysosporium’un Uretildigi ortamdan elde edilmistir.

Risdianto vd. (2012) kat1 substrat olarak meyve atiklari, piring samani, misir
kocani ve piring kabugunu, beyaz ¢lrikell fungus olarak da Marasmius sp, Trametes
hirsuta, Trametes versicolor and Phanerochaete chrysosporium'u kullandiklari
calismada en yiksek lakkaz aktivitesine sahip olan fungusun Marasmius sp.
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oldugunu ve en yiksek lakkaz aktivitesinin de (1116.11 U/L), pirin¢ samaninin
ortaminda elde edildigini tespit etmislerdir.

Mazumder vd. (2009) Pleurotus ostreatus un lakkaz Uretimini kat1 faz ve sivi
fermentasyon kosullarinda karsilastirmiglardir. Bunun icin destek materyal olarak
politretan kopigu kullanilmis ve patates 6ziti, dekstroz ve maya 6zt ortaminda
calisma yuritiilmistir. En yiksek lakkaz aktivitesi KSF ortaminda 3x10° U/L olarak
belirlenirken sivi fermentasyon ortaminda 1,5x10° U/L olarak belirlenmistir. Ayni
zamanda indukleyicilerin etkisi de test edilmis ve test edilen indukleyicilerin (bakir
ve ferulik asit gibi) lakkaz aktivitesini arttirdigi gdzlenmistir. KSF ortamina bakir
ilavesinin lakkaz aktivitesini yaklasik %30 oramnda arttirdig: gorulmastur.

Phanerochaete chrysosporium NCIM 1197'nin bugday kepegi Uzerinde
Uretildigi calismada en yuksek lakkaz aktivitesi inkiibasyonun 5. giiniinde 48.89 U/L
olarak belirlenmistir. Aynit calismada statik sivi kilttrler ve laboratuvar Olgekli
biyoreaktor kullamlarak lakkaz aktivitesi olgilmus ve elde edilen lakkaz aktivite
degerlerinin KSF ortamindaki lakkaz aktivite degerinden disik oldugu belirlenmistir
(Gnanamani vd., 2006).

Diger bir calismada ise, Staji¢ vd. (2006) farkli Pleurotus soylari ile lakkaz
Uretimini kat1 ve sivi fermentasyon ortamlarinda test etmislerdir. P.ostreatus 493
asma talasinda Uretildiginde inkibasyonunun 10. gininde 2144.6 U/L lakkaz
aktivitesi belirlenmistir. P.ostreatus 494 ile Uretimde ise en yiksek lakkaz aktivitesi
inktibasyonun 7. guniinde 378 U/L olarak yine asma talasi Uzerinde belirlenmistir.
P.pulmonarius 572 Uretici mikroorganizma olarak kullamldiginda ise en yuksek
aktivite 10. guinde 391 U/L olarak belirtilmistir.

Y apilan bir diger calismada ise Pleurotus ostreatus HP-1'in lakkaz tretimine
farkli kdltdr sartlarimn ve indikleyicilerin etkisi arastirilmistir. Substratin tipi ve
konsantrasyonu, inokulum miktari, nem igerigi, pH, sirfektan varligi, sicaklik ve
azot kaynagi gibi kllttr parametreleri optimize edilmistir. Substrat olarak; bugday
samani, bugday kepegi, piring kepegi ve seker kamisi posasi denenmistir. Nem
miktar1 olarak ise %40-80 arasi nem miktarlar: uygulanmustir. pH 3.0-9.0 ve sicaklik
degeri olarak da 20-50°C aralig: test edilmistir. Strfektan olarak ise Tween 20 ve
Tween 80, 0.005-0.02 gI™* araliginda denenmistir. En yiiksek lakkaz aktivitesi 3952
U g™ olarak bugday samani, %60 nem, pH 5.0, 0.015 gl™* siirfektan, azot kaynag: (her
biri igcin 10 mM konsantrasyonda L-asparaginaz ve NH4sNOs; kombinasyonu) ve 28°C
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inkubasyon sicaklig: ile elde edilmistir. Lakkaz aktivitesi ise optimum kosullarda
0.28 mM bakir siilfat ilavesi ile 14189 U g™’ ye ulasmustir (Patel vd., 2009).

Hasmin (2012) yapmus oldugu calismada KSF slirecinde lakkaz tretiminde en
etkin olan kosullar1 belirlemistir. Oncelikle tretici mikroorganizmay: belirlemek icin
talas Uzerinde Uretilen farkl: funguslar: (Trichoderma sp., Fusarium sp., Rhizoctonia
solani, Pleutorus ostreatus) lakkaz Uretim yetenekleri agisindan karsilastirdiginda en
yuksek lakkaz aktivitesini P.ostreatus ortaminda 0.15 U/mL olarak elde etmistir.
Ardindan nem oran (1:1, 1:2, 1:3, 1:4) test edildiginde 1:3 nem oraninda 0.27 U/mL
lakkaz ~aktivitesi belirlenmistir. Inklbasyon zamamnin (0-30 gun) etkisine
bakildiginda ise lakkaz aktivitesi degeri inklibasyonun 15.gininde 0,395 U/mL’ye
ulagsmustir. Son olarak ise sicaklik optimizasyonunda 20-37°C araliginda en etkin
lakkaz aktivitesi 25°C’de 0,69 U/mL olarak rapor edilmistir.

Aydinoglu ve Sargin (2013) ise calismalarinda zeytin yapraklarim kati
kullanmis ve bu kat1 substrat tzerinde Trametes versicolor FPRL 28A INI susunu
cesitli kosullarda Ureterek etkin lakkaz Uretimi kosullarim belirlemislerdir. Calismada
farkli substrat boyuklugt (0.3-0.4, 1.4-1.6, 3.4-4.4 mm), %1 oramnda cesitli
inorganik azot (amonyum nitrat, sodyum nitrat, amonyum Kklorlr, diamonyum
hidrojen fosfat, amonyum slilfat) ve farkli organik azot kaynaklari (Ure, maya 0ztitQ,
malt cili, soya unu) ve farkli nem igeriklerinin (%75, %80) lakkaz aktivitesi Uzerine
etkisi arastirnlmistir. Calismada en yiuksek lakkaz aktivites ise (276.62 U/g kuru
substrat) %80 nem icgerigi, 1.4-1.6 substratin partiktl biydkltgl, %1 maya 0zitl
ilave edilen ortamda elde edilmistir.

Ighal vd. (2011) Trametes versicolor IBL-04 ile yaptiklari caligsmada,
oncelikle farkli kat1 substratlarin lakkaz aktivitesi Uzerine etkisini arastirmiglardir.
Bugday samani, piring samani, muz atigi, misir kogani, misir atigi ve seker kamisi
posasi gibi lignosellilozlu substratlar: iceren KSF ortamlarinda lakkaz aktivitesini test
ettiklerinde en yiksek lakkaz aktivitesini Oretimin 5.guninde piring samamn
ortaminda 49.7 U/mL olarak belirlemislerdir. En uygun nem oran olarak %66.6 nem
orantyla piring saman: ortami saptanmistir. Bu ortamda 5 guin inkiibasyon sonucunda
en yuksek lakkaz aktivitesi 51.5 U/mL olarak elde edilmistir. Optimum pH ve
sicaklik da sirasiyla pH 4 ve 30°C olarak belirlenmistir.

Neifar vd. (2009)'in yaptiklar: ¢alismada bugday kepegi tzerinde Urettikleri
Fomes fomentarius MUCL 35117 ortamlarina bakir ilavesinin etkisini arastirilmustir.
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Bakir icermeyen ortamlarda en yuksek lakkaz aktivitesi Uretimin 13. gliniinde 6400
U/L iken 2mmol bakir ilavesi ile aktivite 27864 U/L’ ye ulasmustir.

Karp vd. (2012) yaptiklari calismada, Pleurotus ostreatus'u seker kamisi
posasi iceren ortamlarda Uretmisler ve bu ortamlarda indikleyicilerin etkisini ve azot
miktarimin etkisini arastirmiglardir. Sonugta 5 g/L maya 6zit, 150 uM bakir siilfat
ve 2mM ferulik asit ilavesiyle en yuksek lakkaz aktivitess 167 U/g olarak
belirlenmistir. Aynmi zamanda yapilan zimogram calismas: sonucunda alti lakkaz
izoformu gosterilmistir.

Papinutti ve Forchiassin (2007) Fomes sclerodermeus un kati substrat
fermentasyonu stirecinde enzim dretimini arastirmiglardir. Kullamlan substrata bagl
olarak enzim aktivitelerinin de degistigi gosterilmistir. Soya kepegi ortaminda lakkaz
aktivitesi Gretimin son giiniinde en yiiksek degerine ulasmistrr (520 U g*). Soya ve
bugday kepegi 1:1 oraminda karistirildiginda ise lakkaz aktivitesi 18. giinde 69 U g™
olarak bulunmustur.

Rosales vd. (2007) ise calismalarinda erlen ve biyoreaktor ortamlarinda
lakkaz aktivitelerini  karsilastirmiglarcir.  Trametes hirsuta 2.5 g portakal
kabugu/15mLkultdr ortaminda Uretildiginde siringaldazin  ve bakir silfat  gibi
indikleyicilerin lakkaz Uretimine etkisi belirlenmistir. Erlen kiltUrlerinde yUritilen
calismada en yuksek lakkaz aktivitesi 2.5 g portakal kabugu ortamina 5mM bakir
silfat ilave edildiginde 31786 U/L olarak rapor edilmistir. Uygulama 250mL’ ik
sabit yatakli reaktor ve 1.8L hacimli tavatipi reaktor ortamlarinda denenmistir. Sabit
yatakl1 reaktorde 3000U/L, tavatipi reaktor ortaminda ise 12000 U/L lakkaz aktivite
degerleri belirlenmistir.

Osma vd. (2011b)'nin caligmalarinda Trametes pubescens erlen ortaminda
farkli substratlar (muz kabugu, bugday kepegi, aycicegi kabugu) Uzerinde Uretilerek
lakkaz aktiviteleri karsilastirilmstir. Y apilan calismada aycicegi kabugu ve bugday
kepegi ortamlarinda 10 gin inkibasyon sonucu 7750 U/L ve 2500 U/L lakkaz
akitivite degerlerine elde edilmistir. Muz kabugu ortaminda ise lakkaz aktivitesi
inktibasyonun 20. gintnde 1600 U/L olarak belirlenmistir. Aycicegi kabugunu
ortaminda farkli indikleyicilerin ilavesi ile lakkaz aktivitesi indiklenmeye
calisilmustir. inkiibasyonun 3. giiniinde ortama 0.5 mM Cu*? ilavesi sonucu 25773
U/L lakkaz aktivitesi degerine ulasilmistir. Bununla birlikte farkli glnlerde ilave
edilen hindistancevizi yagi, soya yagi, tannik asit, ksilidin gibi indikleyicileri igeren
tim ortamlarda indikleyici madde icermeyen aycicegi kabugu ortamlarinda daha
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yiksek lakkaz aktivite degerleri elde edilmistir. Aym ortamlar tava tipi fermentor
ortaminda denendiginde ise yalmzca aycekirdegi kabugu ortanmunda 7130 U/L lakkaz
aktivitesi elde edilmistir. Bu ortama Cu*? ve tannik asit ilave edildiginde ise lakkaz
aktivites: 31610 U/L degerindedir. Aym indikleyiciler inkibasyonun 3.guniinde
eklendiginde ise 41135 U/L lakkaz aktivitesi belirlenmistir. Y apilan ¢alismada KSF
ve SF ortamlar1t maliyet agisindan da karsilastirilmis ve erlen kiltirlerinde tim KSF
ortamlarinda maliyetin daha disik oldugu belirtilmistir.

Tava tipi fermentdr ve daldirma tip fermentorin lakkaz Gretimi agisindan
karsilastirildigi calismada iki farkli laboratuvar Olgekli fermentér ortaminda
Rodriguez Couto vd. (2006) Trametes hirsuta’'yr Uzim tohumlari Uzerinde
Uretmislerdir. En yiiksek lakkaz aktivitesi tava tipi fermentdr ortaminda 3x10° nkat/L
olarak belirtilmistir. Calismada tavatipi fermentdr ortamindan elde edilen ham enzim
ile Indigo Karmin, Metil Turuncu, Metil Yesil, Malasit Yesili ve Brom Fenol Mavi
boyalarinin renginin giderimi test edilmistir. Calismada boyalarin yapilarimin renk
giderimindeki 6nemi belirtilirken en etkin renk giderimi Brom Fenol Mavi boyasinda
20.saatte yaklasik %100 olarak belirtilmistir.

Ozsolen vd., (2010) yaptilar: calismada 13 farkl: substrat: (bugday kepegi,
arpa kepegi, Pinus nigra kozalag, talas, misir kepegi, yulaf, piring kepegi, kanola,
kurtulmus cay, yonca samani, aycicegi sapi, soya fasulyesi posasi, kurtulmus tahil)
KSF ortaminda lakkaz aktivitess agisindan test  etmislerdir.  Uretici
mikroorganizmalar olarak ise Trametes versicolor (ATCC 200801), Phanerochaete
chrysospsorium (ME 446) ve Pleurotus sajor-caju secilmistir. En yiksek lakkaz
aktivitesi ise T.versicolor’in yonca samaninda Uretildigi ortamda 22.36 U/mL ve
bugday kepegi ve arpa kepegi ortamlarinda ise 19.77 U/L ve 18.66 U/L lakkaz
aktiviteleri belirlenmistir.Aym ¢alismada elde edilen ham enzim kaynag: ile 4°C’de
pH aktivite ve kararlilik calismalar: da arastirilmistir. pH kararhiligina bakildiginda
ham lakkazin 24. saatte pH 2-5 araliginda %45-60 lakkaz aktivite kaybi varken bu
deger pH 6-8 araliginda %65-70 kalan aktivite belirlenmistir. Sicakligin 30 dakika
inktibasyondan sonra ham lakkazin aktivitesi Uzerine etkisine bakildigindapH 4.5 ile
20-50°C araliginda 30 dakikada enzimin kararli oldugu rapor edilmis, 60°C’ de %40,
90°C’ deise %17.1 kalan aktivite gosterilmistir.

Irshad vd., (2011)'in ¢alismalarinda Shyzophyllum commune 1BL-06 muz
saplarinda farkli kosullarda Uretilerek optimum kosullar belirlenmistir. Calismada
optimum KSF kosullar;; pH 4.5, 35°C, %60 nem igerigi, 3mL inokulum miktari,
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15:1 C:N kaynagi, 1mL ABTS (1mM), 1mL CuSO4(1mM) ile saglanmustir.
Calismada elde edilen ham lakkazin aktivite ve kararlilik ¢alismalar: da yapilmistir.
Buna gore ham lakkaz icin en yuksek lakkaz aktivitesi pH 6’ da belirnirken enzimin
pH 6-7 araliginda kararli kaldig1 belirtilmistir. Ham enzim 40°C’ de en yuiksek lakkaz
aktivitesini saglarken, 30-35°C arasinda da 24 saat boyunca kararli kalabildigi
raporlanmustir.

Stoilova vd. (2010) yaptiklar: calismada Trametes versicolor’in ham lakkaz
enziminin Ozelliklerini belirlemislerdir. pH'mn enzim aktivitesi Uzerine etkisine
bakildiginda ham enzim pH 1-7 arasinda calisilmis ve maksimum lakkaz aktivitesi
pH 4.5 da bulunmustur. Ham lakkaz enzimi 48 saat sonunda yalmzca %3.4 aktivite
kaybiyla en kararli pH 4.5 da kalirken, kararliligint en hizli pH 7’ de kaybetmistir. En
yuksek lakkaz aktivitesi 45°C’de belirlenmis ve enzim, 40°C’'de 48 saat boyunca
kararl: kalirken, 50°C’ de 6 saat sonunda aktivite kaybi %53.4 iken 48 saat sonunda
%90’ a ulasmistir. 60°C’ de ise 6. saatte aktivite kaybi1 %58 iken, 48. saatin sonunda
aktivite kalmamstir. 70°C'de ise 5 dakikada sonunda aktivitenin %53.5'i
kaybedilirken, 20 dakika sonra aktivite saptanamamustir.

De Souza vd., (2002)'nin Pleurotus pulmonariusu bugday kepeginde
urettikleri caligmada optimum ne seviyesi %75 olarak belirlenmistir. Ham lakkaz
enzimi ile yapilan ¢alismada 50°C ve pH 6.5 lakkaz aktivitesinin en yuksek oldugu
degerler olarak bulunmustur. Ayrica ham lakkazin kararliligini test ettiklerinde ise
ham lakkazin 50°C’'de 6 saatten fazla sire kararli kalabildigi belirtilmistir. 55 ve
60°C’de ise 1 saat inklibasyon sonucu kalan aktiviteler sirasiyla %73 ve %18 olarak
rapor edilmistir. Ham lakkaz enziminin alkali pH’larda kararli kalirken asidik
pH’larda kararliligint hizla kaybettigi bildirilmistir.

Sathishkumar vd. (2010), calismalarinda Pleurotus ostreatus'un lakkaz
Uretimini test etmisler ve bu amagla, muz kabugu, mandalina kabugu ve kavun
kabugunu substrat olarak kullanmislardir. Calismada muz kabugu, lakkaz Gretimi
icin en etkin kat1 substrat olarak belirlenmistir (5.4 U/g). Muz kabugu, mandalina
kabugu ve kavun kabugu farkli oranlarda test edilmis ve 5:2:3 oramnda
kullanldiginda lakkaz aktivitesinin 6.8 U/g'ye yukseldigi gortlmistir. Bu ortam
Uzerinde dretilen P.florida lakkazi Reaktif mavi 198'in renginin giderimi
calismlarinda kullamlmis ve en uygun pH, sicaklik, enzim konsantrasyonu ve boyar
madde konsantrasyonu arastirilmistir. Reaktif mavi 198'in renginin gideriminde
disik boyar madde konsantrasyonlarinda etkin renk giderimi belirlenirken, 150
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ppm'in Uzerinde renk giderimi azalmistir. En etkin renk giderimi pH 4.5, 60°C ve 1.2
U/mL enzim konsantrasyonunda elde edilmistir.

Rodriguez-Couto vd. (2004) iki Trametes tUrinin arpa kepegi ortaminda
lakkaz Uretimini test etmisler ve baslangic amonyum konsantrasyonu 0.2g/L
oldugunda arpa kepegi kultirlerindeki lakkaz aktivitesi hareketsiz bir destek olan
politretan kopuk kullanmlan kultirlerden 13 kat daha yiksek bulunmustur. Bunun da
arpa samaninda lakkaz aktivitesini indukleyen seltiloz iceriginden dolay: oldugu ileri
suralmuistar. Arpakepegi Uzerinde Uretilen T.versicolor ve T.hirsuta kilturlerine 2,5-
ksilidin ve bakir ilave edilerek lakkaz Uretimi arttirilmaya c¢alisilmistir. 1mM bakar
silfat ve 2mM ksilidin eklenmis T.hirsuta kiltirlerinde 5 kat daha yuksek lakkaz
aktivite degerleri elde edilmistir. Son olarak da, T.hirsuta kilttrlerinden elde edilen
ekstraseltler sivi ile bazi sentetik boyalarin in vitro renginin giderimi arastirilmistur.
Renk gideriminde pH’ nin etkisine bakildiginda pH 4 te pH 5’ e gore daha etkin renk
giderimi tespit edilmistir. Bromfenol mavisi, Indigo karmin ve Metil turuncu’ ya gore
Poly R-478'in yikima kars1 daha direncli oldugu gosterilmistir.

Gobmez vd., (2005)’ de hindistancevizi kabugu ve arpa kepegini substrat olarak
kullanmis ve Coriolopsis rigida’ nin bu ortamda lakkaz Uretimine bakmuglardir. Arpa
kepegi kullanildiginda, hindistancevizi kabugu kullanilarak elde edilen lakkaz
aktivitesi degerinden 25 kat daha yiiksek bir aktivite elde edildigi belirtilmistir (3.10°
nkat/L). Buna ilaveten 1mM bakir eklenmis arpa kepegi ortamindan elde edilen
ekstraseltler stvimin; Indigo karmin, Metil turuncu ve Metil yesil gibi farkli yapidaki
boyalarin rengini giderim aktivitesi belirlenmistir. Metil turuncu’ nun renk giderimine
daha direncli oldugu tespit edilmistir. Indigo karminin ise 4 saat sonunda renginin
neredeyse tamarmi giderilebilmistir.

Boran ve Y esilada (2011)' nin ¢alismalarinda farkli nemlendirme ajanlar: ile
bugday kepegi nemlendirilmis ve Funalia trogii ve Trametes versicolor Uretilerek
lakkaz aktivitesi belirlenmistir. Zengin igerige sahip olmalart ve ucuz olmalari
acisindan nemlendirme sivisi olarak farkli konsantrasyonlarda zeytinyag: fabrikast
atiksuyu (ZYFA), vinas (alkol fabrikas: atik suyu), peyniralti suyu ve melas test
edilmistir. Calismaya gore ZY FA ve vinas, en uygun ve etkin nemlendirme gjanlari
olarak secilmistir. Aym zamanda indukleyicilerin de (bakir ve ksilidin) lakkaz
Uretimine etkisi test edilmistir. Calismada en yuksek lakkaz aktivitess 5mM
CuS0.4.5H,0 ilave edilen %25 vinas ile nemlendirilmis bugday kepeginde Uretilen
F.trogii ortaminda 14.18 U/mL olarak saptanmustir. Calismada ayni zamanda kat1
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substrat kiltirlerinden elde edilen slipernatanlar (ham lakkaz enzimleri) ile azo boya
olan Resktif mavi 171’in renginin giderimi arastrilmistir. F.trogii ham lakkaz: ile bir
dakikada %66 renk giderimi elde edilirken, bu oran T.versicolor igin %14 olarak
belirlenmistir.

Rodriguez-Couto vd. (2005) ile lakkaz Uretimini test etmiglerdir. Trametes
hirsuta’yr kat1 substrat olarak hindistan cevizi kabugunun bulundugu ortamda
maksimum lakkaz aktivitesi 333.280 nkat/L olarak belirlenirken, 2mM bakir
ilavesiyle lakkaz aktivitesinin yaklasik 3 kat bir artigla 920.895 nkat/L -goldugu
gbzlenmistir. Elde edilen kultdr filtratiyla Lissamine yesil B'nin 12 saat muamelesi
sonrasinda %42-66 renk giderimi saptanmustir.

Hou vd. (2004), Pleurotus ostreatus un lakkaz Uretiminin arttirilmasint ve bu
enzimin antrokinon boyasinin renginin gideriminde kullanilmasint arastirmislardir.
Calismada P. ostreatus 32 calkalamal: ve statik kosullarda farkli karbon ve azot
kaynag1 iceren sivi ortamlarda Uretildiginde stipernatanda yalnizca lakkaz aktivitesi
belirlenmistir. Calkalamal1 ve azotca zengin ortamda lakkaz aktivitesi gozlenmezken
statik ve azotca zengin ortamda lakkaz aktivitesi yaklasik 40 U/ml olarak tespit
edilmistir. Statik ve azot sinirli ortamda ise lakkaz aktivitesi calkalamali ve azot
sinirli ortamdakinden yaklasik 2 kat daha yuksek gozlenmistir. Karbon ve azot
kaynag1 olarak sellobiyoz ve pepton kullamldiginda daha yiksek aktivite
gbzlenmistir. Bu durumda Ureme ve lakkaz dretimine bakildiginda statik
kiltivasyonun calkalamal1 kiltivasyondan daha etkin oldugu ve azot sinirl1 kilttrtin
lakkaz Uretiminin daha iyi oldugu belirtilmistir. Indikleyicilerin lakkaz Gretimi
Uzerine etkisi de incelenmistir. Yapilan calismada ABTS (1 mM) en iyi lakkaz
indiikleyicisi olarak belirlenmistir. Ortama 1mM Cu*? ilavesinin de lakkaz tiretimini
pozitif yonde etkiledigi gosterilmis ve lakkaz aktivitesi 360 U/ml olarak saptanmustir.
Ayrica antrokinon boyast SN4R'nin renginin, ham lakkaz (30 U/ml) ile etkin bir
sekilde giderilebildigi de (%66) goserilmistir. Mediator olarak ABTS (%60.16)
kullanimiyla renk gideriminin % 90’ a ulastig: trapor edilmistir.

Osma vd. (2007) muz kabugunu kullandiklar1 calismada Trametes
pubenscens CBS696.94 lakkaz aktivitesini Uretimin Gglincl gininde 63 U/L olarak,
sonunda ise 1570 U/L olarak belirlemislerdir. Buna ilaveten elde edilen ekstraseltiler
svinin yikim yetenegi de test edilmistir. Bu amagla antrakinon bir boya olan
Remazol Brilliant Mavi R (RBBR) ve trifenilmetan bir boya olan Metil Yesil
(MG)’in renginin invitro giderimini test etmislerdir. Dort saat sonunda yukarida soz
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edilen ilk boyanin %57 ikinci boyanin ise %41’ nin giderildigini bildirmislerdir. Renk
giderim uygulamas: ticari lakkazla yapildiginda ise, T.pubencens'in muz kabugu
kullanlarak elde edilen lakkaz ile renk giderim aktivitesine kiyasla RBBR’ de diisik
oldugu ancak MG’ de renk giderimlerinin birbirine yakin oldugu gozlenlenmistir.

Rodriguez vd. (1999) lakkaz ile endustriyel boyalarin renginin giderimi
amacli yaptiklari ¢alismada 23 boyar madde kullandilar. Yulaf taneleri tGzerinde
Uretilen 16 farkl: fungal soyun kat1 ortam kultirlerinden elde edilen ham 6zitlerinde
lakkaz, mangan peroksidaz, lignin peroksidaz ve aril alkol oksidaz belirlenmistir.
Karisik sivi kiltdrlerle karsilastirildiginda yulaf taneleri kat1 ortam kaltirlerinde daha
yiksek lakkaz ve mangan peroksidaz belirlenmistir. Ham 6zitUnin renk giderim
aktivitesinin, yalmzca lakkaz ile iligkili oldugu gézlenmistir.

Selvam vd., (2003) beyaz curukell fungus azo boyalarin ve boya endistrisi
¢ikis suyunun renginin Thelophora sp. ile giderimi galismasinda, Turuncu G, Kongo
kirmizisi ve Amido siyah 10B azo boyalari kullamlmustir. Enzimatik renk giderimi
calismasinda 15 U/L de lakkaz ile turuncu G’ nin renginin %19 unun uzaklastirildig:
belirlenmistir. Kongo kirmizisi ve Amido black 10B’ nin renginin lakkaz ile giderimi
calismalarinda ise en yuksek renk giderimleri %12 ve %15 olarak belirtilmistir.

Murugesan vd. (2007) yaptiklar: ¢alismada Ganoderma lucidum KMK2' nin
ham lakkaz enziminin tekstil boyalariin  renginin  giderim potansiyelini
arastirmiglardir. G.lucidum ham enzimi, antrakinon bir boya olan Remazol Brilliant
Mavi R’ nin rengini mediattr eklenmeden etkin sekilde giderirken diazo bir boya olan
Remazol Siyah 5 icin meditor gerkmektedir. Ham lakkaz enzimi ile, 50 mg/L RBBR
icin 1 saat sonunda %40.5 renk giderimi elde edilirken olurken RB-5 igin renk
gideriminin %43.6 oldugu goérilmistir. Boya konsantrasyonu 100 mg/L oldugu
durumda ise 1 saat sonunda RBBR ve RB-5 i¢in renk gideriminin sirastyla %39.6 ve
%18.3 olarak saptanmustir.

Sun vd. (2009) kolza bitkisi sapi, bugday kepegi, fistik kabugu ve piring
kabugu gibi farkli kat1 substrat ortamlarinda tretilen Trametes sp. AH28-2'den elde
edilen ham enzim ile renk giderimi calismalar1 yapmislardir. En yiksek lakkaz
aktivitesi %60 kolza bitkisi sapi, %20 fistik kabugu ve %20 bugday kepegi
ortaminda 2.10x10° U/kg olarak elde edilmistir. Ham lakkaz enzimi ile Levafix Mavi
CA ve Cibacron Mavi FN-R (1.0 g/l)’ nin rengi 15 saatte tumiiyle giderilmistir.

Zeng vd. (2011) yaptiklar1 ¢alismada farkl: tarim endustrisi atiklar1 Uzerinde
uretilen yeni izole edilmis Trametes trogii ortamlarindan elde edilen ham enzim
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kaynagimin sentetik boyarlarin  renginin giderim yetenegini test etmislerdir.
Calismada ham lakkazin renk giderimindeki etkinligi ortaya konmustur. Renk
giderim yuzdeleri ise herhangi bir redoks mediator eklenmeden Remazol Brilliant
Mavi R (50mg/L), Reaktif Mavi 4 (35mg/L), Asit Mavi 129 (83.3mg/L) igin
sirastyla %85.2, %69.6 ve %45.6 olarak rapor edilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Calismada Kullamlan Fungudar

Calismada Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz ¢lrikcll funguslardan
yeni izole edilmis Funalia trogii, Ganoderma lucidum ve Trametes versicolor
kullanildi. F.trogii, Dr. Ozfer Yesilada tarafindan toplamp, saf kiiltiir olarak izole
edilmistir. G.lucidum ve T.versicolor ise Dr. Hakan All1 tarafindan toplanmis ve Dr.
Ozfer Yesilada tarafindan saf kiiltir olarak izole edilmislerdir. Bu funguslar halen
In6nii Universitesi Biyoloji Boliimii, Mikrobiyoloji/Biyoteknoloji laboratuvarinda saf
kultdr olarak muhafaza edilmektedir.

3.2. Calismada K ullamlan Funguslarin Uretimi ve Devamhihginin Saglanmas

Calismada kullamlan funguslarin devamliligint saglamak icin, funguslar
Sabouraud dextrose agar (SDA) plaklarinda 30°C’'de 4-6 gin inktbe edildi ve U¢
haftada bir taze besiyerine pasajlama yapildi. Fungus kalttrleri kullamlincaya kadar
4°C’ de buzdolabinda muhafaza edildi.

3.3. Calismada Kullanilacak Stok Fungus K tltirlerinin Hazirlanmas

SDA plaklarinda Uremis olan fungus kultlrlerinden yatik agara pasajlama
yapildiktan sonra, kultlrler 30°C’de 4-6 gun inkibe edildi. Yatik agarda Uretilen
fungus kultirlerine 10 ml steril distile su eklenerek misel slispansiyonu hazirland.
Misel sispansiyonun 5 ml alinarak 100 ml Sabouraud dextrose broth (SDB)/250 ml
olacak sekilde ekim yapildi ve 30°C’de 150 rpm’ de calkalamal1 etiivde 7 giin inkiibe
edildi. inkibasyon sonrasi kultir, distk devirde homojenize edilerek calisma
amacina uygun olarak ekim yapildi.

3.4. Cahsmada K ullamlan Nemlendirme Sivilarinin Hazirlanmas

Calismada esas nemlendirme sivisi olarak steril distile su kullanildi. Bunun
disinda, kat1 substrat fermentasyonunda (KSF) indukleyicilerin etkisi arastirilirken
%1, %5 ve %10’ luk melas ¢ozeltileri, 1g/L, 5g/L ve 20g/L malt 6ztl iceren distile
su, 1 mM, 5mM ve 10mM Cu iceren distile su da nemlendirme sivisi olarak
kullanmldi. Nemlendirme ortamlar1 121°C'de 1,5 atm. basing altinda 20 dakika
siiresince otoklavda steril edildi.
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3.5. Cahsmada Kullamlan K ati1 Substratlar

Lakkaz Oretim calismasinin ilk asamasinda farkli substratlar kullanilmstir.
Bu asamada kullanilan kat1 substratlar; bugday kepegi, atik yaprak, atik kavak talast,
atik ceviz kabugu, atik kozalak, atik bugday samam ve atik misir kogamdir. Bu
substratlardan yaprak, ceviz kabugu, kavak talasi, kozalak ve musir kogam
ogutuldukten sonra kullanmlmstir.

Calismada ileri asamalarinda ise kat1 substrat olarak bugday kepegi kullanild:.
Bugday kepegi besin igerigi, kolay erisilebilirligi, maliyetinin disuk olmasi ve iyi bir
lakkaz Uretim besiyeri oldugu saptandigr icin tercih edildi. Lakkaz dretiminin
indtiklenmesi, bugday kepegine yaprak veya soya unu eklenerek de test edilmistir.
Calisma strecinde kullamlan kat1 substratlar 50°C’'de 24 saat kurutulduktan sonra

kullanlmstur.

3.6. Kat1 Substrat Ortaminin Hazirlanmasi, EKim ve Uretim
3.6.1.Erlende kat1 substrat uygulamalari

Oncelikle 5g bugday kepegi/15mL distile su, 5g yaprak/15mL distile su, 4g
kavak talasi/15mL distile su, 59 kozalak/10mL distile su, 10g ceviz kabugu/7mL
distile su, 3g misir kogani/15mL distile su, 3g bugday samani/15mL distile su olacak
sekilde 250 mL’ lik erlenlerde hazirlandi. Diger calismalar iginse 1:1, 2:1, 4:1 ve 9:1
oranlarinda bugday kepegi:yaprak ve yine aym oranlarda bugday kepegi:soya unu
karistirilarak 5 g kat1 substrat/15 ml distile su olacak sekilde hazirlandi. Daha sonra
ornekler 121°C’de 1,5 atm. basing altinda 45 dakika sliresince otoklavda steril edildi.
Hazirlanan ortamlara F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor stok kllturlerinden 2'ser ml
ekildi ve 30°C’ de statik olarak 5 giin stiresince inktibasyona birakildi.

Inkibasyonun 5. guntinde her bir erlene 40 ml seril distile su eklendi ve
kultur bir 6ze ile karistirilarak parcalandi. Erlenler 30°C ve 200 rpnmy'de 1 saat sireile
calkalamal1 etlivde calkalandiktan sonra siiztldi. Stzintd, 6000 rpm’'de 3 dakika
santrifilj edildi ve elde edilen slipernatan, lakkaz aktivitesi 6l¢ciimiinde kullamld.
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3.6.2. Tavatipi fermentdrde kati substrat uygulamalari

Tavartipi fermentdr olarak 15 cm x 27 cm olgulerinde cam kaplar kullanildi.
Bu fermentorlerde kat1 substrat olarak en yuksek enzim aktivitesinin tespit edildigi
1:1 bugday kepegi:soya unu karisimi kullanildi. Nemlendirme sivisi olarak yalmzca
distile su, 10mM bakir iceren distile su ve %10’ luk melas kullanildi. Daha sonra,
tava tipi fermentordeki ortamlar 121°C’'de 1.5 atmosfer basing altinda 45 dakika
otoklavda steril edildi. Ardindan her bir ortama, 20'ser mL F.trogii, G.lucidum ve
T.versicolor ekildi ve kultirler 30°C’de statik olarak 5 giin sliresince inktibasyona
brrakildi.

Inkiibasyonun 5. guniinde her bir reaktor icindeki kultlr, 2 esit parcaya
boltintp erlenlere transfer edildi ve her bir kiltire 200" ser ml steril distile su eklendi.
Kultur, 6ze ile karistirlarak parcaland: ve bu kdiltirleri iceren erlenler 30°C ve 200
rom'de 1 saat sire ile calkalamali etlivde calkalandiktan sonra stizildi. Stzintd,
6000 rpm’'de 3 dakika santriflj edildi ve sipernatan, lakkaz aktivitesi 6lciminde
kullanild.

3.7. Agar Plaklarinda Lakkaz Uretiminin Gosterilmes

SDA plaklari, 0.5 mM 2,2'-azinodi-[3-ethyl-benzo-thiazolin-sulphonate]
(ABTY) icerecek sekilde hazirlandi ve plaklarin ortasina 1cm ¢apinda fungus ekildi.
Kdlturler, 30°C'de dtatik olarak inktbasyona birakildi. Enzim-substrat iligkisi
makroskobik olarak renk degisimi izlenerek saptandh.

3.8. Cesitli Kosullarin K SF’ de L akkaz Uretimine Etkisi
3.8.1. Sicakhgin etkis

Sicakligin lakkaz Uretimine etkisi test eémek amaciyla F.trogii, G.lucidum ve
T.versicolor’ un bugday kepegi ve kozalak ortamlarindaki lakkaz aktiviteleri 20, 25,
30, 35 ve 40°C'de belirlendi. Kdalturler ilgili sicakhiklarda 5 gun statik olarak
inkubasyona birakildiktan sonra lakkaz aktivitesi 6l¢uldu.

3.8.2. pH'nmin etkis

Nemlendirme sivisi olarak pH’lart pH 3-7 arasinda hazirlanan ortamlar
kullanildi. pH’ min lakkaz Uretimine etkisini test etmek amaciyla farkli pH’lardaki
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nemlendirme sivisiyla nemlendirilmis bugday kepegi ve kozalak ortamlarinda
uretilen 3 fungusun lakkaz aktiviteleri belirlendi. Kaltirler 30°C’de 5 giin boyunca
statik olarak inkiibe edildikten sonra lakkaz aktivitesi dlguldi.

3.8.3. Nem miktarimn etkis

Bugday kepegi %50, %75 ve %85 olacak sekilde pH 6 tamponu ile
nemlendirildi ve fungus ekimi yapildiktan sonra kiltirler 30°C’'de 5 giin boyunca
statik olarak inklibe edildi. Daha sonra, lakkaz aktivitesi 6l¢uldu.

3.9. indiikleyicilerin Lakkaz Uretimine Etkisinin Belirlenmesi
3.9.1. Bakirin etkis

Farkli konsantrasyonlarda (1, 5 ve 10 mM CuSO,.5H,0) bakir iceren distile
su ortamlart ile nemlendirilmis 5 g bugday kepegi ortamlari 121°C'de 1,5 am.
basing altinda 45 dakika otoklavize edildi ve bu ortamlara ekim yapilip 5 giin
inktibasyona birakil di.

3.9.2. Maya 6zutunun etkis

Farkli miktarlarda maya 6zitt (1 g/L, 5 g/L ve 20 g/L) iceren ditile su ile
nemlendirilmis 5g bugday kepegi ortamlart 121°C’'de 1,5 atm. basing altinda 45
dakika otoklavize edildi ve fungus ekimi yapildiktan sonra 5 giin inkibasyona
brrakildi.

3.9.3. Soya ununun etkis

Farkl1 oranlarda soya unu iceren bugday kepegi ortamlarinda (1:1, 2:1, 4:1 ve
9:1) soya ununun lakkaz Uretimine etkisi test edildi. Bu amagla hazirlanan ortamlar
distile su ile nemlendirilip 121°C'de 1.5 atm. basing altinda 45 dakika otoklavize
edildi ve fungus ekimi yapilip 5 giin inktibasyona birakildi.

3.9.4. Yapragin etkis

Yaprak ilavesinin lakkaz Uretimine etkisini test etmek amaciyla bugday
kepegi ortamlarina farkl: oranlarda olacak sekilde (1:1, 2:1, 4:1 ve 9:1) atik yaprak
eklendi. Hazirlanan ortamlar distile su ile nemlendirilip 121°C’de 1,5 atm. basing
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altinda 45 dakika otoklavize edildi ve fungus ekimi yapildiktan sonra 5 giin inktibe
edildi.

3.9.5. Mdaan etkis

Farkli konsantrasyonlarda melas (%1, %5 ve %10) iceren nemlendirme sivisi
ile nemlendirilen 5 g bugday kepegi, 121°C'de 1,5 atm. basing altinda 45 dakika
otoklavize edildi. Daha sonra, ekim yapilip 30°C’'de statik olarak inkiibasyona
birakildi.

3.9.6. Bakir iceren melaain etkis

Bakir iceren melasin lakkaz Uretimine etkisini test etmek icin 10mM bakir
icerecek sekilde hazirlanmis %10 luk melas nemlendirme sivist olarak hazirlandk.
Y Uksek enzim aktivitelerinin saptandigi bugday kepegi:soya unu (1:1) ve bugday
kepegi:soya unu (2:1) ortamlari, hazirlanan nemlendirme sivisi ile nemlendirilerek
121°C ve 1,5 atm. basing altinda 45 dakika otoklavize edildi. Fungus ekimi
yapildiktan sonra kultdrler 5 guin inklbe edildi.

3.10. Lakkaz Aktivitesinin Saptanmas

Lakkaz aktivites 2,2'-azino-bis (3- etilbenz-tiazolin-6-silfonik asit) (ABTS)’
in oksidasyonuna bagli olarak izlendi. Enzim aktivitesi Olgimunde reaksiyon
karisimi sodyum asetat tamponu (100mM, pH 5.0), ABTS (5mM) ve uygun miktarda
siipernatan icerecek sekilde hazirlandi ve 420 nm'de 1 dakikada olusan absorbans
degisimi saptandi. 1 pumol substrat1 1 dakikada 0Ortne donustiren enzim miktarr 1
Unite olarak ifade edildi (Birhanli ve Y esilada, 2006; Boran ve Y esilada, 2011).

3.11. Ham Lakkaz Enziminin Aktivitesne Sicakhk ve pH'min Etkisinin
Saptanmas
3.11.1. Ham lakkaz aktivitesine sicakhigin etkis

Ham enzim aktivitesine sicakligin etkisinin test edilmesi amaciyla enzim

aktivite olcimleri farkli sicakliklarda (20-85°C) ve pH 5'te olacak sekilde yapild.
Bunun i¢in enzim aktiviteleri Kisim 3.10"da belirtildigi sekilde olctilerek hesaplandi.
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3.11.2. Ham lakkaz aktivitesine pH’ nmin etkisi

Ham enziminin aktivitesine pH' nin etkisinin test edilmesi igin lakkaz aktivite
Olcimleri farkli pH' larda (pH 2-7) hazirlanan tampon ortamlarinda ve 30°C’ de
yuritildu. Substrat olarak kullanilan ABTS de ilgili pH degeri ile aym tampon
ortaminda hazirlanarak kullamldi. Enzim aktivitesi Kisim 3.10" da belirtildigi sekilde
Olcllerek hesapland:.

3.12. Ham Lakkaz Enziminin Kararhhgina Sicakhk ve pH’min Etkisinin
Saptanmas

3.12.1. Sicakhgin ham lakkaz enziminin kararhhgina etkis

Sicaklik kararlilik calismalari, farkli sicaklik degerinde (4-80°C) ve farkli
zaman araliklarinda (0-24 saat) bekletilen ham enzim kaynaklarimin lakkaz
aktivitelerinin pH 3'te Olclimesiyle saptandi. Sonuclar, % lakkaz aktivite degisimi
olarak ifade edildi.

3.12.2. pH’nin ham lakkaz enziminin kararhhgina etkis

Ham lakkaz enziminin kararligina pH nin etkisinin test edilmesi amaciyla,
calisgmalar pH 3-9 arasinda hazirlanmis tampon ortamlarinda yardttlda ve farkl
sirelerde (0-24 saat) dlcimler alinarak pH'nin kararlilik UGzerine etkisi saptand.
Sonuclar, % lakkaz aktivite degisimi olarak ifade edildi.

3.13. Ganoderma lucidum Ham L akkaz Enzimi ile Renk Giderimi Calismalari
3.13.1. Calismada kullanmlan boyar madde

Calismada boyar madde olarak kimyasal yapisina bagli olarak antrakinon
grubu bir boya olan Remazol Brilliant Blue R (RBBR) (RB 19) kullamld:.
RBBR’'nin  maksimum absorbsiyon vyaptigi dalga boyu 592 nm olarak
spektrofotometrede belirlendi. Kullanilan boyar maddenin yapisi Sekil 3.1'de
gorilmektedir.
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SOQCHQ CHQ OSO3N8

Sekil 3.1. RB 19'un kimyasal yapisi (Murugesan vd., 2007)

3.13.2. Calismada kullanmlan stok boyar maddenin hazirlanmas

Calismada kullamilan RBBR boyasi 5000 mg/L stok boya/distile su olacak
sekilde hazirlandi ve calisma amacina bagli olarak aksi belirtilmedigi middetce 100
ppm (son konsantrasyon) olacak sekilde kullanildi.

3.13.3. Baslangi¢ pH’simin renk giderimine etkisi

Renk giderimi calismalar1 farkli pH’ larda (2.5-6.0) yurituldd. Bu amagla,
100 ppm olacak sekilde stok boyar madde ve 100puL G.lucidum'un ham enzim
kaynag1 eklenerek 30°C’de zamana bagli (0-300 saniye) renk giderimi
spektrofotometrik olarak saptandi. Renk giderimi kontrole karsi % renk giderimi
olarak ifade edildi.

3.13.4. Sicakhgin renk giderimine etkisinin saptanmas

Sicakligin renk giderimine etkisini saptamak icin 100 ppm boyar madde
iceren pH 2.5, 3.0 ve 3.5 tamponlarina 100uL enzim kaynagi eklendi ve farkli
sicakliklarda (40, 50 ve 60°C) ve farkli zaman araliklarinda (0-300 saniye) 592 nm’
deki absorbans degisimi saptandi. Renk giderimi kontrole karsi % renk giderimi
olarak ifade edildi.

3.13.5. Zamana bagh renk gideriminin saptanmas

Renk gideriminin zamana bagli degisimini belirlemek icin en iyi renk
gideriminin saglandigi pH 3 ve 40°C’ de farkl1 surelerde (0O, 5, 10, 20 ve 30 dakika)
olmak Uzere dlcimler yapildi. Bu amagla ¢aligsmalar, 100uL ham enzim kaynagi ve
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100 ppm boyar madde iceren reaksiyon ortamlarinda yuritildi. Renk giderimi
kontrole kars1 % renk giderimi olarak ifade edildi.

3.13.6. Ham enzim miktarimin renk giderimine etkisinin saptanmas

Enzim miktarimin renk giderimine etkisini saptamak icin 100 ppm boyar
madde (pH 3) ve farkli miktarlarda ham enzim icerecek (50-400uL) sekilde
hazirlanan reaksiyon karisimlarimin 592 nm’deki renk degisimi, 40°C zamana bagli
olarak (0-20 dakika) belirlendi. Renk giderimi kontrole kars1 % renk giderimi olarak
ifade edildi.

3.13.7. Boya konsantrasyonunun renk giderimine etkisinin saptanmas

Renk giderimine boya konsantrasyonunun etkisini belirlemek icin farkl
konsantrasyonlarda (50-400 ppm) RB 19 iceren ortamlara (pH 3) 100uL enzim
eklendi ve 592 nm'’ de renk degisimi 40°C’ de saptandi. Renk giderimi kontrole karsi
% renk giderimi olarak ifade edildi.

TUm calismalar en ez Uc tekrarli olarak yUrutalmastar.

3.14. Dogal Jel Elektroforezi Uygulamas

Biyolojik olarak aktif proteinlerin ayrilmas: igin dogal poliakrilamid jel
elektroforezi galismalar1 yapilmisgtir. Fungus kiltur sivilari dogal poliakrilamid jel
kuyucuklarina yiklendikten sonra 40 mA’de yaklasik 1 saat yurtGlmistar. Y tritme
islemi sonrasi, jel 40 °C’de, ABTS iceren asetat tamponunda (pH 4.8) bekletilerek
aktivite boyama islemi yapilmis ve lakkaz aktivitesi incelenmistir (Birhanli and
Y esilada, 2010).
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Lakkaz enzimi; genis substrat 6zgulligl, ekstraselller bir enzim olmast,
fenolik ve fenolik olmayan bilesikleri oksitleyebilmesi agisindan enzim Gretimi,
biyolojik agartma, biyolojik kagit hamuru Gretimi, endtstriyel atiksularin muamelesi,
boyalarin renginin giderimi gibi bircok alanda oldukca dikkat ¢eken ve kullamlan bir
enzimdir (Toca-Herreravd., 2001). Fakat bu islemler icin disik maliyette ve ylksek
miktarda enzim Uretimi gerektiginden uzun bir zamandan beri arastiricilarin ilgisi
biyoteknolojik uygulamalarla yiksek miktarda enzim dretimine yonelmistir
(Yesilada, 1992). Kati substrat fermentasyonu (KSF) olarak da ifade edilen kat1 faz
fermentasyonu (KFF) ile ylksek miktarda enzim Uretimi yapilabilmektedir (Boran ve
Yesilada, 2011). KSF islemlerinde agirlikli olarak, lignosellilozlu ham maddeler
olan tarimsal atiklar/ham maddeler kati substrat olarak kullamlimaktadir. Bu
lignosellilozlu substratlar fungus igin besin kaynag: saglamalarinin yam sira
fungusun dogada yasadig1 stirece benzer bir tutunma ytzeyini de olusturmaktadirlar.
Bu tip atiklarin kullamimast dogaya ¢ikan atik lignoselltloz kaynakli kirlilik yikinu
azaltmakta ve ayrica distk maliyetli ham madde sunmaktadir.

Tez calismasinda gesitli lignosellilozlu ham maddeler; fungus ve buna bagli
olarak lakkaz uUretim amaciyla kullamlmis ve lakkaz Gretiminin optimizasyonu
calisilmistir. Bu amagla farkli nemlendirme sivilari ve farkli indikleyicilerin lakkaz
Uretimine etkisi test edilmistir. Calismada ayrica tava tipi fermentdr modelinde de
Uretim arastirilmustir. Tez kapsaminda elde edilen ham lakkaz enzimlerinin aktivitesi
ve kararlihigina, sicaklik ve pH' min etkisi de test edilmistir. Elde edilen ham lakkaz
orneginin boyar madde renk giderim yetenegi de calisil mistir.

4.1. Cahsmada Kullanmilan Fungudlarin Sabouroud Dekstroz Agar Ortaminda
Lakkaz Aktiviteleri

Tez calismasinda oncelikle yeni izole edilmis Funalia trogii, Ganoderma
lucidum ve Trametes versicolor’in 0.5mM 2,2’-azinodi-[3-ethyl-benzo-thiazolin-
sulphonate] (ABTS) igeren Sabouroud Dekstroz Agar (SDA) ortamlarinda lakkaz
aktiviteleri izlenmistir. Bu amagla, 0.5mM ABTS iceren SDA ortamlarina 1cm
capinda olacak sekilde funguslar ekilmis ve drnekler 30°C’de statik olarak 24 saat
inklibasyona birakilmistir. Bu slrenin sonunda lakkaz varligi arastirilmstir.
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Fungusun lakkaz Gretimine bagli olarak ABTS oksidasyonu sonucu olusacak mor
renk lakkaz varligimin gbstergesidir.

Kullanilan U¢ fungus da lakkaz enziminin ABTS oksidasyon aktivitesine
bagli olarak Uredikleri alanda mor renk olusturdular. Bu 6n calisma, calismada
kullamlmasi planlanan funguslarin lakkaz Ureticisi olduklarim ortaya koydu (Sekil
4.1.a,b, c).

Sekil 4.1. ABTS iceren SDA ortamlarinda F.trogii (&), G.lucidum (b) ve
T.versicolor’da (c) lakkaz varlig:.

4.2. Kat1 Substrat Fermentasyonu Ortamlarinda Optimizasyon Calismalar:

KSF calismalarinda Uretim kosullar1 oldukca 6nemli olup fungusun enzim
Uretimini de dnemli Glglde etkilemektedir (Boran ve Yesilada, 2001). Bu amacla,
caligmanin ilk asamasinda lignoseltiloz kaynagi olan kat1 substrat, kat1 substratin nem
seviyesi, ve ayrica inkiibasyon sicakligi ve ortamin baslangic pH’ sinin funguslarin

lakkaz Uretimine etkisi arastirilmustir.
4.2.1. Farklh kat1 substrat iceren ortamlarda fungudarin lakkaz tretimi

KSF islemlerinde besinsel kaynak olarak ta rol oynadiklarindan kullamlacak
lignoselllozlu kaynak oldukca 6nemlidir. Bu nedenle, ilk olarak farkl: lignoseltiloz
kaynagi olan kati subdstratlar belirlendi. Bu amagla; cesitli  lignosellloziu
hammaddeler kat1 substrat olarak test edildi; bugday kepegi, atik yaprak, atik kavak
talasi, atik ceviz kabugu, atik kozalak, atik bugday samam ve atik misir kocani.
F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor lignoselllozlu atiklar Uzerinde Uretilerek
funguslarin KSF sirecinde lakkaz aktiviteleri arastirilch. Sekil 4.2-4.4'te fungus
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ekilmis ve ekilmemis bugday kepegi ortamlarinin makroskobik olarak ve Taramali
Elektron Mikroskobundaki (SEM) fotograflar: gorilmektedir.

Sekil 4.2. Bugday kepegi ortamunin makroskobik (a) ve SEM gérantisi (b), bugday
kepegi ortaminda Uretilmis F.trogii’ nin makroskobik (c) ve SEM goruntst (d)
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Sekil 4.3. Bugday kepegi ortamunin makroskobik (a) ve SEM gérantisi (b), bugday
kepegi ortaminda Uretilmis G.lucidum’ un makroskobik (c) ve SEM gorunttisi (d)
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(b) (d)

Sekil 4.4. Bugday kepegi ortamunin makroskobik (a) ve SEM géruntisi (b), bugday
kepegi ortaminda Uretilmis T.versicolor’ in makroskobik (c) ve SEM goruntisi (d)

F.trogii’nin 30°C ve dtatik kosullarda dretildigi bugday kepegi ortaminda en
yuksek lakkaz aktivitesi 6008+53 U/L olarak tespit edildi. Diger lignosellloziu
atiklarin kullanmldig1 ortamlarda ise daha dustk lakkaz aktiviteleri saptandi. Kozalak
ortaminda 636450 U/L aktivite belirlendi (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Kat1 substrat fermentasyonu sirecinde F. trogii ile 5. giinde elde edilen
lakkaz aktivite degerleri

G.lucidum ile yapilan calismada da F.trogii ile yapilan calismayla benzer
olarak en ylUksek lakkaz aktiviteleri bugday kepegi ve kozalak ortamlarinda
belirlendi. Sekil 4.6'dan da gorulebilecegi gibi bugday kepegi ortaminda 2814+105
U/L, kozalagin kullanildigi ortamdaise 873+114 U/L lakkaz aktivitesi saptandi.

3500 -
3000 + B Bugday kepegi
| . -
S 2500 - @ Ceviz kabugu
g B Kozalak
S 2000 O Kavak talasi
j(ﬁ 1500 - B Yaprak
& @ Misir kogam
f?é 1000 - @ Bugday saman
-

500 -
0 - .
5 Zaman (GUn)

Sekil 4.6. Kat1 substrat fermentasyonu stirecinde G.lucidumile 5. giinde elde edilen
lakkaz aktivite degerleri
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T.versicolor ile yurttilen gcalismada en yiksek lakkaz aktiviteleri sirasiyla
bugday kepegi, kozalak, yaprak ve bugday samam ortamlarinda saptandi. Bu
degerler bugday kepegi ve kozalak icin sirasiyla 906135 U/L ve 577+730 U/L
olarak tespit edildi (Sekil 4.7).

1200 -
B Bugday kepegi
—~ 1000 ~ O Cevizkabugu
S m Kozalak
D 800 - O Kavak talasi
2 B Yaprak
2 600 -
< O Misir kocan
N i @ Bugday samam
~ 400
®
-
200 -
0 .

5 Zaman (GUn)

Sekil 4.7. Kat1 substrat fermentasyonu siirecinde T.versicolor ile 5. giinde elde edilen
lakkaz aktivite degerleri

Y apilan ¢aligmalardan goraldigu gibi F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’la
en yuksek lakkaz aktivitesi kat1 substrat olarak bugday kepegi iceren ortamlarda elde
edildi. Aym funguslarla inkiibe edilen ortamlarda ikinci en yiksek lakkaz aktivitesi
kozalak iceren ortamlarda belirlendi. Bu nedenle calismalarin bundan sonraki
asamalarinda kat1 substrat olarak bugday kepegi ve kozalak kullanilmistir.

4.2.2. inkiibasyon sicakhigimin funguslarin lakkaz tiretimine etkisi

Sicaklik, mikroorganizmalarin Uremesi ve gelisimini buna bagli olarak da
enzim aktivitesini etkileyen en onemli faktorlerden birisidir. Sicaklik funguslarin
lakkaz Uretimini de etkiler (Krishna, 2005). Bu nedenle farkli KSF ortamlarinda en
yuksek lakkaz Uretimi icin gerekli sicaklik araligi belirlenmistir. Bu amagla, 5 gun
boyunca farkli sicakliklarda (20-40°C) Uretim yapilmistir. Bugday kepegi kullanilan
ve F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’in kilttre edildigi ortamlarda en yuksek
lakkaz aktivitesi 30°C’'de sirasiyla 6008+53 U/L, 2814+105 U/L, 906+135 U/L
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olarak saptandi (Sekil 4.8). Benzer olarak kozalagin kullanildigi calismalarda da
funguslar icin en uygun sicakligin 30°C oldugu gozlendi (Sekil 4.9).

7000 -

60004 = leaam-m-- .
g - .
2 50007 . ', - @ - F.trogii
g 4000 - . " —#— G. lucidum
é ‘ T.versicolor
< 3000 |
E 2000
@
_I -

1000 - - {

0 n ,
20 25 30 35 40  Sicaklik (°C)

Sekil 4.8. Inkubasyon sicakligimin distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi
ortaminda bes guin Uretilen funguslarin lakkaz Uretimine etkisi
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—— G. lucidum
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200 -
100 +

Sicaklik (°C)

Sekil 4.9. inkubasyon sicakliginin distile su ile nemlendirilmis kozalak ortanminda
bes giin Uretilen funguslarin lakkaz tretimine etkisi

Calisma sonucu; F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’da lakkaz Uretimi icin
optimum sicakligin 30°C oldugu saptand.
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4.2.3. Baslangi¢ pH’ ssimin fungudlarin lakkaz tretimine etkis

Ortam pH’ st enzim Uretimini etkileyen 6énemli bir faktordir (Krishna, 2005).

Bu pH degeri, kullanilan fungus ve Uretim sartlarina bagli olarak degisebilmektedir.

Bu nedenle, baslangic pH’sinin lakkaz Uretimine etkisinin belirlenmesi amaciyla

bugday kepegi ortamlarinda calismalar yurttldd. Yapilan calismada en yuksek

lakkaz aktiviteleri F.trogii ve T.versicolor funguslari icin pH 6'da srrasyla
8017+653 U/L ve 819+14 U/L olarak tespit edilirken G.luciduntda pH 5 ortaminda

1925+24 U/L olarak belirlendi (Sekil 4.10). Bununla birlikte pH 6 ortamiyla 6nemli
bir farklilik g6zlenmedi.
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—#— G. lucidum
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Sekil 4.10. Ortam pH’ sinin distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi ortaminda
bes giin Uretilen funguslarin lakkaz tretimine etkisi

Kat1 substrat olarak bugday kepegi yerine kozalak kullamlan calismalarda

lakkaz aktiviteleri bugday kepegi ortamlarina gore daha disik saptandi. F.trogii icin

bugday kepegi ortamu ile benzer sekilde en yiksek lakkaz aktivitesi pH 6 ortaminda

tespit edildi (89356 U/L). G.lucidum’'da da bugday kepegi ortaminda oldugu gibi

pH 5'de 787+28 U/L lakkaz aktivitesi belirlendi. T.versicolor’da kozalak ortaminda

en yuksek lakkaz aktivitesi pH 4'te (756x67 U/L ) saptand: (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Ortam pH’sinin distile su ile nemlendirilmis kozalak ortaminda bes giin
uretilen funguslarin lakkaz Uretimine etkisi

4.2.4. Nemlendirme oraninin K SF siirecinde lakkaz aktivites tUizerine etkis

KSF, serbest suyun olmadig: ve kat1 substratlar Gzerinde mikroorganizmalarin
Uretildigi  bir uygulama olmasi dolayisiyla kullamlacak olan kat1 substrati
nemlendirmek icin gerekli olan su miktar1 oldukca 6énemlidir. Nemlendirme sivisinin
gerekenden az ya da fazla olmasi enzim aktivitesini de etkiler. Clnkl distk nem;
besin difizyonunu, mikrobiyal Uremeyi, enzim kararliigint ve substrata
ulagilabilirligi azaltmaktadir. Diger yandan nem miktar1 yiksek oldugunda ise
partikiller bir araya yigilabilmekte, gaz transferi simirlanabilmekte ve ayn1 zamanda
bakterilerle rekabet artmaktadir (Krishna, 2005). Bu nedenle, optimum nem seviyesi

onemlidir.

Optimum nem seviyesinin belirlenmesi amaciyla yapilan calismada bugday
kepeginin nemlendirilmesi icgin farkli nemlendirme sivisi oranlart (%50, %75 ve
%85) denenmistir. pH 6 tamponu ile nemlendirilen kilttrler 30°C de statik olarak
uretildi. F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’in 5 giin inkiibe edildigi kiltirlerde her
¢ fungus icinde lakkaz Uretiminde en etkin olan nem miktar1 %75 olarak sirasiyla
111904435 U/L, 1206+18 ve 737+9 U/L olarak saptandi. Bu degerden diistk (%50)
ve yuksek (%85) nemlendirme oranlarinda lakkaz tretimi dnemli oranda baskiland:
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(Sekil 4.12). Yapilan calismalar sonucunda KSF siirecinde nem miktarimin da bu
funguslar icin lakkaz Uretimi agisindan énemli oldugu gorulda.
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Sekil 4.12. Nemlendirmenin bugday kepegi ortaminda bes gun Uretilen funguslarin
lakkaz Uretimine etkisi

4.3. Indiikleyicilerin ve Ek Faktorlerin Lakkaz Uretimine Etkisi
4.3.1. Soya unu ilavesinin lakkaz Uretimine etkis

Soya fasulyesinin kavrulup ogltilmesiyle elde edilen soya unu, %53 protein
icerigine sahip olmakla birlikte miukemmel bir demir, kalsiyum ve B vitaminleri
kaynagidir  (http://www.soyaunu.com/?module=modul_tek& modul=142& cat=206;

http://www.hammaddel er.com/index.php?option=com_content& view=article& id=46
25& Itemid=408).

Zengin igeriginden dolay: lakkaz aktivitesini indiklemek amaciyla bugday
kepegi ortamina gesitli oranlarda soya unu eklenmistir. Y trttlen galismada 1:1, 2:1,
4:1 ve 9:1 oranlarinda bugday kepegi:soya unu karigimlar: kati substrat olarak
kullarildi ve distile su ile nemlendirilip ekim yapildiktan sonra 5 giin inktibe edildi.
F.trogii ile yurGtulen calismada yalnizca bugday kepegi iceren ortamda 600853 U/L
lakkaz aktivitesi belirlenirken bugday kepegine 1:1 oraminda soya unu eklendiginde
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lakkaz aktivitesi 15238+2847 U/L’ye yikseldi. Bu oran 2:1 oldugunda ise 19050+
2059 U/L lakkaz aktivitesine ulasildi.

G.lucidum’ da yalmzca kepek iceren ortamda lakkaz aktivitesi 2814+105 U/L
iken 1:1 oraninda bugday kepegine soya unu ilave edilen ortamdaki Uretimde lakkaz
aktivitesinin induklendigi goruldi (4080+£826 U/L). T.versicolor’ da bugday kepegine
soya unu ilave edildiginde lakkaz aktivitesinde az bir oranda artis izlenmistir (Sekil
4.13).
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X
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©
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5000 -
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F .trogii G.lucidum T.versicolor

Sekil 4.13. Digtile su ile nemlendirilmis bugday kepegi ve soya unu iceren
ortamlarda funguslarin 5 giin inktibasyon sonrasi lakkaz aktiviteleri

4.3.2. Yaprak eklenmesinin K SF siirecinde lakkaz aktivites Uzerine etkis

Calismada atik bir hammadde oldugu icin lignoselllozlu ortama atik yaprak
eklenmesinin lakkaz aktivitesi Uzerine etkisini saptayabilmek amaciyla bugday
kepegi ortamina farkli oranlarda (1:1, 2:1, 4:1, 9:1) 6gitilmus Platanus orientalis
(Cinar) yaprag: eklendi. Bu lignoselulozik kati substratlar nemlendirildikten sonra
ayr1 ayr1 olmak Uzere F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor ekilerek 5 gun boyunca
inkubasyona birakildi. Yapilan ¢alisma sonucunda kati substrat ortamina yaprak
ilavesinin olumlu bir etkisinin olmadigi gozlendi (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. Digtile su ile nemlendirilmis bugday kepegi ve yaprak iceren ortamlarda
funguslarin 5 guin inklibasyon sonrasi lakkaz aktiviteleri

4.3.3. Maya 6zutl ilavesinin K SF siirecinde lakkaz aktivites tzerine etkis

Maya Oziti  mikroorganizmalar igin iyi  bir  besinsel  kaynaktir
(http://www.condalab.com/pdf/1038.pdf). Bu nedenle bugday kepegi iceren kati

substrat  ortamlarim  nemlendirmek icin  kullamlan distile suya farkl
konsantrasyonlarda olacak sekilde maya 6ziti eklenmis ve 5 gunlik dretim
sonucunda funguslarin lakkaz aktivite degisimleri degerlendirilmistir.

Maya OzitUinin F.trogii'nin lakkaz Uretimine olumlu etkisi gozlenirken,
G.lucidum’ da 6nemli bir indiklenme gorilmedi. T.versicolor’da ise lakkaz Uretimi
Uzerine negatif etkisi saptanmistir (Sekil 4.15). Sonuglar, yiksek diizeyde maya
0ziiti eklenmesinin G.lucidum'un lakkaz Uretimi Uzerine Onemli bir etkisinin
olmadigini, bununla birlikte diger iki fungusta inhibe edici bir etkisinin oldugunu
gostermektedir. Y Uksek miktarda maya Ozutinin bazi funguslarin lakkaz aktivitesi
Uzerine negatif etkisi yuksek dizeylerin enzim Uretimini  etkileyebilecegini
gostermektedir (Risdianto vd., 2012).
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Sekil 4.15. Maya 0zitl igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 substrat ortamlarinda
lakkaz aktivitesi

4.3.4. Bakirin lakkaz Giretimine etkis

Lakkaz enzimleri, coklu bakir igeren oksidazlardir. Yani bakir lakkazin
onemli bir bilesenidir (Gianfreda vd., 1999). Lakkaz enziminin kofaktort olan bakir,
lakkaz aktivitesini indiklemek icin kullanilan bir metaldir. Birgok mikroorganizma
icin gerekli bir mikro element olmakla beraber aymi zamanda da belirli
konsantrasyonlar Uzerinde toksik etkisi oldugu rapor edilmistir (Cervantes ve
Gutierrez-Corona, 1994; Labbé ve Thiele, 1999; Birhanli ve Yesilada, 2006). Bu
nedenle bakirin uygun konsantrasyonda kullamlmas sarttir.

Y Uriitulen calismada farklt bakir konsantrasyonlarimin (1, 5 ve 10 mM) lakkaz
Uretimine etkisini saptamak icin cesitli oranlarda bakir iceren distile su ile
nemlendirilmis bugday kepegi ortamlarinda lakkaz aktivitesi olculdi. F.trogii,
G.lucidum ve T.versicolor igin ¢zelikle 10 mM bakir igeren ortamlarda lakkaz
aktivitesinin 6nemli Olclide arttigi gozlendi. F.trogii fungusunda lakkaz aktivites
distile su ortaminda 6008+53 U/L iken 10mM bakir iceren ortamda 133441634
U/L’ye ulastig1 gorildi. G.lucidum'da ise digtile su ortaminda 2814+105 U/L olan
lakkaz aktivitesi 10 mM bakir ortaminda aktivite 1,8 kat fazla bulundu (5199+133
U/L). T.versicolor’da ise bakir icermeyen ortamda lakkaz aktivitesi 906135 U/L
iken 10mM Cu iceren ortamda 1107+349 U/L’ye yukseldi. Sekil 4.16 dan da
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gorildugt gibi bakir kullanilan her konsantrasyonda F.trogii’ nin lakkaz Gretimi
Uzerine pozitif etki yaparken, G.lucidum'da 10 mM bakir uygulamasi olumlu bir etki
gbgtermistir. T.versicolor’ daise pozitif anlamda 6nemli bir degisim gdzlenmemistir.
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Sekil 4.16. Bakir iceren distile su ile nemlendirilmis kat1 ortamlarda lakkaz aktivitesi

4.3.5. Mdasan KSF siirecinde lakkaz tiretimine etkis

Melas, seker elde etmek icin seker pancarinin islenmesi sirasinda ortaya ¢ikan
koyu kahve renkli kolloidal atik bir maddedir. 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 (Kahyaoglu ve Konar, 2006).

Melas, zengin iceriginden dolay: kat1 ortamda lakkaz Uretimini indiklemek
amaciyla nemlendirici olarak test edildi. Zengin bir igerige sahip olan melasin kat1
substrat ortaminda lakkaz Uretimine etkisini saptayabilmek icin bugday kepegi %1,
5, 10 oranlarinda melas ile nemlendirildi. Yapilan ¢alismada nemlendirme sivist
olarak melas kullaniminin F.trogii’ de lakkaz Uretimini indikledigi saptandi. Distile
su ortaminda F.trogii’nin lakkaz aktivitess 6008+53 U/L olarak saptanirken %10
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melas ortaminda bu deger 12038+2207 U/L olarak saptandi. Melas G.lucidum ve
T.versicolor’un lakkaz Gretimini induklememistir (Sekil 4.17).
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Sekil 4.17. Melas ile nemlendirilmis bugday kepegi iceren ortamlarda lakkaz
aktiviteleri

4.3.6. Soya unu ve bakir iceren kat1 substrat ortamlarinda funguslarin lakkaz

aretimi

Soya unu ve bakirt ayr1 ayri iceren distile su ile nemlendirilmis bugday
kepegi ortamlarinda F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor'in lakkaz Uretimlerinin
indiklendigi daha 6nce saptanmist1 (Sekil 4.13, Sekil 4.16). Buna bagli olarak bu
kissimda, yiUksek aktivite degerlerine ulasilan 1:1 ve 2:1 oranlarinda bugday
kepegi:soya unu karisimlart kati substrat olarak kullamlimis ve bu ortamlar 5 ve 10
mM bakir iceren distile su ile nemlendirerek lakkaz tretimine her iki kosulun etkisi
arastirilmistur.

F.trogii’ nin Uretildigi yalmzca kepek iceren ortamda 600853 U/L olan
lakkaz aktivitesinin, 5 mM bakir ilavesiyle 10430598 U/L’ye ulastigi izlendi.
Kepek ortamina 2:1 oraninda soya unu ilave edildiginde ise 4.94 kathk bir artisla
aktivite 29699+4961 U/L olarak tespit edildi.
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G.lucidum’'da bakir icermeyen bugday kepegi ortaminda lakkaz aktivitesi

2814+105 iken 5mM bakir eklenmis 1:1 bugday kepegi:soya unu ortaminda
41724423 U/L, 2:1 bugday kepegi:soya unu ortaminda ise 4134+652 U/L olarak
belirlendi. T.versicolor’da ise lakkaz aktivitesinin bakir icermeyen gruba gore soya

unu igeren ortamlarda (1:1 ve 2:1) arttigi izlendi (Sekil 4.18).

F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’in lakkaz aktivitesinin bakir eklenmemis

olan bugday kepegi ortamlarina kiyasla 10 mM bakir iceren tim ortamlarda
indiklendigi izlendi (Sekil 4.19). Ozellikle F.trogii'de bakir eklenmeyen kepek
ortaminda 600853 U/L olan lakkaz aktivitesi 10mM bakir eklenmis 1:1 bugday
kepegi:soya unu ortaminda 6nemli olgiide artarak 32085+4044 U/L degerine ulasti.
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Sekil 4.18. 5mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
kat1 ortamlarinda lakkaz aktivitesi
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Sekil 4.19. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
kat1 ortamlarinda lakkaz aktivitesi

4.3.7. Nemlendirme svia olarak bakir eklenmis melasan kullamldig:

cahismalarda funguslarin lakkaz tretimi

Daha once yapilan calismalarda melas ile nemlendirilmis bugday kepegi
ortaminin zellikle F.trogii’ nin lakkaz Gretimini indikledigi saptanmuisti (Sekil 4.17).
Buna bagli olarak, 1:1 ve 2:1 oramnda bugday kepegi: soya unu iceren ortam, bakir
iceren ve bakir icermeyen %10 melas ile nemlendirilerek fungus ekilmis ve lakkaz
aktiviteleri saptanmistir. Optimum sicaklik ¢alismasinda (Sekil 4.8) en yiiksek lakkaz
aktiviteleri 30°C’ de elde edildiginden yapilan ¢alisma 30°C’ de yuritulmastr.

Melas ile nemlendirilen 1:1 oraminda bugday kepegi:soya unu ortaminda
Uretilen F.trogii'nin lakkaz aktivitess 26778+1773 U/L olarak belirlendi.
Nemlendirme ortamina 10mM bakir eklendiginde ise lakkaz aktivitesi 26847+2649
U/L degerindeydi. 2:1 bugday kepegi:soya unu ortaminda ise bakir icermeyen
ortamda lakkaz aktivitesi 17443+2249 U/L iken bakir ilave edildiginde 22525+3241
U/L degerine ulasti. G.lucidum’'da bakir ilavesi lakkaz aktivitesini indiklemezken
T.versicolor’'da soya ununun ilave edildigi iki ortamda da (1:1 ve 2:1) bakir
icermeyen ortama karsin lakkaz aktivitesinde artis izlendi (Sekil 4.20 ve 4.21).
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Sekil 4.20. %10 Melas ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu kat1 ortamlarinda
elde edilen lakkaz aktiviteleri
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Sekil 4.21. 10mM bakir igeren %10 luk Melas ile nemlendirilmis Bugday kepegi+
soya unu kat1 ortamlarinda elde edilen lakkaz aktiviteleri

Y uritulen calismalara gore ise kat1 substrat olarak 1:1 bugday kepegi:soya
unu ve nemlendirme sivisi olarak da 10 mM bakir igeren distile suyun kullanildig:
uygulamalarda lakkaz Uretiminin 6nemli oranda indiklenebilecegini gostermistir.
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4.4. Tava Tipi Fermentor Calismalar:

Tava tipi fermentérler, KSF islemlerinde en yaygin olarak kullanilan
fermentor tipidir. Bu tip fermentorler cok eski yillardan beri bilinmektedir.
Gunuimuzde tempeh gibi geleneksel Grinlerin Gretiminin yani sira diger cesitli
Urdnlerin Uretiminde de kullanilmaktadir (Pandey, 2004). Kati substrat bu tip
fermenttrlerde, fermentdre ince bir tabaka halinde yayilir ve ardindan da fungus
ekilip, havalandirma olacak sekilde inkiibe edilir (Rodriguez Couto ve Angeles
Sanroman, 20063, b).

Fermentor olarak kigluk olcekli erlen kullanilan calismalar tamamlandiktan
sonra daha biytk bir 6lcek olarak tava tipi fermentor calismalarina gecilmistir. Bu
amagla, boyutlar1 15cm x 27cm olan cam tava tipi fermentorler kullamlmustir (Sekil
4.22). Caligmalar iki farkli nemlendirici (distile su ve melas) ve bakir
iceren/icermeyen ortamlarda yUrutilmtstdr.

Sekil 4.22. Tavatipi fermentdrde Uretilmis G.lucidum kdlttrintn gérintisi

4.4.1. Distile su ile nemlendirilmis kat1 substrat ortamlarinda tava tipi
fermentér uygulamalari

Tava tipi fermentdr ortaminda daha 6nce erlen calismalarinda yiksek lakkaz

aktivitelerinin belirlendigi ortamlar kullanmlmstir. Bu amagla, F.trogii, G.lucidum ve
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T.versicolor distile su ile nemlendirilmis 1:1 bugday kepegi:soya unu ortanminda
Uretildi ve 30°C’'de 5 gun inklibasyon sonrasinda lakkaz aktiviteleri olculdu. Sekil
4.23'den de gorulebilecegi gibi F.trogii igin 7149+1019 U/L, G.lucidum igin
1582+276 U/L ve T.versicolor igin de 1279+402 U/L lakkaz aktivite degerleri
saptand.
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Sekil 4.23. Digtile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu iceren kat1 substrat
ortamlarinda tavatipi fermenttrde Uretilen kilttrlerinin lakkaz aktiviteleri

4.4.2. Bakir igeren distile su ile nemlendirilmis kat1 substrat ortamlarinda tava

tipi fermentor uygulamalari

Erlen calismalarinda en yUksek lakkaz aktivitesinin belirlendigi 10mM bakir
iceren distile su ile nemlendirilmis 1:1 oramnda bugday kepegi:soya unu ortanmu tava
tipi fermentOr ortaminda da denendi. F.trogii fungusu igin erlen kiltirlerinin lakkaz
aktivitesi 32085+4044 U/L iken tava tipi fermentdrde 22469+2622 U/L enzim
aktivitesine ulasildi. G.lucidum'da erlen ortaminda 3507+628 U/L, fermentor
ortaminda ise 2008+826 U/L lakkaz aktivitesi saptandi. T.versicolor’un erlen
kiltdrindeki ve fermentordeki lakkaz aktiviteleri ise sirasiyla 3516+390 U/L ve
2649+810 U/L degerlerinde belirlendi (Sekil 4.24).
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Sekil 4.24. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
iceren kati substrat ortamlarinda tava tipi fermentorde Uretilen kidlturlerinin lakkaz
aktiviteleri

4.4.3. Mélas ile nemlendirilmis kat1 substrat kullamlan tava tipi fermentérde

uygulamalari

F.trogii, G.lucidum ve T.verscolor funguslari %10'luk melas ile
nemlendirilen 1:1 bugday kepegi:soya unu ortaminda tava tipi fermentérde 30°C'de
5 glin inkdbe edildi. F.trogii kaltard icin 33295+2249 U/L, G.lucidum kalttrd icin
2973+220 U/L ve T.versicolor kultlrd iginse 2249+619 U/L lakkaz aktivite degerleri
tespit edildi (Sekil 4.25).

72



40000 -
35000 -
30000 -

25000 - B F .trogii

@ G.lucidum
O T.versicolor

20000 -
15000 -

L akkaz Aktivites (U/L)

10000 -
5000 -

0 - .
1:1 kepek:soya unu + %10 M elas

Sekil 4.25. %10’ luk melas ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu iceren kati
substrat ortamlarinda tava tipi fermenttrde Uretilen kulttrlerinin lakkaz aktiviteleri

4.5. Ham Lakkaz Enziminin Aktivite Calismalari
4.5.1. Sicakhgin ham lakkaz aktivitesine etkis

Bircok enzim yiksek sicaklikta denatire olmaktadir. Enzim katalizleyen
reaksiyonlar sicaklik artisiyla artar ¢inki enzim denatiire olana kadar ve katalitik
aktivite disene kadar molekiller arasi carpismalar siklasir. Sicakliga bagl
denatirasyona enzimlerin  aktif bolgesinin  bozulmasi ve tersiyer yapinin
denatiirasyonu neden olmaktadir (Palmer, 1991). Bu nedenle, oncelikle sicakligin
ham lakkaz aktivitesine etkisinin arastirilchg: calismalar yarattlmistir. Bu amacla,
enzim aktivitesi 20-85°C sicaklik araliklarinda ve pH 5'de belirlenmistir.

F.trogii ham lakkaz enziminin aktivitesi 70°C’ye kadar artrmistir. F.trogii ham
lakkaz enziminin aktivitesi 20°C'de 27132+3004 U/L iken 70°C’'de 156570+5131
U/L’ye yikseldi. 70°C’ den sonraise sicaklik artisi ile lakkaz aktivitesinin dismeye
basladig1 gbzlendi (Sekil 4.26). Bununla birlikte, 70-75°C’lerin tzerinde de yuksek
aktivite degerlerine ulasilmistir. G.lucidunt da enzim aktivitesinde 20°C’ den 70°C’ye
kadar sirekli bir artis izlenmis ve en yuksek aktivite 70°C’de saptanmistir (Sekil
4.27). 70°C’ de elde edilen lakkaz aktivite degeri 12280+753 U/L’dir. 70°C’ den sonra
ise lakkaz aktivitesi dismeye basladi. G.lucidum ham lakkaz enziminin aktivitesi 50-
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80°C'’ ler arasinda yuiksek degerlerdedir. T.versicolor’da ise lakkaz aktivitesi 50°C’ye
kadar yikselmis ve bu sicakliktan sonra 75°C’ye kadar benzer aktivite degerlerinde
devam etmistir. Ozellikle 75°C’ den sonra aktivite diismeye baslamistir (Sekil 4.28).

Lakkaz Aktivitesi (U/L)
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Sekil 4.26. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
besiyerinde Uretilmis F.trogii kdltdrlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkli sicakliklardaki lakkaz aktivite degerleri

L akkaz Aktivitesi (U/L)
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Sekil 4.27. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
besiyerinde Uretilmis G.lucidum kultirlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkl sicakliklardaki lakkaz aktivite degerleri
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Sekil 4.28. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
besiyerinde Uretilmis T.versicolor kilturlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkl sicakliklardaki lakkaz aktivite degerleri

4.5.2. pH min lakkaz aktivitesine etkis

Enzim aktivitess ortam pH’'sindan etkilendiginden pH'nin ham lakkaz
enziminin aktivitesine etkisi de arastirilmistir. Bu amacla, F.trogii, G.lucidum ve
T.versicolor’

in ham lakkaz enzimlerinin aktivitesi farkli pH degerlerinde (pH 2-7) 30°C'de
belirlenmistir. F.trogii ham lakkazi igin en yiksek aktivite pH 3.5'ta 79970+686 U/L
belirlenirken en disuk aktivite pH 7°de 108+7 U/L olarak tespit edildi (Sekil 4.29).
Yiksek asidik pH degerlerinde yuksek lakkaz aktiviteleri saptamrken pH 4.5tan
sonra aktivitenin distig gozlendi.
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Sekil 4.29. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
besiyerinde Uretilmis F.trogii kdlturlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkli pH’ lardaki lakkaz aktivite degerleri

G.lucidum ham lakkaz enzimi igin de F.trogii’de oldugu gibi yiksek asidik
pH degerlerinde yuksek lakkaz aktiviteleri elde edilirken 6zellikle pH 4.5 Gzerindeki
degerlerde aktivitenin belirgin bir sekilde distigu gozlendi (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
besiyerinde Uretilmis G.lucidum kulturlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkli pH’ lardaki lakkaz aktivite degerleri
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Sekil 4.31 incelendigi zaman T.versicolor’in ham lakkaz enzimi aktivitesi
Ozellikle yuksek asidik pH’larda lakkaz aktivitesinin yiksek oldugu ve pH 2.5-3
degerlerinin en yiksek lakkaz aktivitesinin elde edildigi degerler oldugu
gorilmektedir.
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Sekil 4.31. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
besiyerinde Uretilmis T.versicolor kilturlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkli pH’ lardaki lakkaz aktivite degerleri

4.5.3. Enzim aktivitesine pH ve sicakhgin birlikte etkis

Lakkaz enziminin birgok endustriyel uygulamadaki etkinligi reaksiyon
ortamindaki zamana bagli aktivasyonuna baglidir. Bu nedenle aktif kalabildigi
sicaklik ve pH degerleri cok 6nemlidir. Y ukarida yapilan ¢alismalarda sicaklik ve pH
araliginin ham lakkaz enziminin aktivitesini dnemli oranda etkiledigi ayr1 ayri
calismalarla saptanmustir. Bu nedenle, bu kisimda farkli pH ve sicaklik degerlerinin
ham enziminin aktivitesini nasil etkilediginin gbzlemlemek icin farkli pH ve sicaklik
degerlerinde enzim aktiviteleri Olglilmustur. Yapilan calismada, pH ve sicakligin
birlikte etkisine bakildiginda F.trogii’'nin ham lakkaz enziminin en yuksek
aktiviteleri pH 3 ortaminda 70°C’de 152250+7229 U/L, pH 3.5 ortaminda 60°C’ de
134277+259 U/L pH 5 ortaminda ise lakkaz aktivitesi diger pH degerlerine gore
daha disuk olmakla birlikte 50°C’ de 99715+3063 U/L olarak belirlendi (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unlu
besiyerinde Uretilmis F.trogii kdltdrlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkli pH ve sicakliklarda lakkaz aktivite degerleri

G.lucidum’'un ham lakkaz enziminin aktivitesine bakildiginda 30°C pH 3'de
10162+389 U/L, 50°C pH 3.5'da 10075+117 U/L, 60°C pH 3.5'da9176+249 U/L ve
70°C’ de ise 10421+461 U/L olarak belirlendi (Sekil 4.33).
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Sekil 4.33. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
besiyerinde Uretilmis G.lucidum kultirlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkli pH ve sicakliklarda lakkaz aktivite degerleri
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T.versicolor’daise pH 5'e kiyasla pH 3 ve pH 3.5 ortamlarinda daha yiksek
lakkaz aktiviteleri tespit edilmekle birlikte her ¢ pH degerinde de en yiksek lakkaz
aktivitelerinin 70°C’ de oldugu gorildi (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34. 10mM bakir iceren distile su ile nemlendirilmis bugday kepegi+soya unu
besiyerinde Uretilmis T.versicolor kilturlerinden elde edilmis ham enzim kaynaginin
farkli pH ve sicakliklarda lakkaz aktivite degerleri

4.6. Ham Lakkaz Enziminin Karar ik Calismalary
4.6.1. Sicakhgin enzim kararhihgina etkis

Enzimlerin kararliligi sicakliktan etkilenmektedir. Birgok enzim yiksek
sicaklikta denatiire olur ve kararliligint kaybeder. Enzimin sicakhik kararliligi,
uygulama slreci icin de Onemlidir. Bu nedenle, F.trogii, G.lucidum ve
T.versicolor’in ham lakkaz enzimlerinin aktiviteleri farkli sicakliklarda (4-80°C)
0.25-24 saatler arasinda inklbasyon siirecinde Olgulerek sicaklik kararlilig: saptand.
F.trogii ham lakkaz enzimi 4, 20, 30, 40 ve 50°C’'de 24 saat Slresince kararl: kaldi
(Sekil 4.35a, b). Kararlilik 60°C’de 6 saat boyunca devam ederken 24. saatte lakkaz
aktivitesinin %52'si korundu. Ham lakkaz enziminin 70°C’de 6 saat inkibasyon
sonucu lakkaz aktivitesinin  %34'G  korunurken, 80°C'de 2 saat inklbasyon
sonucunda aktivitenin %481 kaldi (Sekil 4.35 c, d).
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Sekil 4.35. F.trogii * nin ham lakkaz enziminin 4-20°C (a), 30-40°C (b), 50-60°C (c),

70-80°C (d) araliklarinda zamana bagl1 sicaklik kararlilig
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G.lucidum ham lakkaz enzim aktivitesi 50°C’ye kadar kararli kaldi. 60°C’ de
ise kararhlik 6 saat boyunca devam ederken 24.saatte azaldi. 70°C’de enzim
kararlilig1 2 saat inktibasyonda %37 korurken, 80°C’de kararliligin 0.5 saatte ancak
%5’ i korunabildi (Sekil 4.36 a, b, c, d).

T.versicolor’un ham lakkaz enzimi diger funguslara benzer sekilde 4, 20, 30,
40 ve 50°C’de 24 saat boyunca kararli kalirken, 60°C’de 6 saat stresince aktivite
kararliligi devam ettirip 24.saatte hizla dustigl izlendi. 70°C'de, 3 saat
inkubasyonda lakkaz aktivitesinin %50" sinden fazlasi korunurken, 80°C’'de ¢ok
yuksek olmamakla birlikte 2.saaste kadar lakkaz enzimi kararliligint %37 devam
ettirirken 2.saatten sonra hizla kararliligini kaybetti (Sekil 4.37 a, b, c, d).
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Sekil 4.36. G.lucidum’un ham lakkaz enziminin 4-20°C (a), 30-40°C (b), 50-60°C
(c), 70-80°C (d) araliklarinda zamana bagl1 sicaklik kararlilig:
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Sekil 4.37. T.versicolor’in ham lakkaz enziminin 4-20°C (a), 30-40°C (b), 50-60°C
(c), 70-80°C (d) araliklarinda zamana bagl1 sicaklik kararlilig:
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4.6.2. pH’ min enzim kar ar ihgina etkis

Ham lakkaz enziminin pH 3-9 araligindaki pH kararliligi 24 saat boyunca
belirlendi. F.trogii ham lakkaz enzimini en fazla pH 3'te aktivite kaybina ugrad: ve
24.saatte aktivitenin yalmzca %4'G korundu. pH 4'te ise 24 saatte sonrasinda
aktivitenin %35’i korunmustur. pH 5 ve daha yiksek pH degerlerinde ise aktivitenin
24 saat boyunca oldukca kararli kaldigi saptand: (Sekil 4.38).

G.lucidum’un ham lakkaz enziminde ise tim pH degerlerinde 6 saat boyunca
enzim aktivitesinde oldukca az bir aktivite degisimi olustu. 24.saatte en fazla aktivite
kaybi pH 3'te izlenirken kalan aktivite %28 olarak belirlendi. pH 4’ te %63, pH8' de
%43 ve pH9' da %56 kalan aktivite degerleri saptand: (Sekil 4.39).
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Sekil 4.38. F.trogii’ nin ham lakkaz enziminin pH 3, 4,5 (a) pH 5, 6, 7, 8, 9 (b) pH
kararlilig
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Sekil 4.39. G.lucidum'un ham lakkaz enzimininpH 3,4,5(a) pH 5, 6, 7, 8, 9 (b) pH
kararlilig

T.versicolor’da ise pH 3'te enzim kararlilig: ilk saatten itibaren azaldi ve 24
saatte kalan aktivite %47 olarak belirlendi. Diger pH degerlerinde ise ham enzimin
aktivitesinde 24 saat boyunca degisim gézlenmedi (Sekil 4.40). Ozellikle pH 6 ve
daha yiksek pH’ larda lakkaz enziminin 24 saat boyunca kararli kalabildigi izlendi.
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Sekil 4.40. T.versicolor’in ham lakkaz enziminin pH 3, 4,5 (a) pH 5, 6, 7, 8, 9 (b)
pH kararlilig
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4.7. Ham Lakkaz Enzimi ile Renk Giderim Calismalari

Boyar maddelerin renginin giderimi boyanin yapisina, uygulama kosullarina
ve boyar madde miktarina gore degismektedir. Bundan dolay: G.lucidum'un ham
enzim kaynagi ve Remazol Brilliant Blue R (RB 19) srasiyla renk giderim
calismalarinda kullanilacak enzim kaynagi ve boyar madde olarak secilmistir. Bu
kisimda, boyar maddenin renginin gideriminde baslangic pH’si, sicaklik, zaman,
enzim miktar1 ve boyar madde konsantrasyonunun etkisi arastiril mistir.

4.7.1. Baslangi¢ pH’ simin renk giderimine etkis

RB 19'un renginin giderimi igin oncelikle baslangic pH’simin  etkisi
arastirildi. Ham lakkaz enziminin (100pL) ve 100 mg/L boyar madde igeren
ortamlarda 30°C renk giderim aktivitesi incelendigi zaman, en iyi renk giderimi 300
saniyede pH 2.5, 3 ve 3.5'ta sirasiyla %17.24, %22.38 ve %20.25 olarak belirlendi
(Sekil 4.41).

——pH25
—=—pH3
——pH3,5
—=—pH4
pH 4,5
pH 5
——pH5,5
pH 6

Renk Giderimi (%)

Zaman (saniye)

Sekil 4.41. Ham lakkaz enziminin farkli pH’larda RB 19 renk giderim aktivitesi

4.7.2. Sicakhgin renk giderimine etkis

Sicakligin renk giderimine etkisini incelendigi calismalarda 100mg/L boyar
madde igeren pH 2.5, 3 ve 3.5 tamponlarina 100pL enzim kaynag: eklendi ve farkli
sicakliklarda (40, 50 ve 60°C) zamana bagli renk giderimi saptandi. 300. saniyedeki
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renk giderimi 40°C pH 2.5'ta %30.26, pH 3'te ise %28.98 olarak belirlendi. 50°C’de
ise en etkin renk gideriminin pH 3'te %29.95 oldugu goruldi. 60°C de ise renk
gideriminin 40 ve 50°C’ ye gore daha disik oldugu izlendi (Sekil 4.42 a,b,c).
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Sekil 4.42. Ham lakkaz enziminin farkl: sicakliklarda 40°C (&), 50°C (b), 60°C (c)
RB 19 renk giderim aktivitesi
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4.7.3. Zamanmn renk giderimine etkis

Renk gideriminin zamana bagl1 degisiminin belirlenmesi amaciyla galismalar,
en iyi renk gideriminin belirlendigi pH 3 ve 40°C’de 300 saniyeden daha uzun
sirelerde yuratalmistar. Ham enzim kaynagi (100uL) ve 100mg/L boyar madde
iceren ortamlarda 0-30 dakika arasinda renk degisimi incelenmistir (Sekil 4.43). En
etkin renk giderimi 20. dakikada %50.71 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.43. Ham lakkaz enziminin zamana bagli RB 19 renk giderim aktivitesi

4.7.4. Ham enzim miktarimn renk giderimine etkis

Enzim miktarinin renk giderimine etkisini saptamak icin farkli miktarlarda
ham enzim (50-400uL), 100mg/L boyar madde iceren reaksiyon ortamlarinda boyar
madde renk degisimi 40°C ve pH 3'te zamana bagli (0-20 dakika) olarak
saptanmistir. Enzim miktarimin degisim renk giderimi Uzerine dnemli bir etkisi
gbzlenmemistir (Sekil 4.44). En iyi renk giderimi 100 pL enzim kaynag: kullamlan
calismada % 50.71 olarak saptanmustir.
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Sekil 4.44. Ham lakkaz enzim miktarinin RB 19'un renk giderimine etkisi

4.7.5. Boya konsantrasyonunun renk giderimine etkis

Boya konsantrasyonunun renk giderimine etkisini saptamak icin calismalar
100puL enzim ve farkli konsantrasyonlarda (50-400mg/L) boyar madde iceren
ortamlara 40°C ve pH 3 yuritilmustir. Boya konsantrasyonu arttikga renk giderim
etkinliginin de arttigi1 izlendi. En etkin renk giderimi ise 400 mg/L boya
konsantrasyonunda %61.28 olarak belirlendi (Sekil 4.45).
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Sekil 4.45. Boyar madde konsantrasyonunun renk giderimine etkisi

4.8. Poliakrilamid Jel Elektorforezi Calismalari

KSF calismalarindan elde edilen ham lakkaz enzim kaynaginin zimogram
calismalar1 da yapilmis ve calisma sonucu aktivite boyamasi yapilarak jel Gzerinde
lakkaz varlig1 arastirilmustir. F.trogii ve G.lucidum icin birer lakkaz aktivite bandi
gozlenirken, T. versicolor i¢in 2 band gozlenmistir. Bu da, bu susta en az iki lakkaz
izozimi oldugunu gostermektedir (Sekil 4.46).

Sekil 4.46. F. trogii (1), G.lucidum (2) ve T. versicolor (3) kdltdr filtratlarimn ham
lakkaz enzim zimogramlar1
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5. TARTISMA VE SONUC

Lakkaz, hem fenolik hem de fenolik olmayan bilesikleri oksitleyebilme
Ozelliginden dolay1 bircok endlstriyel alanda oldukca dikkat ¢ceken bir enzimdir. Bu
enzim, kagit hamurunun agartiimasi, tekstil boyalarinin renginin giderimi, atik
sularin  muamelesi, kot agartiimasi, ¢esitli  kirleticilerin - yikim,  biyosensor
hazirlanmasi gibi birgok biyoteknolojik uygulamada kullamilmaktadir (Mienda vd.,
2011; Birhanli ve Yesilada, 2010; Boran ve Yesilada, 2011). Bu calismada, bu
enzimin kat1 substrat fermentasyonu (KSF) strecinde yiksek miktarda Uretimi ve
ayni zamanda tarimsal atik/ham maddelerin degerlendirilmesi amaglanmistir. KSF
islemleri ile etkin lakkaz Uretiminde; Uretici mikroorganizma, kullanilan kat1 substrat,
kat1 substrat1 nemlendirme orani, indukleyiciler, ortam pH’st ve sicakligi 6nemli
oranda etkilidir. Bu nedenle de dogadan yeni izole edilen funguslarin Gretim
kapasitesinin arastirilmast ve elde edilecek enzimin kararlilik ve optimizasyon

calismalarinin yapilmast gok dnemlidir.

Son zamanlarda lakkaz Greten yeni fungal soylarin bulunmasi, bu
mikroorganizmalar ile lakkaz Gretiminin optimizasyonu ve biyoteknolojik olarak
cevre dostu olan bu enzimin distik maliyette ve fazla miktarda tretimi oldukga 6nem
kazanmistir. Bu nedenle yiksek etkinlikte, cevre dostu ve dusik maliyetli lakkaz
Uretimi birgok arastiricinin ilgisini gekmektedir. Calismada dogadan izole edilip
tammlanan F.trogii, G.lucidum ve Trametes versicolor suslart kullamlmstir. Bu
suslar KSF sirecinde ilk kez bu amagla test edilmektedir. Bu nedenle, tncelikle
dogadan toplamip saf kiltir olarak elde edilen bu suslarin olasi Uretim yetenekleri
lakkaz substrat1 olarak ABTS iceren Sabouraud dekstroz kati ortaminda arastirilms
ve bu funguslarin lakkaz Urettikleri saptanmustir.

KSF de hem destek hem de besinsel agcidan fayda saglayan lignoseltiloziu
atiklar/nhammaddeler ve yiyecek endustrisi atiklart kullanilabilmektedir (Krishna,
2005; Boran ve Yesilada 2011, Ozmen and Yesilada, 2012). Lignin, seliloz ve
hemiseltloz icerdiklerinden dolayi, lignosellilozlu hammaddeler lakkaz enzimi gibi
Oonemli Urunlerin Uretiminde alternatif besiyeri olarak kullamilabilir. Calismamizda
F.trogii, G.lucidum ve Trametes versicolor’in lakkaz Uretim yetenekleri farkli kati
substrat iceren ortamlarda arastirilmstir (Cizelge 5.1).
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Cizelge 5.1. KSF sirecinde F. trogii, G.lucidum ve T.versicolor ile 5. gunde elde
edilen lakkaz aktivite degerleri (U/L)

Kullanilan fungus K at1 substrat Lakkaz Aktivitesi (U/L)
Funaliatrogii Bugday kepegi 6008153
Kozalak 636145
Kavak talasi 574423
Ceviz kabugu 355+34
Y aprak 598+96
Misir kogan 81+3
Bugday saman 106+1
Ganoderma lucidum Bugday kepegi 28144105
Kozalak 873114
Kavak talas 182+27
Ceviz kabugu 104+8
Y aprak 132+10
Misir kogan 101+13
Bugday saman 172+10
Trametes versicolor Bugday kepegi 906+135
Kozalak 577+73
Kavak talas 103+19
Ceviz kabugu 119+15
Y aprak 514421
Misir kogan 138+13
Bugday samant 275x2

Bugday kepegi, atik yaprak, atik kavak talasi, atik ceviz kabugu, atik kozalak,
atik bugday samam ve atik misir koganminin ayri ayri1 kati substrat olarak denendigi
calismalarda, lakkaz Uretimi icin en etkin kati1 substratin bugday kepegi oldugu
belirlenmistir. Bugday kepeginin enzim Uretimi igin etkili bir kat1 subtrat oldugu
rapor edilmektedir ve bu nedenle, bircok calismada lakkaz Uretiminde etkili bir

94



substrat olarak test edilmistir. Bugday kepegi bugday 6gitme fabrikasinda yiksek
miktarda Uretilen bir yan Grindir ve 6nemli bir karbon kaynagidir (Beaugrand vd.,
2004). Funguslar icin dogal habitatlarina benzer bir cevre saglayan ve hemiseliloz,
nisasta, seltiloz, protein, lignin iceren bir substrat olmasi ek bir avantgjdir (Maes ve
Delcour, 2001; Murugesan vd., 2007). Pleurotus pulmonarius'un bugday kepegi
ortaminda lakkaz Uretebildigi rapor edilmistir (De Souza vd., 2002). Bugday
kepeginde ferulik, kumarik, siringik, gentisik ve kafeik asit gibi fenolik bilesikler
bulunmaktadir (Onyeneho ve Hettiarachchy, 1992, Hegde vd., 2006). Fenolik
bilesiklerin lakkaz aktivitesini indikleyen énemli bilesikler oldugu bircok calismada
rapor edilmistir (Berka vd., 1997; Farnet vd., 2004, Revankar ve Lele, 2006).
Belirtilen nedenlerle, bugday kepegi ortaminda funguslar etkili lakkaz Uretimi
saglayabilir ve bu calismada da yiksek lakkaz aktivite degerlerine ulasilmustir.
Ganoderma sp. Uretilen ortamda en yuksek lakkaz aktivitesi 974 U/gds olarak rapor
edilmistir (Revankar vd., 2007). Ozsolen vd. (2010) tarafindan yapilmis olan diger
bir calismada ise farkli kat1 substratlar Uzerinde T. versicolor ATCC200801’in
30°C’de 12 giin boyunca Uretimi sonucunda yonca saman ortaminda 22.36 U/mL ve
bugday kepegi ortaminda da 19.77 U/mL lakkaz aktivitesi rapor edilmistir.
Calismamizda ise T.versicolor icin daha dusik aktivite degeri elde edilmistir. Bunun
nedeni ortam sartlarimin ve 6zellikle kullamlan fungal soyun farkli olmasi olabilir.

Bircok calismada da farkli kati substratlarin lakkaz Uretimine etkisi
arastirilmistir (Cizelge 5.2). Bu calismalar, kat1 substrat ve kullamlan susun lakkaz
Uretimi agisindan Onemli oldugunu gostermektedir. Osma vd. (2011b) yaptig:
calismada kat1 ve sivi fermentasyon ortamlarim maliyet agisindan karsilastirip ayni
zamanda lakkaz aktiviteleri icin de test etmistir. Bu amagla, koltir ortamlar:
degistirilerek lakkaz aktiviteleri Olcilmis ve maliyet hesaplari da yapilmistir.
Bugday kepegi kullandiklari KSF calismalarinda T.pubescens igin 10. gliinde 2500
U/L lakkaz aktivitesi belirlemis ve Uretim sartlart degisse de KSF ortaminin SF
ortamina gore oldukga disuk maliyetli oldugunu rapor etmistir. Balaraju vd. (2010)
Oudemansiella radicata ile bugday kepegi ortaminda inktbasyonun 14. guninde
11.473 U/mL ve piring kepegi ortaminda 25.784 U/mL lakkaz aktivitesi degerlerine
ulagsmuglardir. Elisashvili vd. (2008a) yaprak atigim kati substrat olarak kullandiklart
calismada, T.versicolor igin 662+71 U/L ve F.trogii icin 458+54 U/L lakkaz
aktivites belirlemistir. Aym calismada bugday samanmt kullamldiginda ise
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T.versicolor’da 137+14 U/L, F.trogii’de ise 760£70 U/L lakkaz aktivitesi rapor
edilmistir. Yaprak atigim kati substrat olarak kullamldigi calismamizda ise
T.versicolor ile 5. gunde 514+21 U/L ve F.trogii ile 598+96 U/L lakkaz aktivitesi
tespit edildi. Bugday samammin kati substrat olarak kullandigi durumda aktivite
degerleri T.versicolor igin 275+2 U/L ve F.trogii igin 106x1 U/L olarak belirlendi.
Uretim sirecinde funguslar ve substratlar ayn: olsa dahi sicaklik, nemlendirme sivisi,
nemlendirme oram gibi Uretim sartlarindan dolay: farkli aktivite sonuclari elde
edilebilmektedir. Elisashvili vd., (2008b), yaprak ve bugday samammn kati substrat
olarak kullandiklar1 calismada, yaprak kullamlan ortamda en yiksek lakkaz
aktivitesini Lentinus edodes IBB 123 ve L.edodes IBB 363 icin sirasiyla 57 U/erlen
ve 52 Ulerlen olarak rapor etmislerdir. Pleurotus ostreatus 2175, P. dryinus BB 903
ve P. tuberregium IBB 624 icin ise sirasiyla 15 U/erlen, 16 Ulerlen ve 20 Ulerlen
lakkaz aktiviteleri belirlenmistir. Talasin kat1 substrat olarak denendigi bir ¢calismada
Pleurotus ostreatus ile 0.15 U/mL lakkaz aktivitesi elde edilmistir (Hasmin, 2012).
Calismamizda, F.trogii ile talas ortaminda daha yiksek lakkaz aktivitesine
ulagilmigtir. Bu, Gretimde kullanllan fungusun ve hatta susun  6nemini
gostermektedir. Risdianto vd., (2012) tarafindan yapilan ¢alisma da misir kogani
ortaminda T.versicolor 7. gunde 220.14 U/L lakkaz urettigi rapor edilmistir.
Calismamizda ise 138.12 U/L aktivite belirlenmistir. Uretimde kullanilan fungus ve
kullanilan kat1 substrat aym olmasina ragmen susun, nemlendirme ortaminin, Gretim
sartlart ve inkibasyon siresinin farkli olmasindan dolay: lakkaz aktiviteleri de
degismektedir. Trametes versicolor FPRL 28A INI'min distile su ile nemlendirilen
zeytin yaprag: Uzerinde Uretildigi ¢alismada lakkaz aktivitesi Uretimin 26. guniinde
30.98 U/g dsolarak belirlenmistir (Aydinoglu ve Sargin, 2013).

Y apilan ¢alismalar, substrat ortamlar1 ve funguslar (hatta suslar) degistikce
uretim sartlarimin da etkisi ile farkli lakkaz aktivitelerine ulasilabilecegini
gostermektedir (Cizelge 5.2).
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Cizelge 5.2. Yapilan gesitli arastirmalarda, ¢esitli funguslarin KSF stirecinde dretimi
sonucu elde edilen lakkaz aktivite degerleri

Fungus Sus No Katisubstrat | Lakkaz aktivites | Referans
T.pubescens CBS 696.94 Bugday kepegi | 2500 U/L Osmavd., 2011b
T.versicolor IBB 897 Y aprak atigt 662 U/L Elisashvili vd., 2008a
IBB 897 Bugday samam | 137 U/L Elisashvili vd., 2008a
Misir kogan 220 U/L Risdianto vd., 2012
FPRL 28A INI Zeytinyapragi | 31 U/gds Aydinoglu ve Sargin, 2013
ATCC200801 Y onca saman 22.36 U/mL Ozsolen vd.,2010
ATCC200801 Bugday kepegi | 19.77 U/mL Ozsdlen vd.,2010
NBRC4937 Domates posast | 35 U/g d.m. landolo vd., 2004
F.trogii IBB 146 Y aprak atig 458 U/L Elisashvili vd., 2008a
IBB 146 Bugday samam | 760 U/L Elisashvili vd., 2008a
Ganoderma sp. WR-1 Bugday kepegi | 974 U/gds Revankar vd., 2007
Oudemansiella radicata Bugday kepegi | 11 U/mL Balaraju vd.,2010
Pleurotus ostreatus Talas 0.15 U/mL Hasmin, 2012
2175 Y aprak 15 Ufflask Elisashvili vd., 2008b
2191 Bugday samam | 17 U/flask Elisashvili vd., 2008b
ATCCMYA-2306 | Domatesposas: | 15 U/gd.m. landolo vd., 2004
HK-35 Patates kabugu | 6708.3 U/L Ozcirak ve Urek, 2012
Pleurotus pulmonarius | CCB-19 Misir kogan 270 U/L Tychanowicz vd., 2006
CCB-19 Bugday kepegi | 8600U/gsubstrat De Souza vd., 2002
Pleurotus sp. HP1 Bugday samant | 3992 U/g Patel vd., 2009
Fomes fomentarius MUCL 35117 Bugday kepegi | 8124 U/L Neifar vd., 2009
Lentinus edodes IBB 123 Y aprak 57 Ulerlen Elisashvili vd., 2008b
IBB 363 Bugday samanm | 55 U/erlen Elisashvili vd., 2008b
P. dryinus IBB 903 Y aprak 16 Ulerlen Elisashvili vd., 2008b
IBB 903 Bugday samanm | 13 U/erlen Elisashvili vd., 2008b
P. tuberregium IBB 624 Y aprak 20 Ulerlen Elisashvili vd., 2008b
Bugday samant | 10 Ulerlen Elisashvili vd., 2008b
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Fungusun lakkaz Uretimi icin gerekli optimum sicaklik ¢alismalarinda her tg
fungus icin bugday kepegi ortaminda de en uygun sicaklik araligi 30°C olarak
belirlenmistir. Yine, F.trogii ve T.versicolor igin en iyi lakkaz aktivitesinin
saptandigr pH degeri pH 6 iken G.lucidum igin genis bir pH araliginda (pH 3-7)
yuksek enzim aktivitesi elde edilmistir. Igbal vd. (2011) T.versicolor IBL-04 igin
optimum kosullar1 sirasiyla 30°C ve pH 4 olarak rapor etmistir. P.ostreatus lakkaz
Uretimi igin en uygun sicaklik araligi 25°C olarak rapor edilmistir (Hasmin, 2012).
Risdianto vd. (2010) ise piring kepegini kat1 substrat olarak kullandiklar1 ¢alismada
Marasmius sp.’nin optimum sicakligimt 31°C olarak belirlemistir (1564.17 U/L
lakkaz aktivitesi).

KSF, serbest suyun olmadigi kati substratlar Gzerinde mikrobiyal Greme
sirecini igerir. KSFde baglangic nem seviyesinin optimizasyonu, substratin
kullammi ve lakkaz Uretimi agisindan 6nemlidir (Patel vd., 2009). Bu nedenle
calismada nem miktarinin etkisi de test edilmistir. Nem miktarinin distk olmasi
besin transferini guglestirmekte ve mikroorganizmanmin Uremek icin ihtiyag duydugu
su aktivitesini etkilemektedir, aksine yiuksek nem seviyesinde ise gaz transferi
sinirlanmaktadir. Mikrobiyal treme igin oldukga 6nemli olan nemlendirme orant da
kullamlan kat1 substrata gore degisir. Ornegin, Aspergillus niger piring Uzerinde
Uretildiginde optimum nem seviyesi %40 iken kahve atiginda %80 olarak rapor
edilmistir (Raimbault, 1998; Gervais ve Molin, 2003). Calismamizda %50, %75 ve
%85 nem iceren ortamlarda Uretilen F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’un lakkaz
aktiviteleri saptanmustir. En yiksek lakkaz aktiviteleri %75 nem oramna sahip olan
ortamlarda tespit edilmistir. Daha dusik (%50) ve yiksek (%85) nem seviyelerinde
ise lakkaz aktivitesinin dnemli oranda azaldig: tespit edilmistir. Revankar vd. (2007)
tarafindan yapilan calismada farkli nem icerikleri (%40-%80) test edilmis ve
G.lucidum icin bugday kepegi ortaminin uygun nem miktarinin %70 oldugu
belirlenmistir. Hasmin, (2012)’ de Pleurotus ostreatus lakkaz tretimi (0.27 U/L) igin
talas ortaminda 1:3'1Uk nem oramnin en uygun nemlendirme oran oldugunu rapor
etmislerdir. Kahve atiginin kullanildhig: ¢alismada ise optimum nem seviyesi %55-60
olarak belirlenmistir (Leifa vd., 2000). De Souza vd. (2002) yaptig1 calismada ise
calismamiza benzer sekilde temel substrat olarak bugday kepegi kullanmis, optimum
nem icerigini %75 olarak belirlemistir. Aydinoglu ve Sargin (2013) en uygun nem
seviyesini %80 olarak tespit etmistir. T.versicolor icin optimum %75 nem igerigini
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tespit ettigimiz calismamiza benzer sekilde daha disik ve daha yiksek nem
seviyelerinin de lakkaz aktivitesinde distuse neden oldugunu rapor edilmistir.
Calismalar, nem tutma kapasitesinin substrata gore degistigini de gostermektedir.

Calismamizda, ayrica enzim Uretimini arttirmak amaciyla ortama soya unu,
yaprak, malt 6zutd, bakir gibi lakkaz Gretimini indikleyebilecekleri distntlen ek
substratlar ve indukleyiciler farkli konsantrasyonlarda eklenmis ve bu ortamlardaki
lakkaz aktiviteleri belirlenmistir. Aymi zamanda, nemlendirme sivist olarak direkt
distile su yerine melas iceren distile su ile nemlendirilen ortamlardaki lakkaz
aktiviteleri saptanmustur.

Soya unu Onemli bir protein kaynagidir (http://www.grain-free-gluten-

free.com/soy-flour.html). Y Uksek lakkaz aktivite degerlerine ulasilan bugday kepegi
ortamina soya ununun ekledigimiz calismalarda lakkaz Uretiminde 6nemli oranda
artis saglanmustir. Papinutti ve Forchiassin, (2007) ve Aydinoglu ve Sargin (2013)
bugday kepegi ortamina soya ununun eklenmesinin enzim dretimini etkiledigini
bildirmistir.

Maya 6ziitt, organik azot kaynagi olup Ureme ve enzim sentezinde etkili olan
aminoasit, protein ve vitamin icermektedir. lyi bir azot kaynag: olan maya 6zGtUnin
lakkaz aktivitesine etkisinin arastirildigr ¢alismada maya Ozitlu ilavesi belirli bir
konsantrasyona kadar lakkaz Uretimini indiklerken, belirli bir konsantrasyon
Uzerinde enzim dretimi Uzerine negatif etki yapmustir. Yuksek maya 6zitu
konsantrasyonlarinin enzim Uretimi Gzerine negatif etkisi rapor edilmistir (Mehtavd.,
2006). Bunun bir nedeni, beyaz curikcul funguslarin esas hedefi olan ligninin
yikiminin sekonder metabolizma esnasinda azot sinirli ortamda olmasi olabilir
(Keyser vd., 1978, Mester ve Field, 1998). Lakkaz gibi ligninolitik enzimlerin azot
sinirlt ortamda etkin oldugu rapor edilmektedir (Makela vd., 2013). De Souza vd.
(2011), maya 06zUtl ilavesinin lakkaz Gretimini inhibe ettigini belirtilmistir. Buna
karsin Kaal vd. (1995) ise, yuksek azot miktarimin ligninin depolimerizasyonunu
indukledigini rapor eimislerdir. Galhaup vd. (2002)’ de ¢alismalarinda da etkin lakkaz
Uretimi icin azot kaynaginin gerekli oldugunu rapor etmistir. Calismamizda da,
dusik maya Ozitl ilavesi lakkaz Gretimini indiklerken yiksek miktarlara
cikildiginda lakkaz Uretiminin azaldigi gorilmektedir. Risdianto vd., (2012) 0.2 g/L
maya 0zitu ilavesinin T.versicolor lakkaz Uretimini indukledigini, yiksek miktarda

eklenen maya Ozutunin ise lakkaz Uretiminde azalmaya neden oldugunu rapor

99


http://www.grain-free-gluten

etmistir. Calismamizda da, maya 0zitu ilavesi T.versicolor’in lakkaz Uretimi Uzerine
negatif etki yapmstir. G.luciduny un Uretildigi ortamda ise maya 6zitu ilavesi lakkaz
Uretimi Gzerine dnemli bir indikleme yapmamustir. F.trogii ortamlarina 1 ve 5mg/L
konsantrasyonlarda maya 6zitu ilavesi lakkaz Gretimini induklerken yine yuksek
miktarda (20mg/L) maya 6zutl ilavesi lakkaz Uretimini negatif etkilemistir. Yine bir
baska calismada (De Souza vd., 2011), nemlendirilmis bugday kepegi Uzerinde
T.versicolor Uretilmis ve maya 6zitl ilavesinin lakkaz Gretimini inhibe ettigi rapor
edilmistir. Calismamizdan elde edilen sonuglarda T.versicolor icin belirtilen
calismalar1 desteklemektedir. Aydinoglu ve Sargin (2013), %0.5 ve %1 oramnda
maya 6zutl ilavesinin Trametes versicolor’in lakkaz tretimini indukledigini yuksek
konsantrasyonda ise (%2) lakkaz Uretimi Uzerine negatif etki yaptigini rapor etmistir.
Deveci vd. (2004) de azot kaynaginin etkisini rapor eimistir.

Ek kaynak olarak yaprak ilavesinin lakkaz Uretimine etkisini saptayabilmek
amaciyla yapilan ¢alismada gesitli oranlarda yaprak (1:1, 2:1, 3:1, 4:1) olmak Uzere
bugday kepegi ortamina eklenmistir. F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’un Uretildigi
ortamlarda yapragin lakkaz Uretimine olumlu bir etkisi saptanmamustir. Calismada
kolay erisilebilirligi ve atik olmasi nedeniyle tercih edilen yapragin lakkaz
aktivitesini  indikleyememesinin  nedeninin  igeriginin  lakkaz  aktivitesini
indukleyecek kadar zengin olmamastyla agiklanabilir.

Bakirin bazi funguslarda lakkaz Uretimi Uzerine pozitif etki yaptig
bilinmektedir (Galhaup vd., 2002; Rodriguez Couto ve Sanroméan, 2005b; Birhanli ve
Yesilada, 2006; Boran ve Yesilada, 2011; Mé&kela vd., 2013; Dittmer vd., 1997).
Collins ve Dobson (1997), bakirin Trametes versicolor lakkaz gen ifade seviyesini
arttirdigim rapor etmistir. Palmieri vd. (2000)’ de bakirin benzer etkisini P.ostreatus
icin bildirmistir. Birhanli and Yesilada (2006), bakirin ortamda mevcut bulunan
lakkaz enziminin aktivitesi Uzerine degil sentezi Uzerine etki yaptigini rapor etmistir.
Yani, bakirin etkisi sentezlenmis bulunan enzimin aktivitesi indiklemek yoluyla
degil gen ifadesini artirma slreciyle gerceklesmektedir. Bakirin lakkaz Uretiminde
ilavesinin pozitif etkisi Marasmius quercophilus (Farnet vd., 1999), Trametes
pubescens (Galhaup ve Haltrich, 2001), Pleurotus sajor-caju (Soden ve Dobson,
2001), Trametestrogii (Levin vd., 2002) kllturlerinde de rapor edilmistir.

Y ukarida belirttigimiz nedenlerle, KSF ortamina eklenenen bakirin lakkaz

Uretimi Uzerine negatif veya pozitif etkisi de arastirilmistir. Ozellikle 10 mM bakirin
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lakkaz aktivitesini 6nemli 6lgtide indikledigi gdzlenmistir. Tychanowicz vd. (2006),
Pleurotus pulmonarius Urettikleri misir kogamim ortamina 25mM bakir eklenmesiyle
270 U/L olan lakkaz aktivitesinin 1420 U/L’ye yukseldigini bildirmistir. Boran ve
Y esilada (2011)’ de zeytinyag: fabrikas: atik suyu ve vinas ile nemlendirilen bugday
kepegi ortamlarina bakir eklenmesinin lakkaz Uretimini indikledigini bildirmistir.
Patel vd. (2009) bugday samani Uzerinde Urettikleri Pleurotus sp. HP1 nin lakkaz
aktivitesini bakir icermeyen ortamda 3992 U/g olarak, 0.28 mM bakir iceren ortamda
da 14189 U/g olarak rapor etmistir. Fomes fomentarius un Uretildigi bugday kepegi
ortaminda da calismamiza benzer sekilde bakir ilavesinin lakkaz aktivitesini
indukledigi rapor edilmistir (Neifar vd., 2009). Calismamizda da bakir lakkaz
Uretimini pozitif etkilemistir (Sekil 4.17).

Bugday kepegi+soya unu ortaminda bakir ilavesiyle en yuksek lakkaz
aktivite degerine ulasiimistir. Ozellikle F.trogii’ de 10mM bakir eklenmis 1:1 bugday
kepegi:soya unu ortaminda oldukga yiksek lakkaz aktivite degerine ulasilmustir
(32084.74 U/L). Lakkaz Uretiminde etkili olan fenolik bilesikleri iceren bugday
kepegi ve yuksek protein kaynagi olan soya unu kati ortami  funguslarin dogada
adapte oldugu ortamlara benzer bir destek/cevre olusturmanmin yam sira lakkaz
Uretimi Uzerine de pozitif etki yapmustir.

Calismamizin bir kisminda da dogal ve zengin bir kaynak olan melasin
nemlendirme sivist olarak lakkaz Uretimine etkisi test edilmistir. F.trogii lakkaz
Uretimi uygulanan tim melas konsantrasyonlarinda (%1, 5 ve 10) artmustur.
G.lucidum igin %5 melas ortaminda indiiklenme izlenirken, T.versicolor igin melasin
herhangi bir pozitif etkisi godzlenmemistir. Mehta vd. (2006) melasin dustk
konsantrasyonlarda enzim Uretimini indiklerken yiiksek konsantrasyonlarda tretimi
baskiladigini rapor etmis ve bunu azot kaynaklarimin baskilama etkisine baglamistir.

Tavatipi fermentdr, KSF islemlerinde yaygin kullanilan bir fermentdr tipidir
(Pandey, 2004). Tavatipi fermentorin filamentli funguslarla lakkaz Uretimi icin daha
uygun bir ferment6r oldugu Rosales vd. (2007) tarafindan rapor edilmistir. Bu tip bir
fermenttrde fungus mekanik strese maruz kalmayacag: igin fungusun pargcalanma
riski ortadan kalkmakta ve kati1 substrat ince bir tabaka seklinde yerlestirildiginden
substratin yigilmas: engellenmektedir (Rosales vd., 2007). 10mM bakir iceren distile
su ile nemlendirilmis bugday kepegi:soya unu (1:1) ortaminda F.trogii erlen
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kiltdrlerinin lakkaz aktivitess 32085+4044 U/L iken tava tipi fermentorde
2246912622 U/L enzim aktivitesine ulasilmistir. G.lucidum erlen kaltorleri ile
3507628 U/L ve fermentor kultirleri ile 2008+826 U/L lakkaz aktivitesi
saptanmustir. T.versicolor erlen kdltdrleri icin de bu degerler sirasiyla 3516+390 U/L
ve 2649+810 U/L olarak belirlenmistir. Rosales vd. (2007) erlen ve tava tipi
fermentor kalturleri ile yaptiklar: ¢alismada kat1 substrat olarak portakal kabugunu
kullanmiglar ve Trametes hirsuta erlen kultdrleri icin en yiksek lakkaz aktivitesini
2,5 g portakal kabugu ortamina 5mM bakir ilave edildiginde 31786 U/L olarak
belirlenirken, tava tipi fermentor ortaminda en yuksek lakkaz aktivitesi 12000 U/L
olarak belirlenmistir. Rodriguez Couto vd. (2006b) daldirma tipi ve tava tipi
fermentor uygulamalarinda, kati substrat olarak Gzim tohumlarini kullandiklar
durumda Trametes hirsuta ile daldirma tipi fermentore karsin tava tipi fermentérde
daha yuksek lakkaz aktivitesine ulagmustir.

Bilindigi gibi enzimler belirli sicaklik araliklarinda optimum calisirlar. Bu
degerlerin Uzerinde veya altindaki sicaklik araliklarinda ise proteinler olumsuz
etkilendiklerinden inhibisyon gergeklesir. Enzimlerin katalizledigi reaksiyonlarin hizi
sicakligin artmasi ile molekiller arasi carpismalarin siklasmasi sonucu enzim
denatiire olana kadar artar. Sicakliga bagli denatiirasyon, enzimlerin aktif bolgesinin
bozulmasi ve tersiyer yapimin denatirasyonu sonucu olmaktadir (Palmer, 1991).
Enzimler disuk sicakliklarda inhibe olur. Ortam pH’si da enzimin ¢alisma hizim
etkileyen 6nemli bir faktordir. Yani, enzimlerin optimum calistiklar: pH ve sicaklik
araliginin belirlenmesi dnemlidir. Bu nedenle, elde edilen ham enzim kaynaklarinin
uygulama acisinda 6énemli olan sicaklik ve pH ihtiyaclar karsilastirilmustir. Her G¢
fungusun ham lakkaz enzimleri de yuksek sicakliklarda yiksek lakkaz aktivite
degerleri vermistir. Bu da, enzimin yiksek sicakliklarda belirli  sirelerde
calisabilmesi acisindan 6nemlidir. De Souza vd. (2002), Pleurotus pulmonarius un
ham lakkaz enziminin 50-55°C’ de aktif oldugunu rapor etmistir. Stoilova vd. (2010)
Trametes versicolor ham lakkaz enzimi icin en yiksek aktiviteyi 45°C’ de elde etmis
ve 50°C’den sonra ise lakkaz aktivesinin hizla dustigini rapor etmistir. Diger
yandan, yaptigimiz calismada daha asidik olan pH degerlerinde daha yiksek ham
lakkaz enzim aktivitesi saptanirken, pH artisina bagl olarak aktivite azalmstir. Bu
da, ham enzim kaynagimin distk pH araliklarinda daha yiksek aktivite verdigini

102



gostermektedir. Stoilova vd. (2010) Trametes versicolor’in ham lakkaz enzimi icin
en yuksek aktiviteyi pH 4,5 da bulmustur.

Y Uksek sicaklik ve pH’da proteinin kararli olmas: da, enzimlerin endistriyel
ve biyoteknolojik uygulamalarda kullammi agisindan olduk¢a 6nemlidir (Renate vd.,
1999). Farkli endistriyel uygulamalarda ylUksek sicaklikta kararlilik, enzimin
istenilen 6zelligidir (Asgher vd., 2012). Bu nedenle enzimin aktif kalabildigi sicaklik
ve pH degerleri oldukga 6nemlidir. Beyaz curikegul lakkazlarinin gogunun 30-50°C
araliginda tamamen aktif kalabildigi, 60°C’'nin Gzerindeki sicakliklarda ise
aktivitelerini hizla kaybettikleri belirtiimektedir (Nagai vd., 2002). Bu nedenle, ilk
kez tarafimizdan kullamlan bu suslardan elde edilen ham enzim kaynaklarinin
sicaklik ve pH kararliliklar: da arastirilmustir. F.trogii ham lakkaz enzimi 80°C'de 2
saat inkibasyon sonucu aktivitesinin %48'ini korurken, G.lucidum'un ham lakkaz
enzimi 70°C'de 0.5 saat te aktivitesinin yaklasik %100 Uni, 2 saat inklbasyon
sonucu da %37'sini korumustur. T.versicolor’da ise 70°C'de, 3 saat inkibasyon
sonrasinda lakkaz aktivitesinin %50’ sinden fazlasi korunmustur. Ozs6len vd.
(2010)' nin ¢aligmasi 50°C’ nin Gzerindeki sicaklik degerlerinde enzimin kararliligin
kaybettigini gostermektedir. Pleurotus pulmonarius ham lakkaz enziminin
kararliliginin arastirildigi ¢alismada, ham enzimin 50°C’'de 6 saatten fazla kararl
kalabildigi, 55°C ve 60°C’de ise 1 saatte aktivitenin %73 ve %18 nin kaldig1 rapor
edilmistir (De Souza vd., 2002). Bu da, ham enzim kaynaginin yiksek sicakliklarda
en azindan belirli bir zaman igin kararli kalabilecegini gostermektedir. Bu, yiksek
sicakliga ihtiyag duyulan uygulamalar icin dnemlidir.

pH’ nin enzim kararhiligina etkisini test ettigimiz ¢calismalarda, tim fungal
ham lakkaz enzimlerinin en hizl1 aktivite kaybi pH 3'de gergeklesmistir. F.trogii ham
lakkaz enzimi, pH 5 ve Uzerindeki pH degerlerinde 24 saat boyunca oldukca kararli
kalirken, G.lucidum ham enzimi pH 3 hari¢ tim pH degerlerinde 6 saat boyunca
oldukga kararlt kalmis (az bir degisim gerceklesmistir) ve en fazla aktivite kaybr da
pH 3'te 24 saatlik uygulama sonucu tespit edilmistir. T.versicolor’da ise 6zellikle pH
4 ve daha yuksek pH’ larda ham lakkaz enzimi 24 saat boyunca kararli kalmistir. De
Souza vd., (2002), asidik pH’ larda enzim aktivitesinin hizl1 distigini rapor etmistir.
Stoilova vd. (2010) Trametes versicolor ham lakkaz enziminin pH 4,5ta bazik
bolgeye daha yakin olan pH degerlerine gore 48 saat boyunca daha kararli
kalabildigini bildirmistir. Calismalarindan kararliligim en hizli pH 7'de azaldig:
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gbzlenmektedir. Calismamizda kullandigimiz 3 fungusun ham lakkaz enzimleri de
asidik pH’ larda kararliliklarint daha hizl1 kaybetmislerdir.

Enzim Oretimi, aktivite ve kararlihik calismalarimin yam sira enzim
kaynaklarinin katalitik potansiyelinin ortaya konmasi da 6nemlidir. Beyaz curiukgul
fungus enzimleri sentetik boyar maddelerin renginin gideriminde kullamimasina
yonelik cesitli calismalar vardir (Verma ve Madamwar, 2002, Asgher vd., 2008;
Rodriguez vd., 1999; Selvam vd., 2003; Nilsson vd., 2006). Ozellikle lakkaz enzimi,
bircok renk giderimi calismasinda etkin olarak kullamilmaktadir (Zeng, vd., 2011;
Sathishkumar vd., 2010; Sun vd., 2009; Murugesan vd., 2007). Bu nedenle,
antrakinon bir boya olan Remazol Brilliant Blue R (RBBR) (RB19), enzim katalitik
Ozelligini test etmek igin ¢caligmamizda model boya olarak segilmistir. Bu boyar
madde, lignolitik enzimlerin substrat1 olan polisiklik aromatik hidrokarbonlara
benzemektedir (Vyas ve Molitoris, 1995). Bu amacla, enzim kaynag: olarak da
G.lucidum ham lakkaz enzimi kullamilmis ve renk gideriminde baslangic pH’si,
sicaklik, zaman, enzim miktar1 ve boyar madde konsantrasyonunun etkisi
belirlenmistir. pH’ min renk giderimine etkisinin test edildigi calismalar 30°C’de ve
farkli pH degerlerinde yuritilmius ve en yiksek renk giderimi pH 3'de %22.38
olarak belirlenmistir. G.lucidum lakkazinin asidik pH degerlerinde daha etkin oldugu
bildirilmektedir (Murugesan vd., 2007). Calismamizda da benzer olarak distk pH
degerlerinde (pH 2.5-4) renk giderimi daha etkin iken yiksek pH’larda (pH 4.5-6)
azaldig1 izlenmistir. Sicakligin etkisi ise en yiksek renk giderim degerlerine ulasilan
pH degeri araliklarinda yapilmis (pH 2.5, 3 ve 3.5) ve pH 3'de 40°C, 50°C ve
60°C’ de sirasiyla %28.98, %29.95 ve %18.82 renk giderimine ulasilmistir. Calisma,
50°C sicaklik araligina kadar renk giderim aktivitesinin arttigim ve 40-50°C'de
benzer giderim degerlerine ulasilabilecegini gbstermistir. Bu nedenle, zamanin renk
giderimine etkisi calismalar1 40°C ve pH 3'de ydritilmis ve renk giderimi 20.
dakikada %750.71 olarak belirlenirken 30. dakikada %56.15'e ulasmistir. Boya
konsantrasyonunun renk giderim etkisine bakildiginda ise en yiksek renk giderimi
400 mg/L boya konsantrasyonunda %061.28 olarak belirlenmistir. Enzim miktarinin
ise renk gideriminde cok onemli bir etkisinin olmadhg: tespit edilmistir. Bununla
birlikte en yiksek renk giderim degeri 100 mL. ham enzim kaynag: ile elde edilmistir.
Bu, az miktarda kullamlacak ham enzim kaynagiyla uygulama yapilabilmesi
acisindan da 6nemlidir. Calismamizda renk giderim calismalarinda ortama herhangi
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bir mediatér eklenmemistir. Mediatérlerin belirli bir konsantrasyonun Uzerinde
enzim aktivitesi Uzerine olabilecek negatif etkisi ve toksik etkileri dustntlduginde
bunun 6nemi ortaya ¢ikacaktir. Burada, ham enzim kaynagindaki bugday kepegi
kaynakl1 fenolik bilesikler mediatér gorevi yaprmis olabilir (Murugesan vd., 2009).
Murugesan vd. (2007), ham enzim kaynagimin 50 mg/L, 100 mg/L, 200mg/L ve
300mg/L konsantrasyonlardaki RB 19'un rengini 60 dakikada sirasiyla %40.5,
%39.6, %17.6 ve %1.1 giderdigini belirtiimistir. Bununla birlikte en iyi renk
giderimi %90 olarak pH 4'de elde edilmistir. Deveci vd. (2004)'de 100mg/L’ nin
Ustiindeki konsantrasyonlarin inhibitor etki gosterdigini rapor edilmistir. Bizim
calismamizda ise, boyar madde konsantrasyonu arttikga renk giderimi degerinin
artig1 saptanmis ve yiuksek boya konsantrasyonlarinin inhibitor etkisi izlenmemistir.
Zeng vd. (2011) Trametes trogii ham enzimi ile 50 mg/L RB19'un rengini 30
dakikada %85.2 oramnda gidermistir. Calismamizda ise 50mg/L  RBBR
konsantrasyonunda daha distk renk giderimi degeri elde edilmistir. Bunun nedeni
kullanilan enzim kaynaginin farkli olmasi olabilir.

Lakkaz aktivitesinin direkt jelde gbzlenmesi amaciyla yaptigimiz dogal jel
uygulamasi sonucunda F.trogii ve G.lucidum icin tek bir aktivite bandi gézlenirken
T.versicolor igin 2 farklh aktivite bandi gozlenmistir. Beyaz curtkgil funguslarin
farkli lakkaz izozimlerini Urettikleri bilinmektedir. Birhanli ve Y esilada (2010) farkl
F.trogii ve T.versicolor suslart ile tekrarli kesikli stiregte yaptiklar: galismada tek bir
band gozlediklerini rapor etmislerdir. Yaptigimiz kati substrat calimasinda da
F.trogii susu icin de tek bir band gbzlenirken, T.versicolor icin 2 band gézlenmistir.

Sonug olarak; yapilan calismalarda KSF ortaminda kullanilacak olan kati
substratin segiminin, kullanllacak fungusunmin, ortam nem seviyesinin, inkibasyon
sicaklhiginin ve baslangic pH’sinin lakkaz Gretimini 6nemli  Olglide etkiledigi
belirlenmistir. Yeni izole edilen funguslardan F.trogii, G.lucidum ve T.versicolor’ in
bugday kepegi ortaminda iyi birer lakkaz Ureticisi olduklar1 saptanmistir. Bununla
birlikte ortama ilave edilecek indikleyicileri ve bu indukleyicilerin en etkin
konsantrasyonlarim belirleyerek yiksek oranda lakkaz aktivitesine ulasilabilecegi
gogerilmistir. Diger kaynaklarin kat1 substrat olarak kullanmildigi durumlarda daha
dustik miktarlarda enzim Uretiliyor olsa da, bu kaynaklarin atik durumdan ¢ikarilmast
ve aym zamanda cgevre Kirliligi potansiyellerinin indirgenmesi atik lignoselllozlarin
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endustriyel anlamda en azindan enzim Uretiminde ham madde olarak kazandirilmasi

acisindan énemlidir.

Test edilen ham enzim kaynaklarimin 70°C gibi yuksek sicaklik degerlerinde
belirli bir zaman dilimi icin kararli kalabilmesi ve yuksek sicakliklarda yuksek
aktivite gostermesi sicaklik ihtiyact olan uygulamalar igin ¢ok ©nemlidir.
Calismamizda kullandigimiz ham lakkaz enzimlerinin yiksek sicaklik degerlerinde
daha kararl1 olmasi biyoteknolojik uygulamalar agisindan daha avantajli olmasim da
saglayacaktir. Ham enzim kaynagi kullammi saflastirma gibi ek maliyet yikleyen
uygulamalar1 azaltacagindan ekonomiklik saglamaktadir. Ham enzim kaynaginin
katalitik 6zelligi boyar madde renk giderim yetenegine bagli olarak gosterilmistir. Bu
ham enzim kaynaklarin gesitli uygulamalar agisindan uygulanabilirligine bir 151k
yakmaktadir. Tekstil ve boyama fabrikasi atik sulart 6nemli gevre kirleticileridir ve
geleneksel yontemler kirlilik giderimi agisindan yetersizdir. Bu nedenle, alternatif
biyoteknolojik uygulamalara ve kaynaklara ihtiyag vardir. Elde edilen enzim
kaynaklarinin bu agidan da kullanim potansiyeli yiksektir.
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