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OZET

IMMOBILIZE Phanerochaete chrysosporium’dan
_ MANGAN PEROKSIDAZ ENZIMININ
URETIMI, IZOLASYONU VE KISMI SAFLASTIRILMASI

OZTURK UREK, Raziye
Doktora Tezi, Biyokimya Boliimii
Tez Yoneticisi: Yrd. Dog. Dr. Nurdan PAZARLIOGLU
Eyliil 2003, 198 sayfa

Phanerochaete chrysosporium BKMF-1767 (ATCC 24725) farkh
tastyicilarda immobilize edildi. En iyi tastyict polistiren k&piik ve optimum
immobilizasyon kosullari 50 rpm, 37°C ve 2 saat olarak belirlendi.
Adsorpsiyon kinetik sabitleri saptandi. Sonuglar; polistiren kopiik iizerinde
P. chrysosporium adsorpsiyonunun Langmuir adsorpsiyon izotermini
izledigini gosterdi. P. chrysosporium kati-hal kiiltiirlerinde mangan
peroksidaz (MnP) enziminin iiretimine etki eden bazi faktorler incelendi.
Kiiltiirlere 37°C ve pH 4,5 da 174 uM Mn*2, % 0,05 Tween 80 (v/v), 22 mM
azot ve 10 g/L glukozun ilavesiyle maksimum MnP aktivitesi (421 U/L) elde
edildi.

Modifiye kati-hal daldirmali biyoreaktorde kesikli tip kiiltivasyonda
P. chrysosporium tarafindan MnP iiretimi gergeklestirildi ve maksimum
MnP aktivitesi 770,82 U/L olarak saptandi. Enzim iiretim verimliligi 110,12
U/giin.L olarak belirlendi. MnP, immobilize P. chrysosporium’dan izole
edildi ve (NH4),SOy ile protein ¢oktiirmesinin ardindan DEAE-Sefaroz iyon
degisim ve Ultrajel AcA 54 jel flitrasyon kromatografileriyle saflastiniidi. Bu
saflagtirma prosesiyle 5,8-saflagtirma katiyla % 23,08 verim elde edildi. Jel
fitrasyon ve sodyum dodesil siilfat poliakrilamid jel elektroforezine (SDS-
PAGE) gbre; enzimin molekiil agirhign 45000 £1000 Da dur. Saflagtirilan
MnP nin optimum pH s1 4,5, sicakhign da 30°C olarak saptandi. Bazi
inhibitdr ve aktivatorlerin enzim aktivitesine etkisi incelendi.

Anahtar Kelimeler: Phanerochaete chrysosporium, kati-hal kiiltiirleri,
polistiren kopiik, Mangan peroksidaz, saflastirma,
karakterizasyon, modifiye daldirmali biyoreaktor,
kesikli tip kiiltivasyon
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ABSTRACT

THE PRODUCTION, ISOLATION and PARTIAL PURIFICATION of
MANGANASE PEROXIDASE from
IMMOBILIZED Phanerochaete chrysosporium

OZTURK UREK, Raziye
PhD in Biochemistry Department
Supervisor: Ass.Prof. Nurdan PAZARLIOGLU
September 2003, 198 pages

Phanerochaete chrysosporium BKMF-1767 (ATCC 24725) was
immobilized on various supports. The best support and optimum
immobilization conditions were determined as polystyrene foam and 50 rpm,
37 °C and 2 h respectively. Kinetic constants of adsorption were estimated.
The results show that the adsorption of P. chrysosporium on polystyrene
foam follows the Langmuir adsorption isotherm. The effects of some
parameters on manganese peroxidase (MnP) production in solid-state
cultures of P.chrysosporium was studied. Supplementing the cultures with
174 uM Mn**, 0.05 % Tween 80 (v/v), 22 mM nitrogen and 10 g/L glucose
at 37°C and pH 4.5, a maximum MnP activity of 421 U/L was achieved.

The production of MnP by P.chrysosporium in a modified solid-state
immersion bioreactor (batch made) was also performed and maximim MnP
activity was determined as 770.8 U/L. Enzyme productivity was obtained as
110.12 U/day L. MnP was isolated from immobilized P. chrysosporium and
purified with partial protein precipitation by using (NH4);SO; followed
DEAE-Sepharose ion exchange and Ultragel AcA 54 gel filtration
chromatographies. This purification process attained 23.08 % activity yield
with a purification factor of 5.8. According to data on gel filtration
chromatography and sodium dodecyl sulphate polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE), the molecular weight of the enzyme was
45000 +1000 Da. The optimum pH and temperature of purified MnP were
4.5 and 30°C respectively. Effects of possible inhibitors and activators of
enzyme activity were investigated.

Keywords : Phanerochaete chrysosporium, solid-state cultures, polystyrene
foam, manganese peroxidase, purification, characterization,
modified immersion bioreactor, batch made cultivation.
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1. GIRIS

Funguslarin,  geleneksel  fungal  biyoteknolojiyi  kullanan
fermentasyon endiistrisi disinda sanayide kullantmlan giderek artmaktadir.
Fermentasyon sanayi, kuskusuz biyoteknolojide, funguslarin en biiyiik ve
ekonomik agidan en Snemli kullanim alanlarini olusturmaktadir. Bununla
birlikte, son yillarda fungal aktivite ve metabolizmanin yeni endiistriyel
uygulamalarina y®nelik gelismeler her gegen giin artmaktadir. Bu
gelismelerin ~ pek  ¢ofu  laboratuvar  veya  pilot tesislerde
gergeklestirilmektedir. Bunlarin bazilar hi¢ kuskusuz baglangigta ekonomik
agtdan bir deger teskil etmemekle beraber olduk¢a umut vericidir. Beyaz
cliriikgtil funguslar ise drettikleri gok genis substrat spesifikligine sahip
ligninolitik enzimleri nedeni ile endiistriyel ve ticari uygulamalar agisindan
en ¢ok ilgi geken funguslardandir.

Ligninolitik enzimlerin {iretimi kiiltivasyon kosullarindan oldukga
etkilenir. Ozellikle kanstirma ve calkalama hareketleri, organizma
tarafindan bu enzimlerin iiretimini olumsuz yonde etkilemektedir. Bu
nedenle, ligninolitik enzim iiretimi duragan kiiltiirlerde gergeklestirilir.
Lignini yikabilen bu enzimler, gesitli aromatik, fenolik ve fenolik olmayan
bilesikleri pargalama de 5zelligindedir.

Bu tez calismasinda; hiicre disi ligninolitik bir enzim olan mangan
peroksidaz (MnP)’1n, immobilize Phanerochaete chrysasporiumﬂan yiiksek -,
aktivite ile ekonomik bir gekilde firetimi, izolasyonu, saflastiriimasi ve
karakterizasyonu amaqlanm1$ﬁr. ‘ ) o

1.1 Ligninin Yaplél ve Ozellikleri

Bitki hiicreleri, yapisal olarak seliiloz igeren hiicre duvarlarina
sahiptir. Bitki biiylirken hiicre duvarlar1 seliiloz, hemiselilloz ve
lignoseliilozun birikmesiyle kalinlagmaya baslar. Lignoseliiloz, karbon
icerigi agisindan zengin olup karbon: azot oram1 500:1 dir (Eriksson et al.,



1993). Monomerik birimi glukozun B-(1-4) bagiyla baglanmasi ile meydana
gelen seliiloz, olgun bitki hiicre duvarinin yaklagik % 40-50’sini olusturan
en Onemli bitki polimeridir. Seliiloz molekiilii, rastgele (amorf seliiloz) veya
sik1 yapidaki mikrofibrillerin yaklagik 3000 glukoz birimli diiz zincirinden
meydana gelir. Seliiloz yikimi, funguslarin endo B-glukanaz ve 3-glukozidaz
enzimleri ile gerceklestirilir. Endoglukanazlar, seliiloz zincirlerini dimer
sellobioz ve trimer sellotrioz gibi daha kiiciik birimlere hidrolizler. Ardindan
sellobioz, B-glukozidaz tarafindan pargalanir ve glukoz, karbon kaynag:
olarak ,hiicresel alim i¢in hazir hale gelir. Selillozun yikimi ise, ekzo-f3-
glukanaz tarafindan iki seker biriminin (sellobioz) pargalanmastyla
gergeklestirilir. Seliilozun yikimi, yeryliziindeki karbon dongiisii bakimindan
o6nemlidir.Chaetomium, Fusarium ve Myrothecium tiirleri, en etkili selliilotik
funguslardir (Carlile and Watkinson, 1994).

Lignin, yeryiiziinde dogal polimer olarak selillozdan sonra ikinci
sirada yer alir. Ancak seliiloza gore, yikima daha direnclidir ve pargalanmasi
daha zordur. Lignin’in; oldukc¢a stabil karbon-karbon molekiiller arasi
baglar1 ve inert eter baglarinin bulunmasi nedeniyle, seliiloz ve hemiseliiloz
ile birlikte, odunsu bitkilerde hiicre duvarlarina saglamlik verir, hiicreleri
mekanik hasar ve mikrobiyal etkilerden korurlar. Bitkilerin kuru
agirliklarinin %10-35°i ligninden meydana gelir. Her bitki, formiilii her
zaman bilinmeyen kendine &zgii bir lignin yapisma sahiptir. Lignin;
kompleks, li¢ boyutlu, cesitli karbon-karbon ve eter baglariyla bagli optikge
inaktif fenil propanoid birimlerinden meydana gelmis stereo-diizenliligi
olmayan yaklasik molekiil agirlign 20000 Da olan aromatik yapida bir
biyopolimerdir. Lignin metabolizmasi, biyosferdeki karbon gevriminde hiz
sinirlayici bir adimdir ve dogada 6nemli yer tutar (Elisashvili,1993).

Lignin genelde bitki sekonder hiicre duvarlarinda bulunurken bitki
hiicreleriyle birlikte lignin segmentlerinin bulundufu orta lamellerde
(hiicreler arasi bolgelerde) yiiksek konsantrasyonlarda yer alir. B&ylece
lignin, bitkiye sertlik ve saglamiik kazandirir. Lignin polimeri, bitkilerin



seliilozik mikrofibrillerinin istiinde mikrobiyal yikima direnglilik saglayan
polisakkaritleri olusturarak hemiseliilozlara kimyasal olarak baglanma
egilimindedir (Sarkanen and Ludwig, 1971; Higuchi, 1990).

Lignin sentezi, bitkinin ve dokunun tipine bagli olarak nispeten farkli
oranlardaki p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil alkol gibi fenil
propanoik 6nciilerin rastgele oksidatif polimerizasyonundan meydana gelir.
Bu lignin alt yapilar; sirasiyla p-kumaril, guaykil (guaiacyl) ve siringil
cekirdekler olarak adlandinlirlar. Bu gekirdeklerin ve g¢esitli molekiiller
arasi baglarin bulunma oranlari, bitkiler arasinda da farklihk gosterir ve
ligninlerin kaynaklarina gore farklanmasina neden olur. Ug tip odunsu yapi

lignini bilinmektedir:

Yumusak odunsu yap: (gymnosperm) lignini; baglica koniferil

alkol, biraz p-kumaril alkol den mcydana gelirken sinapil alkol igermez.

Sert odunsu yap: (angiosperm) lignini; yaklasik esit miktarlarda
koniferil ve sinapil alkollerden olusan guaykil-giringil lignin igermektedir.
Bu tiir ligninler, her fenil propan birimi basina 1,2-1,5 metoksi grubu

igerirler.

Cim ve bambu ligninleri; p-kumaril alkol, koniferil alkol ve sinapil

alkolden meydana gelmektedir (Eriksson et al., 1993).

Bitki hiicre duvar1 peroksidazlar1 veya lakkazlar tarafindan baglatilan
bu alkollerin serbest radikal kondensazyonu (Harkin and Obst, 1973); birgok
farkli bagin bulundugu heterojen, amorf, optik olarak inaktif, rastgele,
olduk¢a dallanmis {ig-boyutlu polimerin olusumuyla sonuglanir. Sekil 1 de

angiosperm ligninin gematik yapisal formiilii gosterilmektedir (Kirk and



Farrel, 1987). Lignindeki 6nemli fonksiyonel gruplar; fenolik, hidroksil,
benzilik hidroksil ve karbonil gruplaridir.

Sematik g8sterimler sadece biiyiik baglantilar1 (<%50) vermektedir.
Bu baglar B-O-4 tipi olup, sekilde 1 ve 2,2 ve3,4ve5,6ve7,3ve9,9ve
10 numarali birimler arasinda goriilmektedir. Polimerizasyon prosesinde
sekonder reaksiyonlar lignin ve hemiseliilozlar arasinda ¢apraz
baglanmalara yol agar. Ayrica ¢imler ve bazi odunsu yapili ligninlerin yan
zincirlerindeki hidroksil gruplarindan aromatik veya sinnamik asitler ile

esterlesmiglerdir.
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Sekil 1.1 Ligninin sematik yapisal formiilii



1.2 Lignin Biyo-yikimi
1.2.1 Dogada lignin yikim

Seliilozlar ve ligninler, mikroorganizmalar tarafindan yikima
ugratilan 6lii bitki artiklarimin biiyiik bir kismini olustururlar. Bu yikim
olayi, ekolojide biiylik &nem tagir. Kismen degradasyona ugrayan lignin ve
seliiloz, toprakta humus olarak birikir ve uygun kosullar altinda yer tezegi
miktarinin artisina neden olur. Bu olusum, uzun yillar sonra linyit ve maden

komiiriine doniisiir.

Aromatik bir biyopolimer olan lignin, uzaydaki li¢ boyutlu diizensiz
yapilarindan ve rastgele diizenlenen baglarindan dolayi, pek ¢ok organizma
tarafindan yikima direnglidir. Ligninin yapisal o6zellikleri baslangig
saldiridan sorumlu biyodegradatif sistemler iizerine aligilagelmisin dls‘lnda

sinirlamalar getirir.

Ligninin yapisal ozelliklerinden dolay: biyo-yikimi gergeklestiren
sistemler; hiicre-dig1 olmali, spesifik ve hidrolitik olmamalidir. f,igninin
hidrolize olamamasi, heterojen olmasi ve molekiiler yapisinin kompleksligi,
baslangig tepkimenin oksidatif oldufunu ve spesifik olmadigint ve ayrica
hiicre dig1 sistem tarafindan gergeklestiginin gostergesidir.

Lignin yikimi, iki mekanizmayla gergeklesir :

1-Molekiiliin daha basit alt birimlerine pargalanmast,

2-Cift baglar ve yan zincirlerin, in situ olarak pargalanmasi,

Lignin yikimimin ilk asamasinda; vanilik asit ve koniferaldehit gibi
bilesiklerin olugmasi, yikimin ilk mekanizmaya gére gergeklestigini gosterir.
In siru halka pargalanmasinda ise lignin yikimi, demetilasyon ile iki komsu
hidroksil grubuna sahip Difenolik asitleri olugturarak baglar. Ardindan



dioksigenaz enzimleri tarafindan halkalar agilir ve lignine bagl alifatik
zincir oiugturulur. Bu alifatik zincirler daha sonra, lakkaz gibi oksigenaz
enzimleri tarafindan yikima wugratilir. Lignin yikim hizi, ortamdaki
kullanilabilir azotun niteligine ve niceliine de bagimhdir. Lignin ytkiminin
asil Ozelligi, oldukca oksidatif bir proses olmasidir. Bundan dolay:

“enzimatik yanma” olarak adlandirilir (Kirk and Farrell, 1987).

Ciiriikgiil Funguslar

Ciirlikciil funguslar; odunsu yapidaki seliiloz ve lignini yikima
ugratabilirler. Ancak hcmiscliiloz, scliloz vc lignin igin farkli yikim
hizlarina sahiptirler. Bu funguslar odunsu yapidaki seliiloz, hemiseliiloz ve
lignine etki tarzlarma yani substrat kullanimlarindaki makroskopik

farkliliklarina gore siniflandirilirlar:

Kahverengi  Ciiriik¢iil ~ Funguslar: Bu  grubu,  genellikle
Basidiomycetes’ler (drmillariella mellea, Laccaria laccate, Merulius
lacrymans, Lentinus, Poria vb.) olusturur. Liimene girerek, polioksidazlan
salgilar ve hiicre geperlerini parcalarlar. Selilloz, hemiseliilozu etkin olarak
yikima ugratirlarken, lignini kismen pargalayarak kahverengi bir atik
olustururlar. Ozellikle konifer substratlari (gymnosperm) tercih ederler.
Fungus hifinden saliverilen selliilaz enzimleri, hif iizerinden seliilozu yikima
ugratir ve odunsu yapt icine serbestce diflizlenirler. Kahverengi
¢liriikgtillerin etkisi, odunsu yapmnin dayanikhiligini zayiflatmaktir. Bu tip
giiriikgiillerle muamele edilen ligninin metoksi igerigi azalir (Kirk and
Adler, 1970; Kirk, 1975) ve 6nemli miktarda fenolik hidroksil gruplari yapi
icine sokulur (Kirk, 1975; Crawford, 1981; Jin et al, 1990). Koyu



kahverenk, modifiye ligninde karbonil gruplarinin konjuge olmas: ve buna

ilaveten kinonlarin olugmasiyla meydana gelir (Kirk, 1975).

Yumusak Ciiriik¢iil Funguslar : Toprak ile temas halindeki ylizey
tabakalarindaki seliilozu yikima ugratarak nemli odunsu yapiya atak
yaparlar ve bu saldiri, odunsu yap1 ylizeyinin yumusamasiyla sonuglanir
(Blanchette, 1991). Fakat ligninin par¢alanmasi, sadece hiflerin ¢evresiyle
sinirlt kalir. Lignin yapisiyla iligkili fenolik bilesikleri mineralize etme
yetenegine sahip yumusak giiriikgiil funguslarin pek ¢ogu Ascomycetes ve
Deuteromycetes grubuna aittir (Ander et al., 1984; Ander et al., 1988).
Yumusak giiriikgiil funguslardan Chaetomium ve Fusarium tiirleri, genelde
toprakta bulunurlar (Carlile and Watkinson, 1994).

Beyaz Ciiriik¢iil Funguslar: Basidiomycetes grubuna ait Stereum,
Coriolus, Fomes, Collybia, Clitocybe, Marasmius vb. tiirleri; seliloz,
hemiseliiloz ve lignini aym1 anda pargalamaktadirlar. Odunsu yapi; lifli,
beyaz, dayaniksiz bir hale déniisiir. Bazi suslar; lignini seliilozdan se¢imli
bir sekilde ayirabilme 6zelligindedir. Simdiye kadar 500 den fazla beyaz-
cliriikgiil susu belirlenmigtir. Beyaz ¢iiritk¢lil funguslar, en etkili ligninolitik
mikroorganizmalardir ve genelde angiospermlerin sert odunu iizerinde
etkindirler.

Lignini yikabilen funguslardan o6zellikle beyaz ciiriikciiller, cesitli
biyoteknolojik uygulama alanlarinda kullanilmaktadirlar. Lignin gibi organik
molekiillere etki eden, spesifikligi diigiik olan gesitli ligninolitik enzimleri
liretirler. Bu enzimler, ligninleri yikima ugratmada dogal ekosistemlerde
kullanilmalarina ragmen pestisidler, trinitrotoluen atiklarini igeren atik-sular,

kagit hamuru endiistrisinin klorlanmig lignin atiklari gibi kompleks-fenol



bilesiklerini parcalamak {izere de biyoteknolojide yaygin kullanim alani
bulmaktadirlar (Marton et al. 1969).

Beyaz Ciiriikgiil Funguslarm Baslica Uygulamalan
Mikrobiyal Delignifikasyon

Kimyasal kagit hamuru proseslerinden Kraft prosesinde; lignin
¢oziiliir ve (Kirkpatrick et al.,1990) lignin, seliiloz ve hemiseliiloz gibi ii¢
ana bilesenden meydana gelen odunsu yapi, bilesenlerine kadar ayrilir. Bu
prosesde odunsu yapi, sodyum siilfid ve sodyum hidroksit ile pigirilir;
boylece ligninin ¢ogu ¢bziiniir, karakteristik siyah renk giderilir. Alkali
ckstraksiyonu takiben klorlama, renkli kraft hamurunda kalan ligninin
biiyiik ¢ogunlugunu da etkin olarak uzaklastirmaktadir. Ancak, bu siireg¢ de
kloriirlerin bazist nehirlere bosaltildifinda lignine bagli yeni klorlanmig
organik bilesikler olusturarak biiyiik ¢evre problemine neden olurlar. Kraft
proses ile olusan ksenobiyotikler, biyoteknologlar: alternatif kimyasal

agartma y6ntemlerine yénlendirmektedir (Rossi and Erlich, 1990).

Curiik¢til fungus Trametes (Coriolus) versicolor’un yardimiyla
klorlama yapilmaksizin kagit hamuru parlakhg, % 2 oraninda
arttirllabilmektedir (Reid et al, 1990). Yumusak odun hamurlarinin
agartilmasi, sert odun hamurlarina gére daha zordur ancak bu hamurlar da

funguslan igeren biyolojik proseslerle agartilabilir.

Mikrobiyal delignifikasyon, dzellikle kagit yapimi i¢in odun hamurw
iiretiminde uygulanmaktadir ve selliilolitik aktiviteleri yok edilmis mutant
lignin-degrade edici funguslar kullanilarak mekanik hamurlasma i¢in enerji

gereksinimini de azaltmak miimkiindur.



Mikrobiyal Biyoremediasyon

Odunsu yapinin giiriimesine neden olan funguslar, kagit hamuru
likorlerinin kopiirmemesi ve renksizlestirilmesinde de kullanilmaktadirlar.
Bu likorlerde lignin ve tiirevleri, yaygin olarak bulunur ve siyaha yakin
kahverengi bir renk olugmasina ve gbze hog gériinmeyen kirlilik problemine
yol agarlar. Kraft siyah lik6riin renksizlestirilmesi, Trametes versicolor gibi
bir ¢ok fungus ve Aspergillus sp. gibi giiriik¢lil olmayan funguslar
tarafindan gerceklestirilir. Renksizlestirme, genellikle miselyum yiizeyinde
olusan renkliligin adsorbsiyonuyla gergeklesir. Ornegin; Tinctoporia
borbornica, atik pigmenti % 70 oraninda renksizlestirmektedir. Ortama
sekerler ilave edildiginde bu oran % 99 a ulagmaktadir. Bu renksizlegtirme
olay1, sadéce yiizey adsorbsiyonuyla degil oksiligninin delignifikasyonu ve
kaismi indirgenmgsiyle gergeklesmektedir (Bergbauer et al., 1991).

Bitki atikldrindaki klorlanmis lignin tiirevieri de beyaz giiriikgiil
fi_mgus Trametes versicolor tarafindan yikima ugratilir. Ko-substrat olarak
ghukoz ilavesinde 3 giinlik inkiibasyon sonunda yaklasik % 90 renk
+ agilmast gergeklpstirilebilir. Benzer sekilde; ortamdaki kloro-organik
bilesiklerin konsantrasyonu, yaklaslk % 45 oraninda azaltilabilir. Bu tip atik
stvilardan etkili renk giderilmesi, kalsxyum aljinat boncuklarinda bu
fungusun immobilize edllmes}y}e gerceklestmlmlstlr (Bergbauer et al.,
1991).

Zararh atiklarin biyoremediasyonunda beyaz ¢iiriikgiil funguslarin
kullanim avantajlar1 agagida sunulmustur;
» Apa¢ ve tarimsal atiklar gibi ucuz substratlar {izerinde

biiyiiyebilmeleri,
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» Uygun sistemlerle, sivi atiklarin ve topragin aritilmasinda
kullanilabilmeleri,
» Uygun bir tasiyictda immobilize edildikten sonra da kullanilabilir

olmalaridr.
Kagit Hamurunun Mikrobiyal Agartiimasi

Funguslar, biyo-mekanik kaZit hamuru yapimi olarak adlandirilan
kagit-yapimu endiistrisinde de kullanilabilir (Jurasek and Paice, 1988; Setliff
et al., 1990). Beyaz giiriik¢iil funguslarla odunsu yapilarin biyolojik on
muamelesi; enerji kullanimimi azaltmasinin yami sira liflerin  birbirine
baglanmasini da saglar. Aynca, giiniimiizde kullanilan fiziko-kimyasal
yontcmlere kiyasla ¢cvreyc daha az zarar verme cgilimindcdirler. Biyolojik
on-muamele, kagit dayanikliliini ve parlakligini da arttirmaktadir. Kagit
endiistrisinde bir fungusun kullanilabilmesi igin aranan en 6nemli 6zellik,
lignini yikima ugratma yetenegidir (Reid, 1985).

Beyaz ¢iiriikgtil funguslar, kagit ha'lmurunun selilloz igerigini
etkilemeksizin  odunsu yapidaki lignin  miktarmin  azaltlmasinda
kullanilmaktadirlar. Delignifikasyonun tamamen gergeklesmesi zorunlu
degildir. Hatta, kiigiik miktardaki delignifikasyon, mekanik kagit hamury
hazirlamak igin odunsu yapiyr daha yumusak hale getirir. Béylece, prosesde
daha az enerji kullanilir ve kagit hamurunun kagit-yapim kalitesi de arttirilir.

Phanerochaete chrysosporium

Daha onceleri  Chrysosporium  lignorum ve  Sporotrichum
pulverulentum olarak bilinen Phanerochaete chrysosporium,
Basidiomisetlerin bir {iyesidir (Burdsall and Eslyn, 1974). P.chrysosporium,
beyaz ciiriik¢iil fungus olarak hem sivi atiklar hem de topraktaki
ksenobiyotikleri yikima ugratabilen diisiik spesifiklikteki ligninolitik
enzimleri liretme yetenegindedir.
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P.chrysosporium, lignin yikimina katilan cesitli
peroksidazlari/ligninazlar iiretir. Bu enzimler, ligninin aril katyon radikaline
bir-elektronlu oksidasyonunu katalizler. Ardindan lignin, pargalanir ve
benzilik alkol ve aldehidlere oksitlenir. Bu fungusdan izole edilen
peroksidazlar da polisiklik aromatik bilesikleri, kinonlara oksitler. Ornegin;
antrasen, antrokinonlara ddniistiiriiliirken pyren, pyren-1,6-kinon ve pyren-
1,8-kinon kansimina gevrilir. P.chrysosporium’un lignin biyodegradasyonu
i¢in model organizma olarak segilmesinin nedenleri;

> hem lignini hem de seliilozu etkili bir sekilde degrade edebilmesi,
sicakliga toleransli olmasi,

>
> laboratuvarda kolaylikla biiyiiyebilmesi,
> genetik manipulasyonlar i¢in zorunlu olan seksiiel basidiosporlar ve
aseksiiel konidiosporlan iiretebilmesidir (Burdsall and Eslyn, 1974;
Gold and Cheng, 1978).
. P.chrysosporium’un ligninolitik aktivitesi, besin karbonu, kiikiirtli
veya azotu tiiketildiginde sekonder metabolik biiyiime fazmnin baslamasiyla
tetiklenmektedir ve bu esnada, organizmanin primer Dbilyiimesi
tamamlanmaktadir. Azot bilegikleri tarafindan kontrole hassas olan lignin
gibi karbon substratlarini degrade eden bir mekanizma vardir. Peroksidazlar,
enzim sentezinin baskilanmasindan ziyade besin sinirlamasina tepki olarak
iiretilirler. Boylece; beyaz giiriikiil funguslar, kimyasal ksenobiyotikleri
yikima ugratmadan &nce bir adaptasyon periyoduna ihtiyag duymazlar.
Fungus, topraga atilan lignoseliiloz atiklar iizerinde de biiyliyebilir. Diigiik
miktarlarda azot igermelerine ragmen diger tiim besinlere sahip odun
pargalar1 (gergop) gibi atiklar, ideal besin kaynaklandir (Aust, 1990;
Bumpus et al, 1985). P.chrysosporium’un ligninolitik sistemi, ligninin
yikimi sonucu olugan diigiik molekiil agirlikl, ¢oziinebilir bilesikler

tarafindan indiiklenmektedir.
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P.chrysosporium’un ligninolitik sisteminin 6zelligi; ligninin CO; e
yogun déniigiimiiniin, sadece duragan faz kiiltivasyon kosullarinda meydana
gelmesidir; kiiltlirlin karigtirilmasi, fungusun iyi bilylimesini ve seliiloz
degradasyonunu saglar, ancak lignin yikimini baskilar. Baskilama olayi,
pellet olusumunun bir sonucu olabilir. Ciinkii pelletler igindeki smirlt
oksijen miktari, oksidatif bir islem olan lignin metabolizmasini inhibe
etmektedir. Lignin yikim hizi  ve derecesi, ortamdaki oksijen
konsantrasyonuna da bagimhdir. P.chrysosporium’un % 100 O,
atmosferinde biiylime siirecinde ligninin CO, e metabolize olan miktari,
hava oksijenindeki biiylimesine gore 2-3 kat daha yiiksektir. % 5 O,

varliginda ise lignin yikimu1 ger¢ceklesmemektedir.

P.chrysosporium ligninolitik kiiltiirleri; DDT (l,l,l-trikloroQZ,Z-bis-
(4-klorofenil)etan), lindan (1,2,3,4,5,6-hekzaklorosiklohegzan, 2,3,7,8-
tetraklorodibenzo-p-dioksin) ve benzo(a)piren gibi yikima di;engli organik
ksenobiyotikleri mineralize etme kapasitesindedir (Bumpus et al.,1985). Bu
fungus tarafindan, PCB (poliklorlanmig bifenille;r) gibi kompleks karigimlar,
TNT (2,4,6-trinitrotoluen) gibi savas gerecleri (Fernando et al., 1990) ve
CCl, gibi alifatik hidrokarbonlarin yikimi gergeklestirilmekfedir (Khindaria
et al., 1995) ve TNT imalatinda olusan pembe renkli siv1 atigin aritilmasinda
da kullamlmaktadir. Bu prosesde; TNT konsantrasyonu, 24 saat iginde 90
pug/ml  den sifira indirgenmektedir. Yiiksek molekiil agirhikls
ksenobiyotiklerin ytkimi, geleneksel yontemlerle gergeklestirilemez ve bu
bilegiklerin  ekosistemdeki son konsantrasyonlar1 da  genellikle
bilinmemektedir. Bununla birlikte; P.chrysosporium kagit hamuru atik
sularinda bulunan organik kloriirlerin yaklagik % 70 ini, 48 saatten daha kisa

siirede uzaklagtirabilmektedir (Bumpus, 1989).
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Zararli  atiklar ve  ksenobiyotiklerin  yikim  isleminde;
P.chrysosporium igeren reaktdr sistemleri kullanildifinda biyo-yikim
hizinin, immobilize fungus ile reaktdr ortaminda 40-kat arttig
gosterilmektedir (Lewandowski et al., 1990).

1.2.2 Ligninolitik enzimlerin molekiiler biyolojisi

P.chrysosporium ligninolitik sisteminin molekiiler genetik yapisiyla
ilgili standart prosediirler; okzotrof (auxotroph) iiretimi, rekombinasyon
anaiizi (Alic and Gold, 1985) ve hizli DNA ve RNA saflagtirmasidir
(Haylock et al. 1985). P.chrysosporium’un molekiiler yapist da
aragtiriimaktadir (Alic and Gold, 1991; Pease and Tien, 1991; Cullen and
Kersten, 1992; Gold and Alic, 1993).

P.chrysosporium transformasyon sistemleri gelistirilmekte ve amino
glikozid antibiyotigi olan G415 e direngli transformasyon rapor edilmektedir
(Randall et al.,1989). Direng sistemi, P.chrysosporium ME446 endojen
plazmidiyle Kan vektSriiniin rekombinasyonundan meydana gelir.
Rekombinant plazmidler, diisiik sayidaki kopyada ekstra-kromozomal olarak
muhafaza edilmektedirler (Randall and Reddy, 1991, 1992; Randal et al.,
1991).

Tien ve Tu (1987) tarafindan ilk olarak LiP H8’i kodlayan cDNA
klonlanmasiyla, P.chrysosporium peroksidaz genlerinin sayisi, yapisi ve
organizasyonuyla ilgili daha ¢ok bilgiye ulagilmigtir. LiP’ler; 10 gen ailesi
(lsz-lipJ) ve allelik genleri tarafindan kodlanmaktadir. Ancak, allelik
akrabalik, tiim klonlar arasinda saptanmamustir (Gaskell et al., 1994).

Bazi klonlarda u¢ dizinimin aynen korunmasi ve birbirinden g¢ok

farkli olmayan izoenzimleri kodlayan allelik formlarin bulunmas: (Gaskell et
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al., 1991), gen-izoenzim iligkilerinin tam olarak belirlenmesinde yeterli
degildir. Deneysel olarak saptanan izoelektrik noktalar, N-ug dizinim verileri
ve transkriptlerin ¢okluguna gore lip 4, lip D ve lip C genlerinin sirasiyla
H8, H2 ve HI0 izoenzimlerini kodlamasi olasidir. /ip 4 nin kodlamasi,
heterolog enzim ekspressiyonuyla da dogrulanmaktadir (Johnson and Li,
1991). Karbon sinirlt kiiltiirlerden 5 LiP izoenzimi. saflastirildt ve N-ug
amino asit dizinimleri saptandi (Glumoff et al., 1990). Buna gére; pl lari
4,65, 3,85 ve 3,70 olan li¢ izoenzimin, sirasiyla lip D, lip A ve lip B nin

tiriinleri oldugu deneysel olarak da belirlendi.

Diger fungal tiirlerin peroksidaz genleriyle ilgili nispeten az bilgi
vardir. Phlebia radiata (Saloheimo et al., 1989), Trametes versicolor (Black
and Reddy, 1991; Jonsson and Nyman, 1992) ve Coprinus cinereus den elde
edilen klonlarin dizinim tayini yapilmistir. P.chrysosporium genlerinin
Southern blot hibridizasyonuna gére LiPe benzeyen dizinimler, Bjerka'ndera
adusta, Coriolus versicolor, Fomes lignosus (Huopnen et al., 1990),
Ceriporiopsis subvermispora ve Phlebia brevis;uora (Ruttiman et al., 1992)

genlerinde de saptanmigtir.

LiP genleri arasinda niikleotid ve amino asit dizinim homolojisi
yiiksektir. Ornegin; P. chrysosporium BKM-1767 nin lip A ve lip I genleri,
% 97 O6zdes olan proteinleri kodlar (Schalch et al., 1989). Peroksidaz
aktivitesi i¢in zorunlu aminoasitler ise aynen mevcuttur. Ayrica lip 4 geni,
bir propeptid ozelligi gosterir (Schalch et al.,1989). Benzer dizinim, sug
OGCI10! geninde de saptanmakta ve pro-enzim, in vitro translasyon lriinii
olarak gosterilmektedir (Ritch et al., 1991). P.chrysosporium’un birgok
geninde, prolince zengin karboksil-uglart bulunmaktadir (Schalch et al.,

1989).
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LiP’lere gére MnP genlerinin sayis1 ve yapist hakkinda daha az bilgi
mevcuttur. MnP’1 kodlayan cDNA (Pribnow et al., 1989) ve ilgili genomik
klonu (Godfrey et al., 1990), P.chrysosporium OGCI101 susundan izole
edilmigtir. BKM-1767 den tiirevlendirilen (MP-1) MnP-cDNAda,
karakterize edilmistir (Pease et al., 1989). Amino asit dizinimi, lip 4 ile
%50-60 oraninda Ozdestir. Allellik varyant MP-1 e ilaveten OGC101
(Mayfield et al., 1994) ve BKM-1767 (Orth et al., 1994) suslarindan yeni,
klonlarda izole edilmistir. MnP genlerinin toplam sayis1 ve izoenzimlerin N-
u¢ amino asit dizinimi (Datta et al.,, 1991; Pease and Tien, 1992),
P.chrysosporium BKM-1767 de eksprese edilen MnP geninin oldufunu
gostermektedir. LiP’lerdeki gibi MnPye benzeyen dizinimler, heterolog
problar kullanilarak C. subvermispora ve P. brevispora genomlarinda da

saptanmistir (Ruttiman et al., 1992).

cAMP’nin,  P.chrysosporium ligninolitik enzim sisteminin
diizenlenmesine katildift ve bu siiregte ligninolitik kiiltiirlerde hiicre igi
cAMP diizeyinin arttigi gosterilmektedir (MacDonald et al., 1984,1985).
Bununla birlikte; cAMP inhibitorleriyle muamele edilen kiiltiirlerde
peroksidaz  izoenzimlerinin ve transkriptlerinin azaldifyn da rapor
edilmektedir (Boominathan and Reddy, 1992).

MnP iiretimi, Mn konsantrasyonuna bagimii olup (Bonnarme and
Jeffries, 1990; Brown et al, 1990) Mn tarafindan regiilasyon,
transkripsiyonal diizeydedir (Brown et al., 1990, 1991). Potansiyel
transkripsiyonal kontrolii, sus OGC101 den MnP geninin 5’-translate
yapilmamis bdlgesinde belirlenmigtir (Godfrey et al., 1990; Alic and Gold,
1991). Mn (II) ye ilaveten transkripsiyon, 1s1 soku (Brown et al., 1993),
hidrojen peroksit, kimyasal stres ve molekiiler oksijen (Li et al., 1995)
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tarafindan indiiklenmektedir. C- ve N- sinirlamasi yapilan kiiltiirlerde MnP
izoenzimlerinin regiilasyonlarinin farkli oldugu da gosterilmektedir (Pease
and Tien, 1992). Ayrica her izoenzim, Mn konsantrasyonuna karst farkh
tepki gostermektedir (Pease and Tien, 1992). Agarli ortamda
P.chrysosporium  kolonilerinde MnP  transkriptleri lokalize halde

saptanmigtir (Moukha et al., 1993).

LiP ve MnP genlerinin farkh regiilasyonu, izoenzimlerin farkli
fonksiyonlara sahip olmasint da saglamaktadir. Lignin yikiminda her bir
izoenzimin etkilesimi ve roliinlin aydinlatilmasi, kompleks substratlarda
spesifik izoenzimlerin belirlenmesini ve saf izoenzimlerin daha ileri diizeyde
biyokimyasal karakterizasyonuna gereksinim duymaktadir. Immiinogold
isaretli denemeler ile, koloni olusturulan odunsu yapida LiP ve MnP
belirlenmesine ragmen enzim verimliligi, tamamiyle izoenzim ayrimi igin

yeterli degildir (Blanchette et al., 1989; Daniel et al., 1990).

Peroksidazlarin heterolog ekspresiyonlar1 da problemlidir. E. coli’de
nispeten diisiik diizeylerde agregatlasan apoprotein iiretilmektedir. S.
cerevisiae ekspressiyon sistemleri ile hiicre i¢i apoprotein liretmez ya da
verim ¢ok diigiiktiir (Pease and Tien, 1991). T.reesei’de P.radiata LiP’lerin
ekspresiyonu, transkripsiyon igin yeterli diizeyde degildir (Saloheimo et al.,
1989). Peroksidazlarin heterolog ekspresiyonunda; Baculoviriis sistemleri,
aktif rekombinant MnP izoenzimi H4 (Pease et al., 1991) ve LiP izoenzimi
H8 (Johnson and Li, 1991) liretmede kullanilmaktadir. Verim, nispeten
diisiik olmasina ragmen, baculoviriis {iretimi, sinirlt miktarlarda rekombinant
proteine (6rn; nokta-spesifik mutajenezis) ihtiyag duyan denemeler igin
kullaniglt olabilir. Aspergillus oryzae’de aktif C. cinereus peroksidaz: etkili
diizeyde iretildi (Andersen et al.,, 1992). Baculoviriis sistemi igeren

kiiltiirlere Hem’in ilavesi, ekspressiyon verimliligini arttirmaktadir.
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Lakkaz iireten bazidiomisetlerin molekiiler genetik yapilariyla ilgili
daha az bilgi vardir. Coriolus hirsutus (Kojima et al., 1990) ve P.radiata
(Saloheimo et al., 1991) nin hem‘ genomik hem de cDNA klonlari,
dizinimleri gergeklestirilmektedir. Orfaya cikan amino asit dizinimleri,
benzerdir (% 63) ancak A.nidulans ve Neurospora crassa bazidiomiset
funguslar1 lakkazlarinin ise farklidir. C. hirsutus ve P.radiata cDNA lar,
strastyla S.cerevisiae (Kojima et al., 1990) ve T.reesei (Saloheimo and Nikuf-
Paavola, 1991) de eksprese edildiginde aktif, ekstraselliiler enzim elde

edilmistir.

P.chrysosporium peroksidazlarinin tersine, gliokzal oksidaz, tek bir
gen tarafindan kodlanmaktadir (Kersten and Cullen, 1993). Peroksidazlarla
koordineli bir sekilde transkripsiyona ugramasina ragmen (Stewart et al.,
1992; Kersten and Cullen, 1993) gliokzal oksidaz geni, bilinen tiim
P.chrysosporium genleriyle iligkili degildir (Gaskell et al., 1994). Bu enzimi
kodlayan cDNA, A4.nidulans’da tamamiyle aktif hiicre dig1 proteini de etkili
bir sekilde eksprese etmektedir.

1.2.3 Ligninolitik enzimler

Lignin Peroksidaz (LiP) (EC 1.11.1.14 diarilpropan oksijen,
hidrojen peroksit oksidorediiktaz); Lignin peroksidaz (LiP) ve mangan
peroksidaz (MnP), kompleks aromatik polimer ligninin baslangi¢ yikiminda
¢ok onemli rol oynarlar. LiP, lignin mode! bilesiklerin H,O, e bagiml Ca-
CB baginin pargalanmasini gergeklestiren ilk enzim olarak kesfedilmistir ve
ardindan in vitro da metillenmis ligninin kismi depolimerizasyonunu
katalizledigi gosterilmistir (Glenn et al.,1983; Tien and Kirk, 1983; Gold et
al., 1984; Tien and Kirk, 1984).
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P.chrysosporium ve diger pek c¢ok beyaz- giiriik¢iil funguslarda
LiP’in gesitli izoenzim formlari; izoelektrik noktalari (pI) ve Mono-Q anyon
degisim kolonundan eliisyon siralarina gére saptanmistir (Renganathan et
al., 1985; Kirk et al., 1986a; Leisola et al., 1987). Mono-Q anyon degisim
kromatografisinde saptanan 10 peroksidaz H1-H10 olarak tanimlanmakta ve
bunlardan 6 tanesi H1 (pl 4,7), H2 (pl 4,4), H6(pI 3,7), H7 (pI 3,6), H8 (pI
3,5) ve H10 (pI 3,3); LiP’in karakteristik veratril alkol oksidasyon
aktivitesine sahiptir (Farrell et al., 1989). Analitik izoelektrik fokuslamada,
LiP aktivitesine sahip 15 protein saptanmigtir (Leisola et al., 1987). Bilyiime
kosullart (6rn; N ve C sinuch ligninolitik kosullar), enzimin saflastirma

yontemleri ve depolanmasi, izoenzimlerini etkilemektedir.

LiP’in izoenzimleri, molekiil agirhklari 38-46 kDa olan
glikoproteinlerdir. Bu enzimler, glikozillenmis Hem-proteinleridir. H1
izoenzimi hari¢ tiim LiP izoenzimleri, mannoz 6-fosfat seklinde N-bagh
karbohidrat kisimlarindan fosforillenmektedirler (Kuan and Tien, 1989). N-
u¢ ve genetik analizler, LiP’lerin farkli gen frlinleri oldugunu
gostermektedir ve bu farklanma, sadece post-translasyonel modifikasyonlar
nedeniyle degildir. Spektroskopik ve fiziksel karakterizasyonlar; LiP’in
dogal, yiiksek spinli bir demir igerdigini ve Histidin ile beg- koordinasyonlu
bir yap: olusturdugunu géstermektedir (Kuila et al., 1985; Andersson et al.,
1987; Banci et al., 1991). DNA klonlarindan elde edilen primer dizinim, turp
peroksidazi (HRP) ve sitokrom c peroksidazi (CcP) ile benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 1.2 LiP in kristal yapisi

LiP’in kristal yapis1 Sekil 1.2 de gosterilmektedir (Edwards et al.,
1993; Pointek et al., 1993). En g6ze ¢arpan 6zelligi, sitokrom c peroksidaz
(CcP)in dizinimiyle yaklagik % 20 lik bir 6zdeslik gostermesine ragmen fig-
boyutlu yapilarinin tamamen benzer olmasidir. Proksimal (yakin) Hem
ligand: olan Histidin, gémiilii aspartik asite (Asp) hidrojen bagiyla baglidir:
peroksit cebi, distal (uzak) histidin (His) ve arginin (Arg) ile de benzerdir.
LiP de fenilalanin (Phe) proksimal Hem ylizeyleriyle temas halindedir.
Ayrica LiP Hem propiyanatin Asp 183 e hidrojen bagiyla baglanmas: LiP’in
diisik pH optimumuna sahip olmasin1 da agiklayabilmektedir (Edwards et
al., 1993). 4 disiiifid bagina sahip LiP’de C-ucu, diizenli yayilim

gOstermeyen sekonder yapili (276-343 aminoasit kalintilart) dir.

Lignin peroksidazin katalitik dongiisiinde enzim ara-iiriinleri, diger
peroksidazlarla analogdur (Andrawis et al., 1988; Harvey et al.,1989;
Marquez et al., 1988; Renganathan and Gold, 1986; Tien et al., 1986;
Wariishi et al., 1990). H,0,, LiP’in katalizledigi tepkimelerde tercih edilen

kosubstrat ve oksidantdir. LiP ile substratlarinin etkilesimi, ping-pong
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mekanizmasina benzer; H;O,, iki elektron ile ferrik enzimi oksitleyen
Bilesik-I ara iiriiniinii olusturur. Bilesik-II, Bilesik —I in bir elektron ile
aromatik substrat1 oksitlemesiyle olusur (bir elektron ile oksitlenmis enzim
ara {iriinii) ve aromatik substratin tekrar oksitlenmesiyle enzim, temel haline
geri d6nef. LiP’ler, aromatik substratlara karsi benzer &zellikler
gostermelerine ragmen (Farrel et al.,, 1989; Glumoff et al., 1990) kinetik
ozellikleri, H,O, tert-butil hidroperoksit ile yer degistirdiginde belirgin bir
sekilde degismektedir (Glumoff et al.,1990). Bilesik-I olusumu pH’a bagiml
olmamasina ragmen diisiik bir pH optimumuna (pH<3,0) sahiptir. Katalitik
ara iriinlerin doniigiimiinde fenolik olmayan aromatik substrat S ile

gosterilirse;

Dogal (ferrik) peroksidaz + H,0; ——»  Bilesik-I + H,O
Bilesik-I + S —_ Bilesik-1I + S™
Bilesik-IT + S ——— » Dogal (ferrik) peroksidaz + S™

Diger peroksidaz enzim ara tiriinii olan Bilesik-III; ferr6z peroksidaz
ile oksijen (dogal peroksidaz, bir elektron ile indirgenir), ferrik peroksidaz
ile siiperoksit ve H,O; ile Bilesik-II nin kompleks olusturmasiyla meydana
gelir. LiP kataliz mekanizmasinda; Bilesik-III (LiP Bilesik-III ile H;O»
komplekéi), gergek ara iiriin ise de LiP Bilesik-III iin stabilitesi ¢ok diigiiktiir
(Cai and Tien, 1989,1990,1992; Wariishi and Gold, 1990; Wariishi et al.,
1990; Wariishi et al., 1992).

LiP, tiimii H,O, e bagimli gesitli oksidasyon tepkimelerini katalizler.
Bu oksidasyon tepkimeleri; lignin ve lignin modellerinin propil yan
zincirlerindeki Ca-CP baginin pargalanmasi, benzilik metilen gruplarinin

hidroksilasyonu, benzil alkollerin aldehit ve ketonlarina oksidasyonu, fenol



21

oksidasyonu ve hatta fenolik olmayan lignin model bilesiklerinin aromatik
halka parcalanmasidir (Tien and Kirk, 1984; Leisola et al.,, 1985;
Renganathan et al., 1985; Umezawa et al.,1986; Umezawa and Higuchi,
1987). LiP, bir elektron ile aromatik substratlari oksitlemesiyle olusan aril
katyon radikalleri, substrat yapisina ve tepkime ortamina bagli olarak bir ¢ok
tepkime ile kendiliinden yikima ugratilir. LiP tarafindan katalizlenen
tepkimelerde metoksibenzen substratlarindan katyon radikal ara iiriinlerinin
iiretimi, Elektron Spin Rezonans (ESR) ile saptanmaktadir (Kersten et al.,
1985). Lignin yapili bilesiklerle karbon-merkezli ve peroksil radikal ara
tirlinlerinin yani sira radikal-dimer liriinlerinin belirlenmesine, radikal ara-
tiriinleri de katiimaktadir (Hammel et al., 1986). Lignin model bilesiklerinde
yaygin goriilen Ca~-Cp baginin pargalanmasi, Cp karbonunun siibstitiisyon
derecesine bagli olarak anlastlabilir (Snook and Hamilton, 1974). Katyon
radikallerinin C-C baginin pargalanmasiyla olusan karbon-merkezli radikal
ara drlinlerle O; nin tepkimeye girmesi LiP’in oksigenaz etkisinin
gostergesidir (Hammel et al., 1985; Renganathan et al., 1986). LiP
aktivitesinin, Ca lignin-karbohidrat bagini parcalamas: da beklenmektedir
(Kirk et al., 1986).

LiP, yaklasik 7,5 eV veya daha diigiik iyonlagma potansiyeline sahip
polisiklik aromatik bilegikleri oksitlerken turp peroksidazi (HRP), 7,35 eV
nin altindaki iyonlagma potansiyeline sahip polisiklik aromatik bilesikleri
oksitlemektedir (Cavalieri and Rogan, 1985). Ligninolitik enzimlerin en
biiyiik 6zellikleri, elektron yogunluklar1 azaltilmis daha reaktif Hem aktif
merkezlerine sahip olmalari ve yliksek redoks potansiyelli substratlari
oksitlemeleridir. LiP igin Fe"/Fe*? ¢iftinin redoks potansiyeli, yaklagik -130
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mYV iken MnP igin —90 mV olarak saptanmas: (Millis et al., 1989) katalitik

ara iirlinlerin redoks potansiyellerinin, biiyilik oldugunu gstergesidir.

LiP igin' etkinligi az olan substratlarin (6rn: anisil alkol)
oksidasyonunun arttirilmasinda; etkinligi yiiksek substratlarin (6rn: veratril
alkol) Kkatalitik miktarlarinin ilavesi etkili olmaktadir (Harvey et al., 1986).
Boylece etkinligi yiiksek substratlardan olugan katyon radikal ara iiriinleri,
etkinlifi az olan substratlarin oksidasyonuna aracilik etmektedir. Ayrica
P.chrysosporium’un sekonder bir metaboliti olan veratril alkol, enzimin
katalitik dongiisiinde peroksidazin korunmasinda &nemli rol oynar
(Shoemaker, 1990). Katyon"‘radikal ara lrlinleri ile bu diizenleme, okzalik
asit ve H,O, oksidasyonuna da benzer (Akamutsu et al.,1990; Popp et al.,
1991). Okzalat, veratril alkol ve Mn**ile LiP katalizi, oksijen tiiketimi ve
karbon dioksit anyon radikal ve perhidroksil radikallerinin olusumuyla
birlikte gergeklesir (Popp et al., 1991). Okzalat, LiP Bilesik-III olusumunu
onlemektedir (Goodwin et al., 1994).

LiP ayrica, fenolik lignin bilesiklerin oksidasyonunu da
katalizlemektedir ve lignin depolimerizasyonuyla olusan fenolik bilesikler,
hem ligninin depolimerizasyonu (Tien and Kirk, 1983) hem de in vitro da
lignin alt birimlerinin yeniden polimerizasyonu nedeniyle ilgi ¢ekmektedir
(Haemmerli et al., 1986; Odier et al., 1988). In vitro da ham LiP ve H,0; ile
sentetik ligninin kismi depolimerizasyonu da gosterilmistir (Hammel and
Moen, 1991). In vivo lignin depolimerizasyonunda, LiP 6nemli bir etkiye
sahiptir (Leisola et al., 1988) ve ekstraselliiler LiP’in misel pelletlere ilavesi,

14C-ligninin “co,e d6niisiimiinii artirmaktadir.

Lakkaz (Lac) (EC1.10.3.2 Benzendiol:O; oksidorediiktaz);Genis
bir substrat spesifikligine sahip bir fenol oksidazdir. Bir gok beyaz ¢iiriikgiil
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fungusun tersine P. chrysosporium, saptanabilir diizeylerde diisikk lakkaz
aktivitesine sahiptir. Ancak lakkazinda ligninolitik enzimler gibi, funguslar
tarafindan gerceklestirilen lignin degradasyonunda 6nemli bir rol oynadigt
gosterilmektedir (Kawai et al.,1988,1989). Trametes (Coriolus veya
Pobyporus) versicolor lakkazi, mavi-bakir oksidazidir ve fenolik bilesikler,
aromatik aminler, askorbat ve metal siyaniirlerin oksidasyonu esnasinda O,
nin H,O ya 4 elektron ile indirgenmesini katalizler (Malmsrom et al., 1975).
Bu enzim ile fenolik bilesikler ve fenolik lignin alt birimleri; ya
radikallerden tek elektron gekilerek ylikseltgenir veya polimerizasyona ya da
depolimerizasyona ugratilir. LiP ve MnP gibi, lakkaz tarafindan fenolik
bilesiklerin oksidasyonu, daha ileri diizeyde enzimatik olmayan tepkimelere
girer. Lakkazin molekiil agirlii; genelde 55-68 kDa araliginda saptanmasina
ragmen Agaricus bisporus’da 100 kDa molekiil agirliginda bulunmustur.
Lakkaz aktivitesinin optimum pH’si, 3,5-6,0 arahifinda degisir. Lakkaz,
diger mavi-bakir proteinlerine kiyasla 6zellikle yiiksek redoks potansiyelli
tip-1 ve tip-3 bakir merkezli 4 bakir atomuna sahiptir (Reinhammer, 1984).
Phlebia radiata lakkazinin aktif merkezinde pirrolokinolin kinon (PQQ) ile
birlesmesinde sadece iki bakira sahip oldugu ileri siiriilmektedir (Karhunen
et al., 1990b). Bununla birlikte PQQ, Trametes versicolor lakkazinda
saptanmamustir (Maccarrone et al., 1991). Rigidopporus lignosus lakkaz ve
MnP 1 arasinda bir sinerjizm oldugu da ileri siiriilmektedir (Galliano et al.,
1991).

Ilgili Diger Enzimler

Diger enzim sistemleri, lignin yikiminda yardimct ve sekonder rol

oynarlar. Bu yikim prosesi igin H,O, i dretirler, depolimerizasyon
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irlinlerinin  hiicre i¢ine tasinmasini, metabolize edilmelerini ve

zehirsizlestirilmelerini saglarlar.

Gliokzal Oksidaz (GLOX); P.chrysosporium ligninolitik
sistemlerinin 6nemli bir bileseni, peroksidatif tepkimelerde oksidant olarak
ihtiyag duyulan H,O; dir. Bu H;0;, standart ligninolitik kogullar altinda
salgilanan, gliokzal oksidaz tarafindan iiretilmektedir (Kirk and Farrell,
1987).

Kiiltiirlerdeki gliokzal oksidaz, peroksidaz ve oksidaz substratin
birbiriyle gecici korelasyonu, bu bilesenler arasinda yakin fizyolojik bir
iligkinin oldugunu gostermektedir (Kersten and Kirk, 1987; Kersten, 1990).
GLOX, iki izoenzimi bulunan (pl 4,7 ve 4,9) ve 68 kDa molekiil agirhiginda
bir glikoproteindir. Enzimin aktif merkezi, tam olarak karakterize
edilmemistir ancak saflagtirilan enzimin aktivitesinde Cu'? nin, 6nemli rol
oynadigi goriillmektedir. Gliokzal oksidaz; glukoz veya ksiloz gibi
lignoseliilozik bilesiklerin ana seker bilesenlerini igeren P.chrysosporium un
kiiltiirlerinde iretilir. Bununla birlikte; enzimin fizyolojik substratlar,
biiytimede kullandig1 bu karbon bilesikleri degildir. Substratlar1 olarak pek
¢ok basit aldehid-, a-hidroksikarbonil- ve a-dikarbonil bilesikleri, elektron
donérii olarak da gesitli 1-3 karbonlu aldehidleri kullanmaktadir. Gliokzal ve
metilgliokzal gibi bazi GLOX substratlari, P.chrysosporium’un dogal
ekstraselliiler metabolitleridir (Kersten, 1990). Lignin ise olasi GLOX
substratlar1 kaynagidir. LiP tarafindan B-O-4 model bilesigin (ligninin biiyiik
alt yapisi) oksidasyonu, gliokzal oksidaz igin iyi bir substrat olan
glikolaldehid agiga gikarir (Hammel et al., 1994).

GLOX’un d6niiglimlii inaktivasyonu, fizyolojik ©neme sahiptir
(Kersten, 1990; Kurek and Kersten, 1995). Gliokzal oksidaz, eglesmis
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peroksidaz sistemin yoklugunda katalitik dongii esnasinda inaktif hale gelir.
Ancak oksidaz, LiP ve fenolik olmayan peroksidaz substratlari tarafindan
yeniden aktive edilebilir. Ancak fenolik substratlar, LiP tarafindan
gerceklestirilecek aktivasyonu 6nlerler. Bu olay oksidazin; peroksidaz,
peroksidaz substratlart ve peroksidaz iiriinlerinden (6rn; ligninolizis sonucu
olusan fenolikler) sorumlu diizenleyici bir mekanizmaya sahip oldugunu

gostermektedir.

Sellobiyoz oksidaz, sellobiyoz:kinon oksidorediiktaz (CBQaz)
(EC 1.1.3.25 sellobiyoz: oksijen 1-oksidorediiktaz) (Ayers et al., 1978;
Westermark and Eriksson, 1974), hem lignin hem de seliiloz
degradasyonuna katilmaktadir. Sellobiyoz oksidazin sinirh proteolizisi;
CBQ az’in olasi bir pargalanma iiriinii oldugunu géstermektedir (Henriksson
et al., 1991; Wood and Wood, 1992). Sellobiyoz oksidaz, biri flavin digeri
Hem igeren iki ‘domaine sahiptir. Flavin igeren domain, seliilozu baglar ve
CBQaz ile benzer fonksiyona sahiptir. Bu oksidorediiktazlarin fonksiyonlari,
lignin oksidasyonunda peroksidazlar ve lakkazlar tarafindan iiretilen
fenoksi-radikallerinin yeniden-polimerlesmesini onlemektir (Eriksson et al.,
1993). Bu enzimlerin, sitokromlar ile elektron-transfer tepkimeleri (Rogers
et al., 1994), kinon indirgenmesi, mangan oksit ¢dziiniirlestirilmesi ve Mn"
selatlanmasinda 6nemli rollere sahip oldugu ileri siiriilmektedir (Roy et al.,
1994).

Sellobiyoz dehidrogenaz (CDH) (EC 1.1.5.1 Sellobiyoz: kinon 1-
oksidorediiktaz); C kaynag olarak seliiloz kullanildifinda bir ¢ok fungus,
ksenobiyotiklerin yikiminda 6nemli olan CDH salgilar (Cameron et al.,
2000; Stahl et al., 2000a). (Cameron and Aust, 1999).
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CDH, farkli domainlerde FAD ve Hem igeren 2-domainli bir
enzimdir (Wood and Wood, 1992). Sellobiyoz, ¢ok sayidaki elektron
akseptorlerinin indirgenmesi icin iki elektron tarafindan oksitlenir. Bu
akseptorlerden ikisi, Ferrik iyon ve O.dir ve strasiyla ferréz iyon ve H;O,
olustururlar (Hyde and Wood, 1997). CDH ile olusan OH" radikali,
poliakrilat polimerlerinin pargalanmasinda kullanilmaktadir (Cameron and
Aust, 1999). Genelde besince-yeterli kosullarda CDH konsantrasyonu
yiiksektir. P. chrysosporium besince-sinirh kosullarda iiretildiginde, bilyiik
miktarda CDH, proteolitik olarak pargalanmaktadir (Cameron and Aust,
2000). Bu olayin, CDH ve peroksidazlar arasindaki redoks déngiisiinii
yavaglattifn ileri siiriilmektedir. Bagimsiz flavin domaini, birgok CDH

aktivitesine sahiptir (Cameron and Aust, 2000).

Piranoz oksidaz (glukoz-2-oksidaz) (EC 1.1.3.10 piranoz:oksijen
2-oksidorediiktaz); Peroksid-olusturan piranoz oksidaz (glukoz-2-oksidaz),
P. chrysosporium’un sivi kiiltiirlerinde hiicre iginde baskin diizeyde
bulunmasina ragmen oksidazin odun giiriimesinde dnemli bir rol oynadigina
yonelik bulgular vardir (Daniel et al. 1994). Oksidaz, tercihen hifsel
periplazmik bogslukta ve membransi materyallerle birlesik durumda bulunur.
Benzer ultra-yapisal dagilim, kooperatif bir etki gdsteren MnP’da da

g6zlenmektedir.

Aril alkol oksidaz (AAO) (EC 1.1.3.7 aril-alkol: oksijen
oksidorediiktaz); AAO lar beyaz cliriik¢iil funguslarda H;O, liretimi igin
onemlidir. Peroksid olusum mekanizmasi, hiicre dig1 aril alkol oksidaz
lireten Bjerkandera sp. sus BOS55’de gosterilmektedir (de Jong et al.,
1994). Enzimin substratlart; fungusun glukozdan de novo yontemiyle

sentezledigi klorlanmig anisil alkollerdir. Oksidasyon iiriinleri, fungal
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miselyum ve aril alkol dehidrogenaz tarafindan indirgenir, b6ylece katalitik-
dongli tamamlanir. Aril alkol dehidrogenaz, P.chrysosporium’dan

saflagtirilip karakterize edilmistir (Muheim et al., 1991).

1.2.4 Mangan Peroksidaz (MnP) (EC 1.11.1.13 Mn(II): Hidrojen
peroksit oksidorediiktaz)

Mangan peroksidaz P.chrysosporium ligninolitik kiiltiirlerinin
ekstraselliiler sivisinda bulunan bir diger Hem peroksidazdir (Kuwahara et
al., 1984; Paszczynski et al., 1985). Enzimin asil fonksiyonu, oksidant olarak
H,0; i kullanarak Mn*? yi Mn™® e oksitlemektir.

Yapisal Ozellikleri

MnP (EC 1.11.1.13), oksidorediiktaz sinifi ekstraselliiler bir enzim
olup, bir Hem molekiilii, % 17 notral karbohidrat ve yiiksek oranda asidik

amino asit igermektedir.

MnP nin prostetik grubu, demir protoporfirin IX dir (Paszczynski et
al., 1986; Leisola et al., 1987; Mino et al., 1988; Wariishi et al., 1988). LiP
izoenzimleri i¢in kullanilan adlandirmayla uyumlu olarak (Farrell et al.,
1989), kiiltiirlerde belirlenen spesifik MnP’lar; H3 (pl: 4,9), H4 (pl: 4,5) ve
HS (pl: 4,2) olarak tanimlanmaktadir (Pease and Tien, 1992). MnP
izoenzimleri, glikozillenmektedir ve molekiil agirlikiari, 45-47 kDa arasinda
degismektedir (Leisola et al., 1987; Pribnow et al., 1989).

MnP’nin kristal yapisi, LiP ile benzerlikler gosterir (Sekil 1.3); aktif
merkez, Asp’a Hidrojen bagtyla bagli proksimal His ligand1 ve katalitik His

ve Arg’den olusan distal kisimda peroksid-baglayici bir cebe sahiptir
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(Sundaramoorthy et al., 1994). Bununla birlikte; Asp-179, Glu-35, Glu-39
ve bir Hem propiyonat igeren mangan-baglayici bir merkez de

bulunmaktadir. LiP’in tersine MnP, 5 disiilfid bagma sahiptir.

Sekil 1.3 MnP nin kristal yapis:
Katalitik ve Kinetik Ozellikleri

MnP; fenolik aromatik substratlarin  demetoksilasyon ve
dekarboksilasyon tepkimelerini, tiollerin varlifinda ise fenolik olmayan
lignin bilesiklerinin oksidasyonunu katalizler ve fenolik bilesikleri,
fenoksilik radikallerin ve kinonlarin olusumu ile okside eder.

MnP enzim ara tiriinleri, diger peroksidazlarla analogdur (Wariishi et
al., 1988, 1989). Dogal MnP, H,O, varliginda Bilesik-I e oksitlenir.
Ardindan Bilesik-I, Mn*™ ve fenoller tarafindan Bilesik II’ye indirgenir.
Bilesik-II ise Mn*? tarafindan enzimin temel haline d6nmek tizere indirgenir
ancak fenoller tarafindan indirgenme gergeklesmez (Wariishi et al. 1989).
Bundan dolayi; katalitik dongiiyi tamamlamada Mn* ye gereksinim
duyulur (Wariishi et al. 1988; Pease and Tien 1992). Mn*? selatlariyla
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yapilan kinetik galigmalar, Mn™ tarafindan MnP Bilesik-Il sinin
indirgenmesinde okzalatin bir rolii oldugunu desteklemektedir (Kuan et al.
1993; Kishi et al. 1994). AH, substrat olarak gosterilirse MnP kataliz

mekanizmasi agagidaki sekildedir;

Dogal (ferrik) peroksidaz + H,O, ———» Bilesik-I + H,O
Bilesik-I + Mn™ e Bilesik-1I + Mn*
Bilesik-I + AH —_— Bilesik Il + A"+ H*

Bilesik-11 + Mn™ —»  Dopal (ferrik) peroksidaz + Mn*

MnP nin katalitik dongiisii, asagidaki sekilde sematik olarak gosterilebilir;

) H,0, H,0
Dogal Enzim \‘_ > > Bilesik 1

Fe™ FeP-0 (P

AH, fyna
A AH

Al o
%M“n Mn A
AH

Bilesik 11
FeN= o]

Asin
H;0,

H,0

Bilesik I1I
Fem 01 s

Sekil 1.4 MnP nin katalitik dongiisit
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MnP, kompleks Mn* yi indirgeyici substrat olarak kullanan tek
peroksidazdir (Kuan et al., 1993). MnP Bilesik-I i; gesitli fenolleri (6rn;
guaykol, 2,6-dimetoksifenol), ancak Mn*? ye gtre daha diisiik etkinlikte
oksitleme kapasitesindedir (Whitwam et al, 1997). Bilesik-I nin
indirgenmesi, substrat olarak Mn*? ye baglldlr. Bir enzim kataliz
tepkimesinde; iki Mn*'2, Mn™ e oksitlenir. Enzimin aktivitesi, Mn* @
stabilize eden, bdylece diflizlenebilir oksitleyici selatlar olusturan basit
organik asitler tarafindan uyarilmaktadir (Glenn and Gold 1985). Mn™,
beyaz giiriik¢iil funguslar tarafindan iiretilen bir metabolit olan okzalat gibi
organik asitler tarafindan selatlanir (Kuan and Tien, 1993). Mn"-okzalat
kompleksi, oldukga stabildir ve Mn"-okzalat kompleksine gére daha diisiik
redoks potansiyeline sahip ¢esitli fenolik bilesikleri oksitleme
kapasitesindedir (Banci et al., 1999).

MnP tepkimelerinde mangana olan gereksinim enzimin, pirofosfat,
tartarat ve laktat gibi bazi ligandlarin varliginda Mn™ nin Mn™ e
oksidasyonunu katalizlemesinden kaynaklanir. Enzimatik olarak olusan
Mn"-kompleksleri, MnP nin ¢esitli aromatik substratlarm: da
oksitlemektedir(Banci et al, 1999). Mn’13-laktat ve Mn*-malonat
kompleksleri, enzimden bagimsiz olarak, MnP nin organik substratlarini
oksitledigi gosterilmektedir. Bdylece, MnP tarafindan organik bilesik
oksidasyonlarinda manganin rolii, 1 elektron transferini saglayan bir
mediat6r olarak goriilmektedir (Glenn et al. 1986).

Mn™? ve H»0» arasindaki tepkime mekanizmas: asagidaki sekildedir:

Mn**+ H,0, S  MnO +2H" [1
MnO," + Mn*? S  (Mn-0-0-Mn)* [2]
(Mn-0-O-Mnm)* —» 2Mn™+0, [3]

2 Mn™+ H,0; —» 2Mn“2H+0, [4]
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Ara iirin MnO,", siiperoksit anyonuyla iki yikli mangan kompleksini
gostermektedir (protonlanmis formu, MnOOH™) . Tepkime [1], ters yondeki
tepkime Mn" i stabilize eden ligandlarin varhiginda meydana gelmedigi icin
denge tepkimesidir. Eger tepkime [I] nin ileri yondeki hizi, yukaridaki
mekanizmanin sinirlandirict adimi ise tiim tepkime, Mn*? konsantrasyonuna
birinci dereceden bagimlilik gosterecektir. Gozlenen tepkime derecelerinin,
pH 4,75 de 1 ve 2 arasinda olmasi, bu pH nin tepkime [2] veya [3] un kismi

olarak hiz smirlandiricis: oldugunu gésterir.

Mn*-selatsr kompleksi, mediatér olarak etki etmektedir ve
polimerik substratlari oksitlemek {izere gegirgen bir membrandan
difiizlenmeye kars:1 oldukga stabildir (Glenn et al., 1986). MnP molekiilii,
odunsu yap1 matriksinden igeri difiizlenmek i¢in biiylik oldugundan odunsu
yapidaki lignine dogrudan baglanmadigint ancak difiizlenebilir Mn*-selator
kompleksi aracilityla substrati oksitledigi gOsterilmektedir (Daniel et al.,
1990; Blanchette et al., 1997).

Substratlan

Enzim, Mn"-okzalat kompleksinden daha yiiksek redoks
potansiyeline sahip fenolik olmayan lignin bilegikleri ve polisiklik aromatik
hidrokarbonlari (PAH) oksitlemektedir. Ozellikle reaktif radikalleri
olusturan ko-oksidantlar (mediatorler), fenolik olmayan yapilarin
oksidasyonunu gerceklestirmede kullanilirlar. Glutatiyon (GSH) gibi
organik kiikiirt bilegikleri, dimerlerin oksidasyonunu arttirmaktadir (Sekil
1.5) (Forrester et al.,1988; D’ Annibale et al., 1996; Wariishi et al., 1989).
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Sekil 1.5 Fenolik olmayan lignin’in yikimi (d.YA; doymamig yag asidi) 4

Bununla birlikte; funguslarin indirgenmis tiyolleri mikro-gevrelerine
salgilamamalarina ragmen, peptidlerdeki SH .gruplar, kismi hiicre lizizi
esnasinda serbest kalirlar ve tiyol mediat6rlerinin kaynagini olustururlar.
Nematoloma frowardii MnP’1, tepkime ortamina GSH ilave edildiinde
antrasen, pyren, benzo(a)pyren, benzo(a)antrasen ve fenantren’i
oksitlemektedir (Sack et al., 1997). GSH, reaktif oksijen tiirleri ve serbest
radikallere kargi hiicrelerin korunmasinda kullanilan 6nemli bir peptid-
bilesigidir. HRP ile GSH den thiyl-radikalinin olusumu, HRP nin tek basina
oksitleyemedigi veratril alkoliin oksidasyonunu baglatmaktadir (McEldoon
and Dordick, 1991). Tiil (thiyl) -radikallerinin olusumu, MnP-Mn*?-GSH
sistemi tarafindan PAH oksidasyonunda da goriilmektedir (Sack et al.,
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1997). Diger “tiyo” bilesiklerinin; aromatik substratlarin MnP a bagimh

oksidasyon da benzer role sahip olduklari ileri stiriilmektedir.

Fenolik olmayan lignin model biesikleri ve PAH (antrasen,
benzo(a)pyren), doymamis yag asitleri (Tween 80 formunda), MnP ve
Mn(Il) varlifinda yikima ugratilmaktadir (Kapich et al., 1999). Doymamis
yag asitleri (d.YA) ve tilirevlerini iceren diger mediatér sistem, MnP
tarafindan fenolik olmayan lignin yapilarinin yikiminda (Bao et al., 1994;
Kapich et al., 1999a; Kawai et al., 1995; Kapich et al., 1999b) tiyol mediatér
sistemle benzer sekilde etkir. Doymamis yag asit yapilarindan reaktif ara
tirlinlerin (peroksil radikalleri) olugsum prosesi, Lipid Peroksidasyon olarak
bilinir (Halliwel and Gutteridge 1989). Sonug olarak; MnP-lipid sistem,
fenolik olmayan lignin model dimerlerindeki Ca~-C ve B-aril eter baglarini
etkin olarak pargalamaktadir (Sekil 1.5) (Bao et al., 1994; Kapich et al.,
1999a; Kawai et al., 1995; Kapich et al., 1999b). Ligninolitik funguslarin
mikro-cevresinde GSH bulunmamasina ra§men uygun doymapus yag
asitleri ve bulunmaktadir (Enoki et al., 1999) ve odunsu yapinin dogasinda
da mevcuttur (Hofrichter et al., 2001). Kapich ve arkadaslarina (1999) gore;
Tween 80 gibi siirfaktantlarin kullanimi, hidrofobik substratlarin daha iyi
¢oziinmesini saglamaktadir. Ayrica, lignin ve lignin model bilesiklerini
oksitlemede lipoksigenaz tarafindan olusturulan lipid  peroksil
radikallerinin, yeterli olmadigi (Kapich et al., 1999) ve bu bilesiklerin

oksidasyonuna lipid peroksidasyonun katildig: ileri siiriilmektedir.

MnP sistemi, yikima direngli lignin polimerinin yikiminda bir

“radikal pompasi” olarak etki eden potansiyel biyokimyasal bir aragtir.
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Sekil 1.6 MnP sistemi tarafindan substratlara bagimli radikal olugumu

Karboksilik asitlerle (6rn; Okzalat, Malonat, Malat, Tartarat, Laktat)
Mn™ selatlari, cesitli substratlarin 1 elektronla oksidasyonuna neden
olmaktadir (Sekil 1.6) (Hatakka et al., 2001).
» Fenolik ve Amino-Aromatik bilesikler, sirasiyla fenoksil ve amino
radikallerinden hidrojenin uzaklastirilmasiyla oksitlenir (Paszczynski
et al.,1985; Paszczynski et al.,1986; Wariishi et al., 1988, 1992;
Kishi et al., 1994).
> Antrasen veya Tetrametoksibenzen gibi diisiik redoks potansiyelli
bazi fenolik olmayan aromatik bilesikler, aromatik halkadan 1
elektronun uzaklagtirilmastyla aril-katyon radikallerini olustururlar
(Popp et al., 1991, Sack et al., 1997).
» Mn"™ ve karboksilik asitlerin (5rn; okzalat veya malonat) selatlari,

birbirlerivle tepkimeye girerek ve Alkil radikallerine doniistiiriiliir.
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Bu radikallerin O, ile spontan tepkimesi, diger radikallerin
(6rn:Stiperoksit) olusumuyla sonuglanir (Hatakka et al., 2001; Perez
and Jeffriez, 1996, Kuan and Tien, 1993; Urzua et al., 1998;
Hofrichter,1998a). Otokatalitik tepkimelerle olugan peroksidlerin
kaynag1 bu radikallerdir ve eksternal H,O, in yoklugunda MnP
tarafindan kullanilabilirler (Kuan and Tien, 1993; Urzua et al., 1998;
Hofrichter, 1998a).

MnP enzim sistemi; organik kiikiirt bilesiklerinin (6rn; GSH,
L-sistein, vb.) yani sira doymamig yag asitleri ve tiirevleri (6rn; Linoleik
asit, Tween 80) gibi baz1 ko-oksidantlarini oksitleyerek, sirasiyla thiyl ve
peroksil radikallerini olugturur (Forrester et al., 1988; Popp et al., 1991;
Sack et al., 1997; Perez and Jeffriez, 1996; Kuan and Tien, 1993). O,
varlifinda bu radikaller, “basit” MnP sisteminin ilk yikim atagina (Kawai et
al., 1995) direncli olan lignin yapilarina saldirabilirler ve sistem igin gerekli
H>0; kaynagin olustururlar (Bao et al., 1994; Kapich et al., 1999). Sekil 1.6
daki tiim radikaller, kogullara bagh olarak daha ileri diizeydeki spontan
tepkimelerin baglangi¢ noktalarini olusturabilirler (Hatakka, 2001).

LiP ve MnP deki substrat-baglama merkezleri, bu homolog
enzimlerin fonksiyonlardaki farklanmadan sorumludur. Iki glutamatin (E35,
E39) karboksilat oksijen atomlari, aspartat (D179), Hem propiyanat oksijen
ve iki su oksijen atomu ile olusan Mn**-baglama merkezi, MnP a 6zgiidiir
ve LiP de bulunmadigi X-ism1 kristalografisi ve Enerji optimizasyon
Analizleriyle saptanmistir (Sundaramoorthy et al., 1994; Johnson et al.,
1994).
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MnP aktivitesinin izlendigi Slgiimlerde; kolaylikla Mn* tarafindan
oksitlenen ve tayin i¢in gerekli renk degisimlerini veren fenolik bilesikleri
kullaniimaktadir. Bununla birlikte; Mn*? tarafindan ligninin hem fenolik
hem de fenolik olmayan bilesiklerinin oksitlenmesinde etkili oldugﬁ
gosterilmektedir (Hammel et al. 1989). MnP tarafindan sentetik ligninin in
vitro kismi depolimerizasyonu da gergeklestirilmigtir (Wariishi et al. 1991).

MnP -LiP hibrid formlari, fenolik ve fenolik olmayan aromatik
bilesikleri (6rn; fenol kirmuzisi, veratril alkol) oksitlemektedir. Hibrid
enzimler, Pleurotus eryngii (Martinez et al., 1996; Heinfling et al., 1998),
Bjerkandera sp. BOS55 (Mester and Field, 1998) ve Bjerkandera adusta‘da
(Heinfling et al., 1998) iretilmektedir. Bu ¢ok yonlii (versatile)
peroksidazlarin nasil yayihm gosterdikleri heniiz belli degildir. Ancak bu
peroksidazin bulunmasi, MnP ve LIP’in birbirleriyle ¢ok yakin iligkili
enzimler olduklarint da gdstermektedir. Bu varsayim daha sonralari; sadece
bir aminoasit pozisyonu degistirilmis P.chrysosporium dan MnP 5568 W
mutantinm, hem Mn™ hem de tipik LiP substrati Veratril alkolii
oksitlemesiyle desteklenmistir (Timofeevski et al., 2000).

MnP’mn Uretimi

Her mikroorganizmanin biiyiiyebilmesi ve maksimum enzim
{iretimini gergeklestirebilmesi igin optimum pH ve sicaklik degerleri vardir.
Pleurotus spp. kiiltirinde maksimum lakkaz aktivitesi i¢in pH 5,5-6,0
araligt optimum iken P. chrysosporium tarafindan ligninolitik enzimlerin

tiretimi igin optimum pH degeri 4,5 ve sicaklik 37 °C dir.

P. chrysosporium Kiiltivasyonunda karistirma hizi da ligninolitik

enzimlerin {retimini etkilemektedir. 100 rpm ¢alkalamada, az sayida
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ortalama ¢ap1 6,6 mm olan biiyiik pelletler olusurken ligninolitik aktivite
saptanmamustir (Elisashvili, 1993).

Besin ortam: bilegenlerinden eser elementler de ligninolitik enzim
tiretimini etkilemektedir. LiP ve MnP lerin biyosentezinde Mn*? iyonu,
diizenleyici bir role sahiptir. Mn*? icermeyen P. chrysosporium kiiltiirlerinde

LiP aktivitesi baskin iken Mn*? varliginda sadece MnP iiretimi g&zlenmistir.

P. chrysosporium, Trametes versicolor, Phlebia radiata, Panus.
tigrinus, Phlebia (Merulius) tremellosa, Lentinula edodes ve Pleurotus
ostreatus’un kiiltiirlerinde MnP enzimi bulunmaktadir (Kuwahara et al,,
1984; Karhunen et al., 1990a; Bekker et al., 1992; Glenn and Gold, 1985;
Maltseva et al., 1991). P. radiata MnP 1, H;0; ilavesi olmaksizin yiiksek
aktiviteli NADH oksidasyonu gostermistir. P. ostreatus sivt kiiltiirlerinden
iic MnP izole edilnfigtir. P. tigrinus da LiP aktivitesi bulunmamakla birlikte
yitkksek molekiil agirlikli lignini diigiik molekiil agirlikli fraksiyonlara
doniigtiirme kapasitesinde olan MnP saptanmigtir. ‘

1.3 In vitro Fungal Enzim Uretimi
1.3.1 Serbest hiicreler

Hiicreler immobilize edilmeden serbest halde enzim {iretiminde
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bazi dezavantajlarinin bulunmasi nedeniyle
son zamanlarda immobilize hiicrelerden enzim iiretimi 6zellikle

biyoteknolojik uygulamalarda daha gok ilgi gekmektedir.
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1.3.2 immobilize hiicreler

‘Hiicre iImmobilizasyonu

Hiicre immobilizasyonu, enzim fermentasyonunun dogal bir
sonucudur. Immobilize enzimlerin iliml1 fizyolojik kosullar altinda spesifik
katalitik aktiviteleri ve yiiksek performanslari nedeniyle fermentasyondaki
Onemleri giin gectikge artmaktadir. Enzimler, serbest halde veya sulu
sistemlerde ¢6ziinmez formda kullanilabilirler. Bu iki formdg enzimler, kat1
bir tastyictya da baglanabilirler ve bu durum da; islemsel stabilitenin,
aktivitenin artmast ve substraglar ile {iriin akiginin daha iyi kontrol edildigi
stirekli proseslerin uygulariébilirligi ile sonuclanir. Yine de enzim
proseslerinin; saf enzimlerin maliyeti, ekstraksiyon ile geri kazanimlarinin .
zor olmasi ve bazi immobilize enzimlerde sizinti nedeniyle (iriin
kontaminasyonu . problemleri gibi bazi dezavantajlari vardir. Bu
dezavantajlarin iistesinden gelmek i¢in mikrobiyal enzimler hiicreleriyle
birlikte gesitli yontemlerle tasiyicilara baglanir ve bu durum, genellikle

enzim aktivitesi ve yarilanma-6mriinde 6nemli artiglara neden olur.

Hiicre immobilizasyonunda ¢esitli reaktifler ve kurutma, dondurma,
capraz-baglama gibi prosediirler hiicreleri oldiirebilmesine ragmen, enzim
aktivitesi bu durumdan etkilenmez. Tekli hiicre i¢i enzimlere gereksinim
duyan fermentasyonlarda; immobilizasyon prosesleri genellikle hiicre
duvarlarinin gegirgenligini arttirir, besinler, substratlar ve iiriinlerin hiicre
membranlart aracilifiyla kolaylikla difiizlenmesini saglar ve bdylece
fermentasyon islemini kolaylastirir. Bu durumda 6lii hiicreler de, tasiyici
olarak fonksiyon gosterirler. Daha kompleks immobilizasyonlar,
fermentasyon tepkimesinde 6zel fonksiyonlara sahip hiicresel bilesénleri ve
¢oklu enzimleri igeren canli hiicreleri kapsamaktadir (Phillips and Poon,
1988).
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Mikrobiyal hiicrelerin enzimlere gbre nispeten daha kompleks
olmalari nedeniyle mikroorganizmalarin bagfanma davraniginin incelenmesi,
enzimlere gbre her zaman geri planda kalmaktadir. Farkli kimyasal
bilesimleri nedeniyle enzimleri, saflagtirmak ve karakterize etmek daha

kolaydir.

Biyo-katalizlehmis prosesler arasindan tiim  hiicreler (veya
organeller) ile enzimlerin (veya koenzimlerin) serbest ve immobilize
formlarinin  kargilagtinimast  dogru degildir. Kargilagtirmalar; ancak
immobilize hiicreler ve serbest hiicreleri iceren prosesler ile immobilize

hiicreler ve immobilize enzimleri kapsayan prosesler arasinda yapilmalidir.

Genelde immobilize hiicrelerin verimliligi oldukga yiiksektir. Bu
verimlilik, tagtyici tarafindan saglanan mikro-gevrenin (yani; hiicre-hiicre
etkilesimi, Dbesin-lirlin gradientleri, pH -gradientleri) organizma veya
enzimleri daha stabil hale getirmesiyle agiklanabilir. Bu sistemler, genellikle
cok smirlt fiziksel kogullar altinda ancak optimal aktivite gdsterirlet. Hiicre
immobilizasyonuyla enzim aktivitesi ve yarilanma-siiresi arttirihir. Canli
hiicreler igin biiyiime hizi da immobilizasyon ile arttiriimaktadir. Sonug
olarak; immobilize organizmalarin hem operasyonel stabilitesi hem de
verimliligi arttinlmaktadir, Boylece canli veya ©lii olsun immobilize
hiicrelerde enzimler, serbest hiicrelerdekine gtre aktivitelerini daha iyi
korurlar. immobilize hiicre sistemlerinin diger bir avantaji; 6zellikle sistem,
tek tip kiiresel partikiil formundaki kati tasiyrcilan kullaniyorsa heterojen
kataliz sistemlerin teorik ve hidrodinamik uygulamalarinin kolaylikla
gelistirilmesini  saglamasidir.  Ayrica  bazi  durumlarda  hiicre

immobiliiasyonu, genetik stabiliteyi de arttirmaktadir.
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Serbest hiicrelerle iyi ¢alismayan siirekli fermentasyonlan
immobilize hiicrelerle, gergeklestirmek de olasidir. Daha yiiksek hiicre
yiiklemesini saglamasi nedeniyle tepkime hizlari daha yiiksek olabilir. Hiicre
immobilizasyonu ayrica kiiltir yikama etkisi olmaksizin daha yliksek
seyrelmeyi miimkiin kilar ve mikroorganizmanin geri dongiisiinii vé tekrar
kullammlhl da oldukga kolaylagtirir. Daha yiiksek diizeyde kontrol asagidaki
durumlarda miimkiindiir;

» Maksimum verimlilikte hiicre aktivitesinin siirdiiriilmesi gibi se¢imli
alanlarda,

> Enzim aktivitesinin re-aktivasyonunda veya rejenerasyonu,

> Inhibitér ozellikteki fepkime ara lirlinlerin veya iriinlerin segimli
izolasyonu,

> Hiicreler arasinda maddelerin genis bir alana transferini saglayan
metabolik olarak eslenik mikroorganizmalarin ko-
immobilizasyonuyla verimliligi arttiriimasi,

» Tepkime ortamindan {iriinlerin uzaklastirilmast,

» Tepkime sonunda olusan atigin uzaklagtirilmast.

Hiicre immobilizasyon sistemleri; bir ¢ok problemi de beraberinde
getirmektedir. Bu tip sistemler igin baslangic maliyeti genellikle yiiksektir
ve proses, genellikle bir reaktére gereksinim duyar. Immobilize hiicre
sistemlerin mekanik Ozellikleri, serbest hiicrelerinkine gore daha
komplekstir ve bu 6zellikleri, siirekli geri-dongiilli prosesde etkili karigtirma

ve filtrasyonun saglanmasi1 amactyla dikkate alinmalidir.

Immobilize hiicre kullaniminin bazi dezavantajlari da vardir. Bu tip
bir katalizoriin heterojen yapisi, diflizyon sinirlamalarini etkiler. Katalizériin

sadece ylizeysel tabakasi, optimum bir hizda ¢aligmaktadir. Bu gibi
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sinirlamalar:  azaltmak amaciyla; yiizeye baghi hiicreler kullanilabilir,
partikiil boyutu azaltilabilir, biiyiik hacimli ¢alismalarda substrat
konsantrasyonu ve tagtyicinin gozenek capt arttirilabilir ve hiicre yiiklemesi
azaltilabilir (Flint, 1987).

Immobilize hiicreler; saflagtiriimis enzimlere kiyasla bir gok substrat
i¢in ilave bir diflizyon bariyeri (6rh: hiicre membrani) ne sahiptir. Eger canli
olmayan hiicre 6rnekleri kullaniliyorsa bu problem, hiicrelerin gegirgenligi
sayesinde yok edilebilir. Diger tarafta canli hiicre Ornekleri de bu ek
difiizyon bariyerini olusturmalari nedeniyle substratin kullanimim
sinirlandirabilirler.

Sentetik organik tasiyicilarin - polimerizasyonunda  kullanilan
monomerler, ¢capraz baglayici ajanlar ve radikal baglaticilar gibi reaktifler,
genellikle sitotoksiktir ve bu tepkimelerde kullanilan organik ¢ozgenler,
mikroorganizmalari pargalayabilir ve bylece mikroorganizmalarda bulunan
enzimler denatiire olabilir. Kovalent baglanma veya capraz baglanma gibi
bazi immobilizasyon yéntemleri, hiicreleri doniigiimsiiz olarak 6ldiiriir ve
boylece ¢oklu-enzim fermentasyonlarindaki kullanimiarint da smirlandirie
(Chibata et al., 1974).

Tagiyicilar ve Ozellikleri

Hiicre immobilizasyonunda; ¢esitli organik ve anorganik tasiyicilar
yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu tagtyicilarda hiicre yiizeyi ile etkilesime
giren reaktif gruplarin niteligi ve miktar1 birbirinden farklidir (Prenosil et al.,
1989; Brodelius and Vandamme, 1987).

Tastyici se¢imi, cofunlukla empirik olarak yapilmaktadir ve ¢ok az
tagiyici, yaygin olarak kullanilmaktadir. Bununla birlikte; tagiyic
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ozellikleriyle birlikte mikroorganizma-tasiyici etkilesim mekanizmalarini ve
hiicre metabolizmas:1 {izerine etkilerinin anlasilmas1 nedeniyle, spesifik
uygulamalar i¢in 6zel tasiyicilar, organik ve anorganik olmak ilizere ikiye
ayrihir. Her iki grup tastyicilarin kendilerine has 6zellikleri olmasina ragmen
organik tagtyicilar, uygulamalarda daha yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ciinkii organik tasiyicilar, yiizeylerinde aminokarboksil veya hidroksil
gruplar gibi ¢esitli reaktif gruplara sahiptir. Organik tasiyicilar,
polisakkaridler, proteinler ve sentetik polimerler olmak iizere ii¢ ana grupta
toplanmaktadir (Cizelge 1.1).

Cizelgel.1 Hiicre immobilizasyonunda kullanilan organik tagtyicilar

Polisakkaridler Proteinler Sentetik Polimerler

Seliiloz Kollojen Poliakrilamid

Agar/Agaroz Jelatin Metakrilamid

Kitosan Albumin Poliiiretan

Dekstran Fibrin Polistiren

Karragenan I;‘oliester

Aljinat Polipropilen
Polivinil Alkol
Polivinil Kloriir

Anorganik tagityicilar, gesitli oksidlerden meydana gelmektedir ve
yiiksek termo-stabiliteye sahiptirler. Cozeltide ylizeyleri, hidrolizlenir ve
hidroksil gruplari, hiicre yiizeyindeki karboksil veya amino gruplariyla
dogrudan tepkimeye girebilir. Ayrica, yiizeye spesifik organik gruplara sahip
anorganik tastyicilar, amino veya aldehid gruplarina baglanmaktadir.
Hiicrelerin ’anorganik tagtyicilara baglanmasinda kullanilan teknikler

Ozellikle adsorpsiyon ve kovalent baglamadir. Hiicre immobilizasyonunda
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kullanilan anorganik tasiyicilarin  baghcalar;; Aliimina, Zirkonyum,

Titanyum, Silika, Cam, Seramiklerdir.

Hiicre Immobilizasyonunda Kullamlan Tastyier Kriterleri

Herhangi bir tasiyictya mikrobiyal hiicrenin ‘immobilizasyonundan
sorumlu olan birbirinden farkli ¢esitli mekanizmalar vardir:

» Yikli  hiicreler ve tastyicn arasindaki elektrostatik
etkilesimler,

» Tagsiyict ylizeyindeki reaktif grup ve hiicre ylizeyindeki
amino ve karboksil gruplari arasinda iyonik bag olugumu,

» Hidroksil gruplar .ve hiicre yiizeyindeki karboksil veya
amino gruplar: arasinda k;smi koValgnt Bag olusumu,

» Immobilize liganda Bi}"o-sp;esiﬁk "adsbrpsiyon. Hiicre
yiizeyindeki spesifik ‘reseptﬁr xﬁerkezleri, kat1 tastyiciya
baglanma amaciyla kullaniimaktadir.

> izosiyanat_, aminosilan, glutaraldehid, karbodiimid ve
imidoester gibi ajanlar araciifiyla modifiye edilen
tastyicilar tizerindeki aktif gruplar ve hiicre ylizeyindeki
reaktif gruplar arasinda kovalent bag olusumu.

> Hiicrelerin polimerler iginde fiziksel tutuklanmast.

Ilk dért mekanizma, adsorpsiyon olarak adlandirilabilir. Mikrobiyal
hiicreler, negatif yiiklii olduklan igin pozitif yiiklii tagiytcilart (6rn; DEAE-
Sefadeks ve Amberlit) tercih etmektedirler (Brodelius and Vandamme,
1987).

Biiyiik 6lgekli kullamim i¢in uygun tagtyici segiminde bir gok faktdr
dikkate alinmalidir (Prenosil et al., 1989);



> Materyal, uygun miktarlarda ve diisiik fiyatta mevcut olmalidir.

»> Materyal, hiicre ve reaktantlarin girebilecegi biiyiik bir ylizey alanina
sahip olmalidir.

"> Materyal, proses ve depolama kogullarinda mekanik, kimyasal ve

termal olarak stabil olmalidir.

> Matriks, hiicrelerin baglanmasi i¢in yeterli sayida fonksiyonel grup
icermelidir.

> Materyal, hiicre aktivitesini diigiirmemeli veya hiicre lizizini
baglatmamalidir.

> Materyal, immobilizasyon prosediiriinde kolaylikla kullanilmalidir.

v

Materyal, geri-d6ngiilii kapasitede veya giivenli atik olusturmahdir.
> Hiicrelerin tutunduklari matriksde olusacak yeni hiicreler dikkate
alinarak yeterli bosg alan bulunmali veya yapr bunu saglayacak

esneklige sahip olmalidir.

Hiicre Immobilizasyon Yontemleri

Hiicre immobilizasyon  yontemleri, genel olarak enzim
immobilizasyon yontemleriyle paralellik g6sterir ve mekanik, kimyasal veya
iyonik baglanma tipinin yapisina gore smflandinlabilir. Mekanik
immobilizasyonda; hiicreler, fiziksel bariyerler araciligtyla lokalize olurlar.
Kimyasal immobilizasyonda; kovalent baglar, hiicreler arasinda veya
hiicrelerle kat1 faz arasinda meydana gelir. iyonik immobilizasyonda;

elektrostatik, van der Waal’s veya London ¢ekim kuvvetleri mevcuttur.
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Mekanik Immobilizasyon

Misel - Pellet ve -Kiitle: Fungus miselyumu, sporlarinin en iistiinde bulunan
tiibiiler flamentler (hifler) den meydana gelir. Tipik olarak fungus hifleri,
yaklagik 50 mikron uzunlugundadir ve aktif biiyiime kosuilarmda disa dogru
dallanma meydana gelerek, birbirleriyle karisarak ve ag formunu olugturmak
lizere biri digeriyle kaynagip yapigmaktadir. Bazen bu tip misel kiitleleri,
fermentasyonlarda problemlere neden olabilir. Ciinkii miselyal biiylimenin
asiri artmasl, filamentdz hiicreleri kullanan - fermentasyonda; ortam ve
fungus arasindaki temas alaninin azalmasi, bdylece besinlerle oksijen
girisinin azalmasi1 nedeniyle inaktivasyona yol agabilir (Bucke and
Wiseman, 1981).

Spesifik teknikler yardimiyla fungusun filamentdz biiylimesi,
miselyal kiitleleri {iretmede tegvik edilebilir. Boylece fungus miselyumu
agilanarak ve biiylimeyi kontrol etmek iizere Carbopol-934 polimeri
kullanilarak ayni biyiiklilkte fungal miselyal pelletler elde edilebilir.
Fermentasyonda miselyal agregatlarin en Onemli uygulamasi, asetik asit

iiretimidir.

Enkapsiilasyon: Enzimlerin ehkapsiilasyonunda; ara ylizey
polimerizasyonu, sivi kurutma, faz ayirimi ve sivi membran ydntemleri
kullanilmaktadir. Mikrobiyal sistemlerde ise yalnizca sivi kurutma ve sivi
membran ydntemleri bagarili bir sekilde uygulanmaktadir. Bu yontemlerde;
mikrobiyal hiicrelerin, kollodion, silikon, kollajen, seliiloz asetat, poliester,
naylon veya etilseliilloz gibi yari-gegirgen materyal ile ¢evreleri tamamen
kapatilir. Mikrokapsiillerin molekiiler boyutlari, fermentasyonda hem
besinler hem de firiinlerin molekiil biiyiikliikleri {izerine sinirlayici bir

etkidir. Ayrica tepkime hizi, kapsiiller igindeki substratin transfer hizina da
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baglidir. Kapsiil boyutlar1 da baglangigta yiiksek hiicre yogunlugu
bulunmasina ragmen hiicrelerin biiyiimesini sinirlandirabilir (Mohan and Li, 1975).

Diyaliz Kiiltiirii: Diyaliz kiiltiirli, immobilizasyon alaninda ¢ok gesitli
ornekleri igerir. Fermentasyondaki diyaliz kiiltiiriinde baz: hiicreler, segilen
molekiil biiytikliigline ulagincaya kadar besinlerle fermentasyon firiinlerinin
kolaylikla gegebilecegi diflizyon bariyerleri vasitastyla fiziksel olarak
hapsedilir veya lokalize edilirler (Bucke and Wiseman, 1981). Diyaliz
fermentasyonunun  avantajlarina  rafmen  endiistriyel  {retimde
kullanilmamasinin nedenleri;
> Biiyiik olgekli endiistriyel iiretim igin diisiik ekonomik potansiyel
olugturmalari,
> Bazi fermentasyon iirlinlerinin diyalizlenememesi,
» Diyalizde bazi mikroorganizma veya hiicre fragmantlarimin sizint1
yapma olasiliklari,

» Membran kirlenmesi problemidir.

Tutuklama: Hiicre immobilizasyonunda en ‘sik kullanilan tekniklerden
tutuklamada; karbohidrat, protein, sentetik organik veya anorganik olan
polimerik materyal 6rgiisli iginde hiicrelerin inkorporasyonu gergeklestirilir.
Membran formundaki kat1 tasiyicinin  bulundufu genel enzim
immobilizasyon teknigi, hiicrelerin immobilizasyonunda da
kullanilmaktadir.

Agar, aljinat ve karragenan gibi polisakkaritlerin mikrobiyal hiicrede
bulunan fiziksel ortama benzer Ozelliklere sahip olmalari, tutuklanmis
hiicreler ve enzimlerin stabilitesini arttirir. Ancak mekanik dzellikleri uygun
degildir. Ciinkii agar, yliksek sicakliklara gikildik¢a; kalsiyum aljinat ise

fosfat tuzlar1 gibi gelatlayici ajanlarin varliginda kararh degildir. Seliiloz ve
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tirrevleri, suda ¢oziinmez ancak dimetil formamid, dimetil siilfoksid ve
aseton gibi polar aprotik organik ¢dzgenlerde ¢oziiniir. Mikrobiyal hiicre,
tamamiyle bu ¢ozeltilere ilave edilir. Cozelti, su iginden gectigi zaman
immobilize mikroorganizmalar: igeren membranlar ve boncuklar iginde

olugabilir veya fiberler geklinde ortamdan ¢ekilebilir.

Poliakrilamid, mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonunda siklikla
kullanilan sentetik bir polimerdir. Vinil karboksilik asit amidin lineer
polimerizasyonuyla olusan poliakrilamid, suda kolaylikla ¢6ziinen bir
katidir. Polimer; hiicre immobilizasyonuna daha uygun orgii yapisina benzer
bir polimer olugturmak tizere kopolimer N,N’-metilenbisakrilamid ile ¢apraz
baglanir. Mikrobiyal hiicrelerin  tutuklanmasinda  tagiyict  olarak
poliakrilamid kullanimimin asil avantajlan, ilgili hiicrenin enzimleri

iizerindeki stabilizasyon etkileridir (Yamamoto et al., 1977).

Poliiiretanda hiicrenin ve organellerin tutuklanmasi, farkl: etilen oksit
varliginda (% 91 ve % 100) polietilendiol birimlerini (ortalama molekiil
agirhigi 2600 Da) iceren 6n-polimerleri kullanilarak gergeklestirilmektedir
(Tanaka et al., 1979). Prepolimerlerin ug¢ gruplari, toluen di-izosiyanat’tan
meydana gelmektedir. Poliiiretan; steroid bilesiklerin hidrofobluklar
nedeniyle ¢6zgen ve tasiyict polaritesine ¢ok hassas olan steroid
fermentasyonlarinda kullanilmak iizere segilen bir tastyicidir (Fukui and
Tanaka, 1982). On-polimerlerin 6zellikle glikol bilegenlerinin polaritesi ve
zincir uzunlugunun segimine gore, 6zellikle fermentasyon igin bir tastyici
dizayn etmek olasidir. Silika hidrojel, alkoksi-silan ve borosilikat cam
fiberleri gibi anorganik polimerler de hiicre tutuklanmasinda
kullaniimaktadir.
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Kovalent Baglama

Bu immobilizasyon ySnteminin en ayirt edici 6zelligi, hiicreler ve
polimer orgii arasinda veya hiicrelerin kendiliginden bir yigin olusturmalari
i¢in aralarinda kovalent baglarin meydana gelmesidir (Kennedy et al., 1980).
Enzimler, kimyasal yapilari nedeniyle reaktifler araciligiyla kovalent
baglanmaya yatkindirlar. Bu tip reaktiflerin hiicreler iizerinde kullanilmast,
enzimatik  aktivitenin  korunmasina ragmen genellikle hiicreleri
Oldiirmektedir.

Glutaraldehid, mikrobiyal hiicrelerin immobilizasyonunda ¢apraz
baglayici reaktif olarak kullanilmaktadir. Glutaraldehid ile kovalent gapraz
baglanma, 6zellikle kollajen, jelatin, albumin gibi protein tasiyicilar igin
uygundur. Kovalent ¢apraz baglanma; genellikle glutaraldehid ile silika,
titanyum, cam, tugla ve zirkonyum gibi anorganik kat: tagiyicilar {izerinde
de gerceklestirilmektedir (Kennedy, 1978). Genelde kovalent bagl
hiicrelerde, mekanik degradasyon veya hiicre sizintis1 problemleri yaganmaz.

Ancak immobilize hiicrelerin canlilik kaybi gibi problemler meydana

gelmektedir. ‘
Iyonik Baglama

Flokiilasyon: Immobilizasyonun iyonik baglanma sgekli, hidrojen bagi,
koordinat bagi, Van der Waals ve dispersiyon (dagilim) kuvvetleri gibi
elektrostatik  kuvvetler aracihifiyla gergeklestirilir (Fletcher, 1979).
Mikrobiyal flokiilasyon mekanizmasi; tiirlerin morfolojisi ve fizyolojisinin
yani sira pH, iyonik ve besinsel 6zellikler vb g¢evre kosullar gibi birgok
faktore bagimlidir.

Adsorpsiyon: Adsorpsiyon tarafindan mikrobiyal hiicre immobilizasyonu,

¢ok yaygin kullamilan bir yontemdir (Gerson and Zajic, 1979). Inert tastyict
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yiizeylerinde hiicrelerin adsorpsiyonu, hiicre immobilizasyonu igin yaygin
olarak kullanilmaktadir. Cok degisken yapih tastyici, hiicre siispansiyonu ile
karigtirilir ve hiicreler, az veya ¢ok ylizeye yapisir. Tastyicl, inert ve proses
de, ilave kimyasallara gereksinim olmadigt i¢in immobilizasyon,
siispansiyon halinde hiicrelerin bulundugu ayni fizyolojik kosullar altinda
gerceklestirilir. Adsorpsiyon ile immobilizasyonun en biiyiik avantaji, besin
ve tagtyict materyaller arasinda dogrudan temasin meydana gelmesidir.
Yiiksek hiicre yiiklemesi, mikro-g6zenekli tasiyict materyaller kullanilarak
elde edilebilir. Ancak gozenekli tasiyici materyaller, yliksek hiicre
yogunluklarinda partikiil i¢i gbzenek difiizyon sinirlamalarina neden olabilir.
Yiiksek hiicre ylikleme kapasitesini saglamada gozenekli, partikiil halindeki
materyalin i¢ ylizeyinin yam sira dis ylizeyi de adsorpsiyon igin girise uygun
olmalidir. Bundan dolay1; gozenek ¢api, biiyiik yiizey alani olusturmak iizere
yeterince kiiglik, ancak diger taraftan hiicre penetrasyonunu saglamak igin
yeterince bilylik olmalidir. Gozenek ile hiicre g¢apr oranminin 4-5 olmasi,
gozenekli tagryici partikiillerin i¢ ylizeyindeki hiicre immobilizasyonu igin
Onerilmektedir. Kiigiik g6zenek boyutlari; porlarin i¢ ylizeylerine besin
girigini sinirlandirict faktor olabilir. Bundan dolayi, maksimum biyo-
déniigiim hizin1 saglayan optimum gozenek biiyiikliigli vardir (Messing et
al., 1979).

Adsorpsiyon kapasitesi ve baglanma giddeti, uygun tastyict materyal
secimini etkileyen iki Onemli faktordiir. Adsorpsiyon kapasitési, 2 mg/g
(gbzenekli silika) ve 250 mg/g (odun pargaciklan) arasinda degisir (Durand
and Navarro, 1978). Gozenekli cam tagtyicilar, 10%-10° hiicre/g adsorplama
kapasitesine sahiptirler. Hiicre ‘ve tastyic1 ylizeyler arasindaki baglanma
kuvvetleri, tagtyici materyalin yilizey ozelliklerine ve hiicrelerin tipine
bagimli olarak degisebilir (Messing et al., 1979).
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Mineraller  Uzerinde  Adsorpsiyon:  Mineral olarak  toprak,
mikroorganizmalarin en nemli tagiyicisidir. Toprakta mikroorganizmalarin
immobilizasyon mekanizmalar1 komplekstir (Burns, 1979). Fermentasyon
caligmasinda; silikon oksitler (cam, jel, seramik, kil), aliiminyum :oksitleli
(killer, jeller) ve Kkalsiyum fosfatlar (apatit) gibi ¢esitli mineraller
kullanilmaktadir. Titanyum, zirkonyum, aliiminyum, vanadyum ve demir
oksitleri, polimerik bilesikleri olusturmak tizere hidroksil képriileriyle baglt
metalik elementlerin bulundugu hidratl yapilardir. Bu hidroksil kopriilerinin
bazilar, mikroorganizma hiicre duvarina benzer bilesenler ile yer
degistirdi§i zaman immobilizasyon meydana gelir (Kennedy, 1979). Bu
immobilizasyon ySnteminin; kolay hazirlanmas: ve pH araliginin esnekligi

gibi bir ¢ok avantaji da vardir (Kennedy et al., 1980).

Tasiyic1 olarak sulu titanyum oksitler, fizyolojik kosullar altinda
kolay hazirlanma ve iyi baglanma avantajlarina sahiptir. Canli hiicreler, bu
teknikle immobilize edilebilir. Oksit ve hiicreler arasindaki -etkilesim,
hiicreleri yitksek yiiklemeye ve yiiksek akig hizlarindaki yikama etkisine
kars: direngli yapar. Silika (cam), seramikler, aliimina ve mineral kordierit
gibi diger anorganik oksitler de adsorpsiyon tagiyicilant olarak

kullanilabilmektedirler.

Polisakkaridlar Uzerinde Adsorpsiyon: Cesitli dogal formlardaki seliiloz
ve bir ¢ok tiirevi, toksisitesinin bulunmamasi, gerekli mekanik 6zellikleri,
kolay bulunabilirlikleri ve yapisal-fonksiyonel grup modifikasyonlarinin
esneklii nedeniyle mikroorganizmalarin immobilizasyonu igin uygundur,
Seliiloz tiirevleri, iyon degistiriciler olarak etki ederler. Pek ¢ok
mikroorganizmanin negatif yiiklii olmasi nedeniyle anyon degistiriciler,

adsorpsiyon ile immobilizasyonda tercih edilmektedir. Kaymn agaci
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pargalari, seker kamigi posasi ve musir, hiicre adsorpsiyonunda tasiyic
olarak tercih edilmektedir. Bu tagiyicilarla immobilize hiicrelerin aktivitesi
veya fermentasyon iiriin verimliligi artmaktadir. Ilml: kosullar nedeniyle
hiicreler, genellikle metabolik olarak canlidir ve yenilenebilmektedir. Ayrica
belirli pH ve sicaklik araliginda iyi operasyonel stabiliteye sahiptir. Steroid
transformasyonlari, azot fiksasyonu ve etanol iiretimi gibi genel uygulama
alanlar1 vardir (Atrat and Groh, 1981).

Iyon Degistirici Regineler Uzerinde Adsorpsiyon: Immobilizasyonda
kullanilan polar olmayan adsorbantlar, hidrokarbon ve polistiren
icermektedir. Adsorpsiyon ydnteminin avantajlari; islemin basitligi, 1limh
kosullarin kullanilmasi, yiiksek hiicre konsantrasyonu olasilifi, uzun siireli
stabilite ve hiicre yapisitnin ve Oli hiicrelerin azaltilmasidir. Ancak
adsorpsiyon, genellikle spesifik degildir ve ¢ozgenin iyonik yapist ve pH a
olduk¢a bagimlidir. Ayrica yiiklerin konfiglirasyonu da adsorpsiyond'a

6nemli rol oynayabilir (Seyan and Kirwan, 1979) .
1.3.3 Kat1 hal fermentasyonu (SSF)

Kat1 tasiyici olarak kullanilan inert veya inert olmayan substrat gibi
dogal substratlardan yararlanilan serbest halde suyun hi¢ veya hemen hemen
bulunmadiginda meydana gelen bir fermentasyon prosesidir (Pandey et al.,
2000). Tipik bir derin fermentasyonun su igerigi, %95 den daha fazladir.
SSF de kati materyalin su igerigi, genellikle % 40 ile % 80 arasinda
degismektedir. SSF ler, genellikle piring, bugday, arpa, misir ve soya
fasiilyesi gibi besinler veya tarim driinlerini kullanmaktadirlar. SSF lerin
kendilerine has tek 6zellikleri, miselli organizmalarin biiylimesi igin se¢imli

ortami saglayan diisiik nem diizeylerinde galigabilmeleridir. Pek ¢ok kati-hal

~ ETIM KUBULL
YUKSEKOGR RKEZH

T CAUMANTASYON ME



52

fermentasyonu ile hiicre disi enzimler tiretilmektedir. Bakteriler ve mayalar,
diistik nem diizeylerini (su aktivitelerini) tolere edemedikleri igin SSF de
bakteri ve mayalar tarafindan fermentasyon ortaminin kontaminasyon riski,
onemli dlglide azaltilmaktadir. Derin fermentasyon sistemlerine karsi SSF
lerin en biiyiik avantajlari;
> Kiigiik hacimdeki fermentasyon materyali veya reaktdr hacmiyle
daha diigiik sermaye ve ¢alisma maliyetine gereksinim duyulur.
> Diisiik nem diizeyleri nedeniyle daha az kontaminasyon riski ortaya
cikar,
> Kolay iiriin ayrim1 saglanir.
> Enerji etkinligine ve bazt durumlarda iirlin olugumu i¢in kritik 6nemi

olan tamamiyle farklilagmig yapilarin geligmesini saglar.

SSF proseslerini etkileyen gegitli faktorler vardir. Bunlarin arasindan
uygun su§ ve substratin ve proses parametrelerinin (fiziksel, kimyasal ve

biyokimyasal) se¢imi énemlidir.

SSF prosesinde; kati substrat sadece mikrobiyal kiiitiiriin biiylimesi
i¢in besinleri saglamaz ayni zamanda hiicrelerin baglanma yeri olarak da
etkili olur. Mikroorganizmalarin biiylimesi i¢in ihtiya¢ duyulan tiim besinleri
saglayan substrat, ideal Substrat olarak tanimlanmaktadir.

SSF proseslerinde kullanmadan &nce bazi substratlarin (8rn; ligno-
seliilozikler) on-muameleden gegirilmesi (kimyasal veya mekanik olarak)
islemde kolaylk saglar. Béylece bu substratlar, mikrobiyal biiyiime i¢in ¢ok
kolaylikla kullanilabilirler. Mikrobiyal biiylime ve aktivite i¢in 6zellikle
substrat, partikiil boyutu ve nem diizeyi/su aktivitesi onemli faktdrlerdir

(Roussos et al., 1993; Auria et al., 1992; Smail et al., 1995; Pandey, 1991;
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Selvakumar et al., 1996). Genel olarak kiigiik substrat partikiilleri,
mikrobiyal atak igin daha biiyiik alan sagladigindan avantajli olabilirler.
Ancak ¢ok kiiglik substrat partikiilleri; mikrobiyal solunum/havalandirma ile
etkilesim durumunda substratin kiimelesmesine neden olabilir ve bdylece
daha az biiylime gergeklegebilir. Ayni1 zamanda daha biiyiik partikiiller, daha
iyi solunum/havalandirma etkinligini gerceklestirir (i¢ partikiil ylizeyinin
artmasi nedeniyle ) ancak mikrobiyal atak i¢in smirh bir yiizey alanimi

saglarlar.

SSF lerin en biiyik dezavantaji, fermentasyon ortaminda kontrol
problemlerine (pH, sicakhk, ¢dziinmiis oksijen) yol agan zayif karigtirma
nedeniyle ortamin heterojen yapida olmasidir. Biiyllk hacimli
fermentasyonlar igin konsantrasyon gradientleri, diisiik ¢alkalama hizlarinda
yok edilemez ve miselli hiicreler, yiiksek calkalama hizlarinda hasar

gorebilir.

Yari-Kat1 Hal Kosullar;; Az miktarda serbest halde sivi varhiginda
kat1 materyaller lizerinde mikroorganizmalarin bilylimesi olarak tarfimlanir.
Bu tip kiiltiiriin gekiciligi; bir ¢ok mikroorganizma yasaminin dogal sekline
yakin olmasindan ve basitliginden ileri gelir (Pandey et al., 2000). SSF de
kullanilan kat1 materyaller, iki sinifa ayrilir:

1. Inert materyaller (mineral veya sentetik materyaller); sadece
mikroorganizma i¢in tutunma yeri olarak etki ederler. En 6nemlileri,
Amberlit ve poliliretandur.

2. Inert olmayan dogal materyaller: Mikroorganizmalara tutunma
yerinin yam sira bazi besinleri de saglarlar. Bu ikili rolleri nedeniyle
“destek substratlar” olarak adlandirilirlar. Bu durum, tiim organik

materyaller (lignoseliilozik veya nigastal: {iriinler) igin gegerlidir. Bu
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materyaller, tiim islemi daha ekonomik hale getirirken fungusa dogal
habitatina (odun) yakin bir ortami da sunarlar. Pek ¢ok iilkede bol
bulunan zirai atik olan misir kogani ve seker kamigt posasi bu tip

materyallere en iyi 6rneklerdir.

Dogal substratlar, fermentasyon kinetik g¢aligmalarinda problemler
yarattig1 igin (heterojen yapisi nedeniyle) bu tip galigmalar, sentetik inert kati

substratlar kullanilarak gergeklestirilmesi avantajhidir.

Endiistriyel 6nemi olan proteazlar, sellillaz, ligninazlar, ksilanaz,
pektinaz, amilaz, glukoamilaz gibi bircok enzim iiretimi SSF de
gerceklestirilmektedir. SSF “‘sistemleri kullamilarak iniilinazlar, fitazlar,
tannaz, fenolik asit esteraz, mikrobiyal rennet, aril-alkol oksidaz, oligo-
sakkarid oksidaz, tannin agil hidrolaz, a-L arabinofuranosidaz gibi iiriinlerin
iiretimine yo6nelik c¢alismalar yapilmaktadir (Pandey et al, 1999a;
Balakrishnan and Pandey, 1996; Pandey et al.,, 1999b; Pandey and
Radhakrishnan, 1993).
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1.3.4 immobilize hiicreler ile ligninolitik enzimlerin firetimi
Kesikli Sistemler

Mikroorganizmalarin biiylimesi belirli kurallara uyar. Bu nedenle
bazi kosullar altindaki inkiibasyonlart esnasinda; inkiibasyon, uyum ve
hizlanma fazi, logaritmik, geg¢is, duragan ve Oliim fazlarina sahiptirler.
Biyosentezler ve 6zellikle ikincil metabolit {iretimi, duragan fazda rheydana
gelir.

Kesikli sistemlerde enzim lretimi amaciyla kullanilan daldirmali
biyoreaktdrde, organizma tarafindan iggal edilen yiizey diizenli olarak besi
ortamina daldirthip ¢ikarilmaktadir. Sistemin ayrica havalandiriimasina da
gerek yoktur. Tepsili reaktérde ise organizma daha genis yiizey alanina
sahip olmaktadir. Akiskan yatakli biyoreaktdrde; immobilize hiicrenin
yogunlugu substratin yogunlugundan daha fazla olmalidir. Immobilize
hiicrede meydana gelebilecek deformasyon riski nispeten diistiktiir.

Inert tagiyicilarda immobilize edilen hiicreler kesikli sistemde, SSF
ye gore daha yiliksek diizeyde ligninolitik aktivitenin {retilmesini
saglamaktadirlar (Cizelge 1.2) (Laugero et al., 1996, Herpoél et al., 1999,
Rodriguez et al., 1999, Rodriguez Cout6 et al., 2000, Dominguez et al.,
2001, Rodriguez Couté et al., 2001a, Rodriguez Coutdé et al., 2001b,
Rodriguez Coutd et al., 2002 ).
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Cizelge 1.2 Kesikli sisteme gore farkli reaktor tiplerinde ligninolitik

enzimlerin {iretimi (—, incelenmemis)

Tasiyict Reakttr Tipi Reaktor LiP MnP Lak Yih
hacmi (/L) (UML) (U/L)
(L)
Naylon Hava (bubble) 2,5 600 3600 — 1996
kabarcikli
Paslanmaz ¢elik Hava 2,5 500 3400 -— 1994
Paslanmaz celik  kaldirmals 100 2100 6600 —
Naylon stinger Statik 1 - 600 114 1999
Poliiiretan kdpiik vatak 1 — 500 62
Politiretan kopiik Dolgu yatak 0,3 197 1371 95 2000
Naylon silnger 0,3 229 1593 48
M 03 232 346 63
Naylon siinger ~ Donen tambur 2 364 1350 56 2001
Polipropilen Statik yatak 1,5 194 154 0 2001
stinger Daldirmalt 2,2 277 1477 0
Polipropilen ,
siinger
Misir kogant Statik yatak 1 464 0 20 2001
Misir kogan: Statik yatak 0,5 774 O 62
Misir kogani Tepsili (koji) 1 400 292 0
Naylon siinger Daldirmali 2,5 116 574 — 2002

Siirekli Sistemler

Siirekli sistemeler, ara verilmeksizin uzun siire devam edebilir ve
genelde bu sistemlerde otomasyon daha kolaydir. Siirekli sistemlerde;
substratin reaktdrde alikonma siiresi sabit tutulursa reaktdr igindeki substrat
konsantrasyonu ve iiriin konsantrasyonu da sabit olur. Bu tip sistemler

“kemostat” olarak adlandinlirlar.
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Bu prosesde; zamana karsi korunan yliksek aktivite deerleriyle
birlikte stabil enzim {iretimine gereksinim duyulur. P. chrysosporium’un kati
~hal kiiltivasyonu ile ligninolitik enzimlerin Uretiminde karsilastlan asil
problemlierden biri, kiltiir siiresince meydana gelen aktivite kaybidir. Siirekli
sistemlerde, kesikli sistemlere gére daha diigiik aktivite degerlerine sahip
ligninolitik enzimler tretilir (Rodriguez Coutd et al., 2000, Dominguez et
al.,, 2001, Rodriguez Cout6 et al., 2002) (Cizelge 1.3). SSF
biyoreaktdrierinde stirekli ligninolitik enzimlerin {iretiminde; C/N orani,

oksijenlenme diizeyi, pH ve kullanilan tagiyicinin yapisi ¢ok 6nemlidir.

Stirekli sistemlerde dolgu yatak reaktorii, dzellikle kiiresel partikiil
formundaki hiicreler i¢in kullanilir. Reaktor yiiksekligine bagimli basing
degisiminin gbzlenmesi, kullanilan hiicre boyutlarinin kiiresellikten

sapmastyla orantilidir.

Cizelge 1.3 Siirekli sisteme gore farkhi reaktdr tiplerinde ligninolitik

enzimlerin tiretimi (—, incelenmemis)

Tasiyict Reaktor Reaktor LiP MnP Lak Yih
Tipi Haecmi (L) (U/L) (U/L) (U/L)

Politiretan kopitk  Dolgu yatak 0,3 255 782 30 2000

Naylon siinger Dolgu yatak 0,3 100 400 40

Misir kogani Dolgu yatak 0,3 407 417 30

Naylon stinger ~ Dénen 2 300 100 O 2001
Tambur

Naylon siinger Daldirmali 2,5 .. 132 60 - 2002

Yapilan caligmalardan; inert olmayan bir tasiyict kullanildiginda
kesikli sisteme gore siirekli sistemde daha fazla ligninolitik enzim uretildigi

goriilmektedir. Ozellikle kati-hal kosuilarinda ligninolitik enzimlerin siirekli
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tiretimiyle ilgili az ¢alisma yapilmasinin nedenleri (Lonsane et al., 1985;
Durand et al., 1993; Marsh et al., 2000);
> ligninolitik enzimlerin {iiretiminde; misellerin asir1  biiylimesi,
misellerin etrafinda polisakkaridlerin olusmasi ve tretilen enzimleri
deaktive eden baz bilesiklerin (6rnegin; proteazlar) salgilanmasi,
» mikroorganizma fizyolojisi ve gen miihendisligi bilgilerinin yetersiz

olmasidir.
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2. MATERYAL ve METODLAR
2.1 Materyaller
2.1.1 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallardan; nitrilotriasetat, DEAE-Sefaroz,
Woodward’s Reagent K (WRK), guaykol, Sigma Chemical Co (St. Louis,
ABD); Agar/agar, pepton, Difco Laboratories; 2,6-dimetoksifenol, Aldrich
Chem. Co. Gillingham-Dorset; ve diger kullanilan tiim kimyasallar MERCK

(F.Almanya) firmalarindan temin edildi.
2.2.2 Mikroorganizma

Bu c¢aligmada lignin biyodegradasyonunda ©nemli role sahip
ligninolitik enzimleri iiretebilen Phanerochaete chrysosporium BKMF-1767
(ATCC 24725) susu, stasyoner kiiltiirlerde iiretilerek kullanildi.

2.1.3 Cihazlar .

Cahsmada kullamlan tiim materyallerin sterilizasyonu igin
otoklavdan (Hiclave-HVE-50, Hirayama); kiiltlir inkiibasyonu igin
calkalamali inkiibatrden (Stuart- Scientific) yararlanildi. Enzimatik aktivite
tayini icin gerekli Slglimler, JASCO V-500 UV-VIS spektrofotometresi ile
yapildi. Ayrica enzim ekstraktini derigtirmek amaciyla 10 kDa luk

ultrafiltrasyon sistemi ve santrifiij (Hettich) kullanildi.
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2.2 Metodlar

2.2.1 P. chrysosporium BKMF-1767 (ATCC 24725) ortam ve

kiiltivasyon kosullan

Bu caligmada; ligninolitik enzimleri iretebilen P. chrysosporium
BKMF-1767 (ATCC 24725) susu kullanildi. P. chrysosporium, azot sinirlt
ortamda degisik indiiktorler varlifinda duragan (stasyoner) olarak kiiltive
edildi (Tien and Kirk, 1984).

Cizelge 2.1 P. chrysosporium’un sporilasyon ortami

Bilesen Miktan (g/L)
Glukoz 10

Malt ekstrakt 10
Pepton 2

Maya ekstrakt 2
Asparajin 1
KH,PO, 2
MgS0,.7 H,O 1
Tiamin-HCI 0,001

Agar 20

Yatik kiiltiirlerde spor iiretimi 37 °C de gergeklestirilip steril
su ile aseptik kosullarda siispanse edildi. Spor siispansiyonu, ODgso
de 0,500 absorbans verecek sekilde (5x10° spor/ml) Thoma

lamindaki sayima gére ayarlandi.
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Cizelge 2.2 P. chrysosporium’un biiyiime ortami

Bilesen Miktar (ml/L)
Bazal III ortam' 100
%10 Glukoz 100
20 mM Asetat tamponu pH 4,5 100
Tiamin-HCI (100mg/1) 10
0,086 M Na-tartarat 12,5
0,086 M (NH,),SO, 12,5
Spor silispansiyonu 1060
iz element gozeltisi® 60
Indiiktsr’ 100
Steril su 405

Bazal III ortam'; KH,PO,, 20 g/L; CaCl,, 1 g/L; MgS0,, 5 g/L; Iz
element ¢ozeltisi’, 100ml.

iz element ¢ozeltisi’; MgSO,, 3 g/L; MnSO,, 0,5 g/L; NaCl, 1,0 g/L;
FeS0,.7TH,0, 0,1 g/L; CoCl,, 0,1 g/L; ZnS0,.7 H,0, 0.1g/L; CuSO,, 0.1
g/L; ATIK(SO,).12H;0, 0,01 g/L; HsBO, 0,01 g/L; Na;Mo0O4s.2H;0, 0,01
g/L; Nitrilotriasetat, 1,5 g/L.

Indiiktér’; Mn"?, Tween 80, Mn**+ Tween 80, PMSF.

2.2.2 Hiicre miktar tayinleri

Hiicre Sayimi

Elde edilen spor siispansiyonundaki baglangig hiicre sayisini bulmak
icin Thoma Lami kullanildi (Giirgiin ve Halkman, 1988). Bu amagla; ODgso
si 0,500; 0,375; 0,270; 0,140 absorbans olacak sekilde spor siispansiyonu

seyreltildi. Thoma laminda sayim yapabilmek i¢in ODgso si 0,140 olan
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ornekten 1/10 000 oraninda tekrar seyreltme yapildi. Seyreltmede %10 luk
Asetik Asit ¢ozeltisi kullanildi. Bu konsantrasyondaki Asetik Asit, hiicreleri
birbirinden ayirarak kiimelesmeyi 6nledigi igin kolay bir sayim yapilmasina
yardimei olur. Thoma laminin esasi, 0,1 mm® hacimde sayim yapilmasidir.
Lamda 16 biiyiik kare, her biiyiik karede 25 kiigiik kare olmak iizere toplam
400 kiigiik kare vardir. Sayim bu karelerde yapilir. Thoma laminda sayim
sonucu; 4 x SF x 10 000 formiilii ile hesaplanir. Burada A, 16 biiyiik karede
sayilan hiicre sayisi; SF, seyreltme faktorii; 10 000 ise sabit sayidir. Thoma
laminda sayim sonucu; ODgso’si 0,500 absorbansi olan  spor

stispansiyonunda, 5 x 10° spor/ml bulundu (Sekil 2.1).

6 - y = 9,988x - 0,0089
R? = 0,9999
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Sekil 2.1 Thoma laminda P. chrysosporium baglangig hiicre sayimi
Kuru Kiitle Tayini

Beyaz ¢iiriik¢iil fungus olan P. chrysosporium duragan faz
kiiltiirlerinde hiicre miktarlari, kuru kiitle tayinine gore saptandi.
Hiicre siispansiyonu uzaklagtirildiktan sonra olusan misel, darasi
alinmis tartim kaplarina alinarak 105°C de sabit tartima gelinceye
kadar etiivde bekletilip son tartim alind.



2.2.3 Aktivite tayinleri

Mangan Peroksidaz (MnP) Aktivitesi

Elde edilen kiiltiirlerdeki MnP aktivitesi; Mn(II) iyonlar
varlifinda 2,6-dimetoksifenoliin oksidasyon hizinin saptanmasiyla
Olglilmesine dayanir. Ortama H,0, eklenmesiyle baglayan
reaksiyonun 469 nm’deki absorbansinin lineer artisi 3 dakika
boyunca izlenir ( e= 27 500 sM'cm™). Bir iinite (U) enzim
aktivitesi, | dakika boyunca 1 pmol 2,6-dimetoksifenolii doniigiime

ugratan MnP miktari olarak tanimlanir (Kuwahara et al., 1984).

Cizelge 2.3 MnP enzim aktivitesi tayin yontemi

Bilesen Kor (ml) Ornek
(ml)
Enzim — 0,20
0,25 M Na-tartarat tamp pH 4,5 0,80 0,60
20 mM 2,6-dimetoksifenol 0,05 0,05
20 mM MnSO4.H,0 0,05 0,05
4 mM H,0, 0,10 0,10

Protein Tayini

Protein miktarlari, standart olarak sigir serum albumini
(BSA) kullanilarak Bradford yontemine gore saptandi.Yontem;
organik boyalarin asidik ve bazik gruplariyla renk olusturmasini
esas alir. Boya baglamaya dayali yontemlerin en yaygini, Bradford
tarafindan gelistirilen ve Coomassie Brillant Blue G~250 boyasinin
kullanildi1 yontemdir. Coomassie Brillant Blue G-250 (100 mg),
50 ml %95 lik etanolde ¢oziildii. Bu ¢dzeltiye, 100 ml % 85
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(w/v) fosforik asit ilave edildi. Son hacim, | litreye tamamlandi

(Bradford, 1976).

Cizelge 2.4 Bradford ySntemi

Bilesen Standart (ml) Kor(ml)  Ornek (ml)
Destile su - 0,1 -
Standart ¢ézelti 0,1 - —

Enzim 6rnegi - - 0,1
Bradford 1,0 1,0 1,0
Reaktifi

Tiipler karigtinilip, 2 dk oda sicakliginda bekletilir ve 595 nm

de absorbans okunur.

0.5 - y = 0,0645x + 0,0028
R2 = 0,988
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Sekil 2.2 Bradford y6ntemine gére protein kalibrasyon grafigi
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Proteaz Aktivite Tayini

Proteaz aktivitesi, substrat olarak Azocoll kullamlarak o6l¢iildi. 1
{inite, 520 nm deki absorbansda 0,001/dk degisime neden olan azo boyanin
saliverilmesini katalizleyen enzim miktan olarak tanimlanir (Dosoretz et al.,
1990).

Cizelge 2.5 Proteaz aktivite tayini

Bilesen Miktar (ml)
20 mM Asetat tamponu pH 4,5 1,5
Enzim 6regi 0,5
Tupler kangtirilip 39 °C de 5 dk inkiibasyon
12,5 mg/ml Azocoll ¢6zeltisi 1,0
40°C de 60 dk inkiibasyon
%10 Trikloroasetik asit (w/v) 2,0
5 000 rpm de 10 dk santrifiij sonrasi 2 ml stipernatant,
0,5 N NaOH 2,0

Tiipler kangtinlip 520 nm de absorbans okunur.

Glukoz Tayini

Biiyiime ortaminda karbon kaynagi olarak kullanilan
glukoz, standart olarak glukoz monohidrat kullanilarak
Dinitrosalisilik asit yontemiyle ol¢iildii (Ghose, 1987). Bu ybntem,
indirgenmis seker olarak adlandirtlan serbest karbonil grubu (C=0)
nun varh@ini test etmektedir ve glukozda aldehid fonksiyonel
grubunun oksidasyonunu igermektedir. Glukozun oksidasyonu
esnasinda; 3,5-dinitrosalisilik asit (DNS), bazik kosullarda 3-

amino-5-nitro-salisilik aside indirgenmektedir.
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Renk Reaktifi: 1 g 3,5- dinitrosalisilik asit, 20 ml 2N NaOH de ¢6zildii. Bu
¢ozeltiye, 30 g Na-K tartaratin 50 ml saf suda ¢oziilerek hazirlandifs gozelti

ilave edildi ve son hacim 100 ml’ye tamamladi.

Cizelge 2.6 Glukoz tayini
Bilegen Standart (ml) Kér (ml) Ornek (ml)
Destile su - 0,5 -
Standart ¢ozelti 0,5 - -
Enzim 6rnegi - - 0,5
Renk Reaktifi 0,5 0,5 0,5

Kanstirma, 100°C lik su banyosunda 10 dk inkilbasyon, oda sicakhigina
sofutma

Destile su 5,0 5,0 5,0
Karistirma sonrasi kore karsi 546 nm’de absorbans okunur.

4 y =0,0044x+0,0021
o R® =0,9988
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Sekil 2.3 Glukoz tayini kalibrasyon grafigi
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Azot Tayini

Azot icerigi, standart olarak (NH3)sSOs kullanilarak Fenol-
Hipoklorid y6ntemiyle saptandi (Weatherburn, 1967). Yontemde; bazik
ortamda amonyak ve oksitleyici reaktifler fenol ve hipoklorid arasinda
meydana gelir. Olugan mavi renk, indofenol boyalarinin rengine benzer ve

yogunlugu da amonyak konsantrasyonuyla orantilidir.

Fenol Reaktifi; A ve B ¢ozeltilerinden esit hacimde kanstirilarak hazirlandi
A=1 g fenol, 10 ml saf suda ¢oziildii
B=25mg Na-nitroprussid, 50 ml saf suda ¢6ziildii.

Alkali Hipoklorid Reaktifi; A ve B ¢ozeltilerinden esit hacimde karigtinlarak
hazirlandi.

A=5 g NaOH, 100 ml saf suda ¢6ziildi.

B= 26 g/L. NaOCl igeren ticari Hipokiorid cozeltisi

Cizelge 2.7 Azot tayini
Bilesen Standart (ml) Kor (ml) Ornek (ml)
Destile su - 2,0 —

Standart ¢ozelti 2,0 - -

Enzim &rnegi - - 2,0
15 dk 25°C de inkiibasyon

Fenol Reaktifi 0,5 0,5 0,5

Alkali-hipoklorid ¢ 5 0.5 0.5

Reaktifi ’ ’ ’

Karigtirma, 60°Clik su banyosunda 5dk inkiibasyon sonrasi
kore karg1 630 nm’de absorbans okunur.




68

y=0,0044x + 0,0021
1,2 4 ,
R*=0,9988
T 0.9 1
=
g 0,6 -
&
< 0,3 -+
0 ) T L L
0 50 100 150 200
ug/mi

Sekil 2.4 Azot tayini kalibrasyon grafigi
Karbohidrat Tayini

Yar: asetal veya yart ketal formundaki monosakkaridler ve maltoz
tipi disakkaritler indirgen Ozellik gosterirler. Bu karbohidratlar birgok
yiikseltgen tarafindan oksitlenirken sakkaroz gibi trehaloz tipi disakkaritler
etkilenmezler. Karbohidrat tayininde yaygin olarak kullanilan Fenol-
Siilfiirik  asit yontemidir. Bu yontemde; derisik mineral asitler
karbohidratlardan su ¢ekerek furan aldehidieri agiga cikarirlar. Furan
aldehidleri de fenoller ile karakteristik boyar maddeler olustururlar(Saha and
Brewer, 1994). |
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Cizelge 2.8 Karbohidrat tayini

Bilesen Standart (ml) Kor (ml) Ornek (ml)
Destile su — 1,0 -
Standart ¢ozelti 1,0 - -
Enzim &rnegi - - 1,0
% 5 Fenol ¢oz. 1,0 1,0 1,0
der-H,50, 5,0 5,0 5,0

Karigtirma, 20 dk oda sicaklifinda bekletildikten sonra 470 nm’de
absorbans okunur.
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$ekil 2.5 Karbohidrat tayini kalibrasyon grafigi
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2.2.4 Polistiren kopiik iizerinde hiicre adsorpsiyonu
Spor Siispansiyonunun Hazirlanmasi

P. chrysosporium’un yatik killtiirlerde 6 giin 37 °C de spor iiretimi
gergeklestirildikten sonra steril su ile aseptik kosullarda siispanse edildi.

Spor siispansiyonu ODgso de 0,5 absorbans verecek sekilde ayarlandi.
P. chrysosporium Spor Formu ile Immobilizasyon

Hiicre immobilizasyonunda tasiyici olarak;

Amberlit IR 45, Purolit CI 275,

Polistiren Kopiik, Purolit MN 500,

Eupergite C, Polipropilen,

Eupergite C 250 L, Perlit (70 mesh alt1),

Kaba kepek Coco-peat (35 mesh alt1 ve {istii),
kullanild:.

Bu tastyicilardan; Amberlit IR 45, gozenekli, bazik bir anyon
degistiricidir. Anyonik regine, polistiren-divinilbenzen matriksinden
olusmustur ve kimyasal ataklara dayaniklidir.

Eupergitt C ve Eupergite C 250L tagtyrcilar N,N-metilen-bis
metakrilamid, metakrilamid ve oksiran igeren = monomerlerin
kopolimerizatidir ve immobilizasyon, oldukg¢a 1limli kosullarda kolaylikla
gerceklestirilebilir. Tagtyicilarin sahip olduklar1 oksiran gruplari iizerinden

hiicrenin adsorpsiyonu gergeklesmektedir.

Perlit, silika tagidir ve % 2-6 oraninda su igerir. Dogal cam formunda

oldugundan kimyasal olarak inert seklinde adlandirilir.
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Purolit, makropordz stiren-divinilbenzen yapisinda iyon degisim

reginesidir.

Polistiren ~ Kopiik;  kopiik  olusumu, polistiren  graniillerin
genislemesiyle baslar. % 6-7 oraninda n-pentan’in diflizlendigi S00-800um
¢apina ulagir. Polimer, cam gegis sicakliginin tizerinde isitildiginda graniiller
istenen dlgekte genislemeye baslar. Genisleyen boncuklarinin geniglemeyen
boncuklarimin  hacmine orani 5-10 arasindadir. Cam gegis sicakhginin
iizerinde 1siildiginda (200-260 OC) genisleyen boncuklar kaliba enjekte
edilirler. Boncuklarin genislemesi; pentan igerigi ve kalip sicakligi gibi
faktorlere bagimlidir. Polistiren kopiiklerin mikroskobik diizeyde kopiik
yapist kapali boncuklardan olusur. Hiicresel yapi, her bir boncugun iginde
meveuttur. Kopiik olusum mekanik 6zellikleri, boncuklar arasindaki fiizyon
genigligine baghdir. Genisletilmis polistiren % 90 havadan olusur. Elde
edilen materyal, inert ve hidrofobik yapilidir (Rossacci and Shivkumar,
2003). Tasiyici olarak kullanilan inert materyaller, kiiltivasyon siiresince

homojen aerobik kosulun saglanmasina yardimet olurlar (Aidoo et al;1982).

inert tasiyict polistiren (poli(1-feniletilen)) képiik boncuklart (3-4
mm ¢apinda), 121 °C, 20 dakika otoklavlanarak hazirlandi.
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Sekil 2.6 Stirenden polistiren eldesi (a) ve polistiren yapisi (b)
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Sekil 2.7 | bilizasyonda kullanilan polistiren kdpiik

Immobilizasyon (tagiyic: materyal {izerine hiicrelerin adsorpsiyonu),
steril edilmig (121°C, 20 dk) 1 gram tastyiciy: igeren 100 ml’ lik erlenlerde 5
ml spor siispansiyonu (5 x 10° spor/ml) varliginda 37°C ve 50 rpm de
gerceklestirildi. Sekil 2.8 de; 37°C de duragan olarak 5 giin inkiibe edilen
serbest ve immobilize hiicreler gériilmektedir.
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Sekil 2.8 37°C de duragan olarak 5 giin inkiibe edilen serbest ve immobilize

hiicreler
Misel Siispansiyonunun Hazirlanmasi

Bu amagla; sporilasyon ortamindan elde edilen sporlar
(ODsso=0,500) normal biiyiime ortamina agiland1. 37°C ve karanlikta 48 saat
duragan fazda inkiibe edilerek misel olusumu saglandi. Olusan miseller,
aynldiktan sonra geride kalan biiyiime ortami1 hacmi kadar % 09 NaCl
¢ozeltisi ilave edildi ve degisen siirelerde (0,5; 1; 2 dk) blender’da (Waring)

homojenize edilerek birbirlerinden aynlmalan sagland:.

P. chrysosporium Misel Formu ile immobilizasyon

Immobilizasyon; steril edilmis 1 gram tasiyiciya elde edilen misel
homojenatindan 5 ml ilave edilerek 37°C ve 50 rpm de gerceklestirildi.



75

2.2.5 Polistiren kopiik iizerinde immobilize P.chrysosporium’dan MnP

tiretimi
Erlenlerde Uretim

P. chrysosporium’dan MnP enzimi, 100 ml’lik erlenlerde indiiktor
iceren 10 ml biiylime ortamt bilesiminde 37°C de duragan olarak iiretildi. Bu
amagla; Mn*%,, Tween 80, azot, gliserin konsantrasyonlarinin, PMSF,

oksijen, pH ve sicakligm etkileri incelendi.

Biyoreaktdrde Uretim

Standart kosullarda polistiren kdopiikte spor immobilizasyonuna
takiben 10 ml biiylime ortami igeren 100 ml lik erlenlerde duragan olarak 3
giin 37°C de inkiibe edilen immobilize hiicreler, kafes igine yerlestirildi. 0,5
L biiylime ortami igeren 1 L lik modifiye daldirmali biyoreaktor igine
daldirildi ve biiylime ortam: siirekli kangtirildi. Erlenlerde iiretimde
optimize edilen biiylime ortami bilesenleri varlifinda baslangic glukoz

konsantrasyonunun; MnP ve biyokiitle iiretimine etkileri incelendi.

2.2.6 immobilize P.chrysosporium’dan MnP enziminin izolasyonu,

kismi saflagtirilmasi ve molekiil agirhginin tayini

P. chrysosporium, optimize edilen kosullarda, tastyici polistiren
kopiik tizerinde 37 °C ve 50 rpm de 2 saat inkiibe edilerek immobilize edildi.
Immobilize P. chrysosporium kiiltiirlerinin 10 ml hacimde 100’er ml’lik
erlenlerde 37°C de indiiktor olarak Tween 80 varlifinda inkiibasyonun
altinct giiniindeyken, ekstraselliiler sivi toplandi ve ortamdaki miselleri
uzaklagtirmak igin +4°C ve 5000 rpm’de 5dk siire ile santrifiijlendi. MnP

aktivitesi, 420 U/L olarak 6lgiildii. Ekstraselliiler enzimi derigtirme amaciyla
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10 kDa’luk membran kullanilarak ultrafiltrasyon iglemi yapildi ve enzim
aktivitesi, 672,5 U/L olar:‘ak bulundu. Derigtirme iglemi sonrasi ilk
saflagtirma basamaginda; ek;trasellﬁler stvidaki proteinler, % 45 (NH4)2S04
ile +4°C de ¢oktiirildii. Proteinler, + 4°C ve 15 000 pm de 15 dk
santriﬁijlenérek ayrild1 ve enzim aktivitesi 600,8 U/L olarak saptandi. Elde
edilen enzim &rnegi, 50 mM Na-tartarat tamponu pH 4,5 ile +4°Cde
dengelenmis anyon degistirici DEAE-Sepharose (1,6 x 25 cm) kolonuna
uygulandi. Enzim, 0,5 ml / dk akis hizinda 2,5 ml hacimlerde 50-250 mM
Na-tartarat tamponu pH 4,5 ve ardindan 0,2-1,0 M NaCl gradientlerinde
fraksiyonlandi. MnP fraksiyonlar1 10 kDa’lik ultrafiltre ile deristirilerek
Ultragel AcA 54 (1,6 x 90 cm) jel filtrasyon kolonuna uyguland:.

Jel Filtrasyon Kolon Kromatografisi

Jel filtrasyon kromatografisi, molekiil biiyiikliigline bagimli bir
aymmi gergeklestirmektedir. Yontemin temel prensibini, proteinlerin, poroz
yapili duragan faz ile hareketli faz arasinda dagilimi olugturmaktadir.
Fraksiyonlanma olayi, kolonda paketlenmis porlu jel matriks ve ¢ozgen
aracihgiyla gergeklesir. Kolona uygulanan proteinler, porlarin boyutundan
¢ok biiyiik ise kolonu ilk olarak terk eder. Kiigiik molekiiller ise jel matriks
porlarina girmekte ve burada alikonmaktadir. Bunu izleyen basamakta,
porlar tarafinda tutulan kiigiik molekiiller difiizyon ile ayrilmakta ve
hareketli fazin akisi aracilifiyla ortamdan uzaklagtirilmaktadir. Boylece,
proteinler azalan molekiill agirliklarina bagimli olarak kolondan eliie
olmaktadir (Harris and Angal, 1993).

MnP’in molekiil agirligi, 50 mM Na-tartarat pH 4,5 tamponuyla
dengelenmis Ultragel AcA 54 jel filtrasyonu kolonu (1,6 x 90 cm)
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kullanilarak saptandi. Kolonda molekiil agirlik standartlari olarak sigir
serum albumini (66 000 Da), pepsin (35 000 Da), tripsin (23 800 Da) ve
lizozim (14 388 Da) kullanildu.

Ultragel AcA 54, yaklagik % 40 jel hacmine karsilik gelen 50 mM
Na-tartarat tampon pH 4,5 hacminde siispansiye edildi ve ardindan yavagca
kanigtirlarak ¢oziinmiis hava uzaklastinldi. Tek bir adimda jel, kolona
bosaltildi ve aynmi tampon ile +4°Cde dengelendi. Ultragel AcA 54 jel
filtrasyonu kolonunun bog hacmini bulmak amaciyla blue dekstran (1mg/ml)
kullanildi. 5 mg/ml BSA, 2,5 mg/ml pepsin, 2 mg/ml tripsin ve 2 mg/ml
lizozim igeren her bir 6rekten 2ml, kolona uygulandi. Proteinlerin ayrimi

icin kolonda optimum akig hizt 2,5 ml / 12 dk olarak belirlendi.

P.chrysosporium MnP 6megi de ayn1 kosullarda kolona uygulandi.
Kolondan toplanan fraksiyonlardaki protein miktar degisimleri, 280 nm de
incelendi. Saflastirilan MnP’in mo'lekﬁl agirlig1, kalibrasyon grafiginden
45000 + 1 000 Da olarak bulundu (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9 Ultragel AcA 54 jel filtrasyon kolon kromatografisinin molekiil agriik '
kalibrasyon grafigi (-e-) saflagtirilan MnP

Elektro_foretik Yontem

SDS-poliakrilamid jel elektroforezi, diisey (vertikal) slab jel aparati
kullanilarak Laemmli yontemine gbre gergeklestirildi (Laemmli, 1970).

Akrilamid/Bis Akrilamid (% 30; %2,67, stok)

146g Akrilamid, 4g N,N'-Metilen-bis Akrilamid, 500 ml destile suda

¢6ziildii, ardindan siiziildii ve karanlikta +4°C de depolandi.
1,5M Tris-HCI, pH 8,8

54,45 g Tris-baz, 150 ml destile suda ¢oziildii, pH 8,8 e ayarland: ve
ardindan hacim, 300 ml ye tamamlandi. +4°C de depoland:.

0,5 M Tris-HCI, pH 6,8

6 g Tris-baz, 60 ml destile suda ¢o6ziildii, pH 6,8 e ayarland1 ve
ardindan yavasga karigtirilarak son hacim, 100 ml ye tamamlandi. +4°C de
depolandi.

%10 Sodyum Dodesil Siilfat (SDS) (w/v)

10g SDS, 60ml destile suda yavagca kanistirilarak ¢6ziildii ve son
hacim 100 ml ye tamamlandi.

%10 Amonyum persiilfat (w/v)
100mg amonyum persiilfat, 1ml destile suda ¢6ziildii ve her

denemede taze olarak hazirlandi.
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Ornek Tamponu (SDS indirgeyici tampon: 62,5mM Tris-HCI, pH
6,8 , %20 Gliserin, %2 SDS, %5 B-merkaptoetanol)

Cizelge 2.9 SDS-PAGE Ornek Tampon Bilegenleri

Bilesen Miktar(ml)
Destile su 3,0
0,5M Tris-HCI, pH 6,8 1,0
Gliserin . 1,6
%10 SDS 1,6
B-Merkaptoetanol 0,4
%0,5 Bromfenol blue (w/v) (suda) 0,4

Ornekler, 1:2 oraninda 6rnek tamponuyla seyreltildi ve 95°Cde 5dk
bekletildi.

5x Elektrod Tamponu (1x=25 mM Tris, 192 mM Glisin, %0,1
SDS, pH 8,3)

45g Tris-baz, 216g Glisin ve 15g SDS, 3L destile suda ¢6ziildii ve
+4°Cde karanlikta depoland1. Bu 5 x Elektrod tamponunun 300 ml si, 1,2 L
destile su ile seyreltildi ve bir elektroforez denemesinde kullanild:.

Jel Hazirlanmasi:

% 4 ve % 12 lik siireksiz elektroforez jeli hazirland:.



80

Cizelge 2.10 SDS-PAGE Jel Bilesenleri ve Miktarlan

Bilesen %12 igin miktar (ml) %4 i¢cin miktar (ml) -
Akrilamid/bis akrilamid (stok) 40,0 1,3

Destile su 33,5 6,1

1,5M Tris-HCI, pH 8,8 25,0 —~

0,5M Tris-HCI, pH 6,8 - 2,5

%10 SDS (w/v) 1,0 0,1

%10 Amonyum persiilfat 0,5 0,05

TEMED 0,05 0,01

Toplam Monomer 100 ml 10 ml

SDS-elektroforez molekiil agirlik standartlart olarak; sigir serurﬁ
albumini (66 000 Da), ovalbumin (45 000 Da), pepsin (34 700 Da),
Tripsinojen (24 000 Da), B-laktoglobulin (18 400 Da) ve lizozim (14 300
Da) kullanildi. Molekiil agirhik protein standartlari, modifiye daldirmali
biyoreaktdr ham ekstraselliiler sivisi, anyon degistirici kolon kromatografisi
sonrasi ve jel filtrasyon kolon kromatografisi sonrasi enzim 6mekleri, rnek

tamponunda ¢oziildii ve 95°Cde 5 dk inkiibe edilerek denatiire edildi.

Elektroforez; % 12 ayirici ve % 4 istifleyici jeller ile stireksiz
yonteme gore oda sicakliginda, 125 voltajda gerceklestirildi. Jel, bir gece
Coomassie Brillant Blue R-250 ile boyandi ve ardindan boya uzaklagtirildi.
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2.2.7 immobilize P.chrysosporium tarafindan iiretilen MnP enziminin
karakterizasyonu

Immobilize hiicreden iiretilen MnP nin substrat spesifikligi,
enzimatik ve kinetik ozellikleri incelendi. Bu amagla; enzimin; pH ve
sicakliga bagimli aktivite ve stabilite degigimi aragtirildi. Tartarat, okzalat,
maleat, sitrat ve asetat gibi bazi karboksilik asitlerin, Mn*? Mg™ Ca* Ccu™
Fe'? Ni*? gibi metal iyonlarmin ve bazi kimyasal maddelerin (NaNj,
nitrilotriasetat, askorbik asit, B-merkaptoetanol, KCN, PMSF ve DTT
iyodoasetamid, NBS ve WRK), iyon siddetinin enzim aktivitesine etkisinin
yani sira MnP nin depolama kararlilif1 incelendi ve Vi ve Kn degerleri

saptandi.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA
3.1 MnP Aktivite Tayin Yonteminin Belirlenmesi

Enzimin aktivite tayinine, pH 4,5 u saglayacak farkli tampon tiiriiniin
etkisi incelendi. Bu amagla; 250 mM dimetil-siiksinat, Na-asetat ve Na-
tartarat tamponlar: (pH 4,5) hazirlandi. Hazirlanan bu tampon sistemleriyle
bir seri MnP enzim aktivite tayini gerceklestirildi ve en yiiksek enzim
aktivite degerine, 250 mM Na-tartarat tamponu (pH 4,5) ile ulagildi. Elde
edilen sonuclara gore; ¢alismada MnP enzim aktivite tayininde bu tampon

sistemi kullanildi.

3.2. Phanerochaete chrysosporium’un Immobilizasyonu

P.chrysosporium immobilize edilmeden ©nce serbest hiicrenin
bityime egrisi belirlendi. Sekil 3.1 de, serbest hiicre ile maksimum MnP

{iretimine 6 giinde ulasildig1 gosterilmektedir.

400 +
~ 300 4 % S
S 32
= 200 + T =
2 ==
2 100 1%
| 71
0 t t + i } + 0
3 4 5 6 7 8
| Zaman (giin)

Sekil 3.1 Serbest hiicre bitylime egrisi. (-W-), MnP aktivitesi; (-e-) kuru kiitle
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3.2.1 Spor immobilizasyonu

Spor siispansiyonu ODgso de 0,500 (5 x 10° spor/ml) absorbans
verecek sekilde seyreltildi. Immobilizasyon sterilize edilmis (121 °C, 20 dk.)
tagryicilarn igeren 100 ml lik erlenlerde kontrollii ¢alkalamali olarak
gergeklestirildi. 1 gram tagiyic1 fizerine 5 ml spor siispansiyonu (5 x 10°
spor/ml) ilave edilerek 2 saat, 37 °C ve 50 rpm de inkiibe edildi ve

adsorplanan hiicre miktarlari saptandi.

Cizelge 3.1 P. chrysosporium immobilizasyonunda kullamlan tasiyicilar ve

adsorplanan hiicre miktar:

Tasiyici Adsorpsiyon (%)
Amberlit IR 45 72,5
Eupergite C 34,1
Eupergite C 250 L 9.1
Perlit (70 mesh alt1) 46,4
Purolit CT 275 8,0
Purolit MN 500 , 21,9
Polipropilen 10,4
Polistiren kopiik 86,4
Coco-peat (35 mesh alt1) 36,3
Coco-peat (35 mesh Ustii) 59,8
Kaba kepek 23,7

Cizelge 3.1°den elde edilen sonuglara gére P. chrysosporium hiicrelerinin
immobilizasyonu igin baglanma yiizdesi en yiiksek olan polistiren kopiik
daha sonraki c¢aligmalar amaciyla uygun tasiyict olarak segildi.

P.chrysosporium immobilizasyonunda tasiyict olarak polistiren graniillerin
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genisletilmesiyle olusan polistiren kopiik kullanim: simdiye kadar rapor

edilmemistir.

Guimaraes ve arkadagslar1 (2002); poli (vinilkloriir), paslanmaz gelik,
poliliretan kopiik ve siinger (Scotch-Brite) gibi kat1 tagiyicilanin yiizey
hidrofobisitesi veya hidrofilitesi ile immobilize P. chrysosporium miktart
arasinda bir iliski olmadifim1 ve ayrica tagiyict morfolojisinin 6nemli
oldugunu gosterdiler (Guimaraes et al, 2002). Cizelge 3.1°den; P.
chrysosporium adezyonu igin makro-gbzenekli iyon degisim regine
tagtyicilarinda hidrofobitenin daha etkili oldugu gériilmektedir.

Baslangic Hiicre Miktarinin Etkisi

Spor immobilizasyonuna, baglangig spor miktarinin etkisi arastirildi.
Bu amagla; ODgso de 0,100-0,500 arasinda degigen konsantrasyonlardaki 5
ml spor sﬁspansiyonu: 1 gram steril edilmis polistiren k&piik ile 37 °C ve 50
rpm de 2 saat inkiibe edildi. Bu inkiibasyon siiresi sonunda da tagiyiciya
baglanmamis olan spor konsantrasyonu ODgsy okunarak saptandi (Sekil
3.2).
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Sekil 3.2 P. chrysosporium’un baglangig hiicre miktarina bagimlt birim tagiyici
bagina adsorplanan hiicre miktari.

Sekil 3.2°de de goriilldugii gibi; cozeltideki baglangi¢ hiicre miktarinin
artmasiyla adsorplanan hiicre miktar1 da artmaktadir. Birim tagiyic1 agurligt
basina adsorplanan hiicre sayisi, ¢ahgilan 0-25 x 10° hiicre araliginda
adsorplanmadan geride kalan hiicre konsantrasyonuna birinci derecéden
bagimhilik gostermektedir. Istenen hiicre yiiklenmesi, ag1 siispansiyonundaki

baglangig hiicre miktar1 degistirilerek elde edilebilir.

Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Spor ile hiicre immobilizasyonuna, inkiibasyon siiresinin etkisi de
incelendi. Zamana bagimli hiicre immobilizasyonunda, ODgso de 0,500
absorbanst olan 5 ml spor siispansiyonu standart 1 gram steril edilmis
polistiren k&piik 0-5 saat arasinda degisen siirelerde 37°C ve 50 rpm de
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tagtyiciya baglanmamis olan spor

konsantrasyonu ODgso okunarak saptandi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3 P. chrysosporium’un birim tasiyici miktar: bagina adsorplanan hiicre
miktarina inkiibasyon siiresinin etkisi

Sekil 3.3 den; polistiren kopilk yiizeyine adsorplanan hiicre miktan (%),
immobilizasyon siiresine bagimli oldugu goriilmektedir. Elde edilen
verilerden; serbest ve immobilize hiicreler arasinda bir dengeye yaklagik 2

saat sonra ulagildifn ve baglanma oranimn ise yaklagik % 86,4 oldugu

saptandi.
Calkalama Hizinin Etkisi

Polistiren kopiik lizerinde P. chrysosporium immobilizasyon
kosullarinda islem, 37°C ve 2 saatlik farkli calkalama hizlarinda
gergeklestirildiginde; calkalama hiz1 arttikga adsorplanan hiicre miktarinin
(%) da azaldig goriildii (Cizelge 3.2).
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Cizelge 3.2 P. chrysosporium’un adsorplanan hiicre miktarina (%) galkalama
hi1zinin etkisi

Calkalama hiz1 (rpm) Adsorplanan hiicre miktan (%)
50 86,38
75 19,12
100 7.3

Polistiren kopiik iizerinde P. chrysosporium immobilizasyon
kosullarinda islem; 39 °C, 75 rpm de tekrarlandiginda, adsorplanan hiicre
yiizdesinin ¢ok fazla diistiifii gézlendi. Organizmanin optimum biiyiime
sicakhiginin disina ¢ikmamak igin immobilizasyonda, 37 °C kullanild:. Spor
formunda hiicre immobilizasyonunda, 37°C, 50 rpm ve 2 saatlik inkiibasyon

sliresi optimum immobilizasyon kogullari olarak belirlendi.

Mekanik olarak ¢alkalama; kiiltiirlerde miseller iizerine kayma etkisi
'olusturdugundan ligninolitik enzim Uretimine inhibitdr etkili olarak
bilinmektedir (Kirk et al., 1978). Bundan dolayi, polistiren képiik kullanarak
duragan immobilize hiicre kiiltiirli, MnP {iiretimi igin tercih edildi. Ayrica
fungal hiicrelerin immobilizasyonu; hem mitokondriyal solunumu hem de
salgilama sistemini (endoplazmik retikulum ve golgi aparati) uyarmaktadir

(Bonnarme et al., 1991).

Adsorpsiyon Kinetigi

Sekil 3.2 deki deneysel sonuglarla, difiizyon kinetiklerinden elde
edilen bir model kullamilarak adsorpsiyon kinetikleri tanimlanabilir. Olusan

adsorpsiyon ara yiizeyindeki hiicre konsantrasyonu,

C=C,+Kt
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denklemini izler. Bu denklemde;
C,, baslangig hiicre konsantrasyonu,
C, t siire sonraki hiicre konsantrasyonu,
K, bir sabittir.
Buradan elde edilen matematiksel model ise;
X/Xi=ko Vt+kit
Xa, t siirede adsorplanmis hiicre miktari,
X1, adsorplanmig maksimum hiicre miktari,
ko, sabit (baglangig adsorpsiyon hiz sabiti)
ki, sabit (zamana bagl adsorpsiyon degisim sabiti).
Bu modelin gegerliligi, (Xo/Xy) (1) ile 14 arasinda ¢izilen
grafikten saptand: ve k, ve k; sabit degerleri bulundu.

Cizelge 3.3 Deneysel sonuglardan elde edilen adsorpsiyon kinetik degerleri

Siire 1A t X, X./X; X /X1t
(dk) ‘
30 0,18 12,40 10° 0,574 18,94 10°
60 0,13 19,71 10° 0,913 15,52 107
120 0,09 21,60 10° 1,000 8,33 10°
180 0,08 21,51 10° 0,996 5,54 10°
240 0,06 21,45 10° 0,993 4,14 10°

300 0,06 21,40 10° 0,991 3,30 107
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0.04 y=0,132x - 0,0039

’ R?=0,9613
S
20,02 -
z .
J
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'

Sekil 3.4 P.chrysosporium adsorpsiyon kinetik degerleri
Egim = k,= 0,132 dk '

ki=-0,0039 dk!

Ko/ X)) (1) =ko Vt/ 1) + Ky

Xa/ X1) (16) = 0,132 (Nt / £) -0,0039

k; sabit degerinin negatif olmasi, zamanla adsorpsiyon hizinin
azaldigini gosterir.

Langmuir adsorpsiyon izotermiyle analog olarak, dengedeki
mikrobiyal hiicre adsorpsiyonu asagidaki model ile tanimlanabilir:

Xa=Xi /[1+ (1/ ko X9)]

X, slispansiyondaki serbest hiicre miktari,

ke, mikroorganizma/tagiyici afinite sabiti.

Olusturulan bu modelin gegerliligi igin, Sekil 3.3 deki deneysel

veriler kullanilarak 1/X; ve 1/ X, arasinda olusturulan grafikten;
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Sekil 3.5 P.chrysosporium adsorpsiyonunun Langmuir izotermi

X;=3,71 10
ka= 3,23 dk'olarak bulundu.
Bu c¢alismadan elde edilen deneysel sonuglar, P.chrysosporium

adsorpsiyonunun Langmuir izotermini izledigini gstermektedir.

3.2.2. Misel immobilizasyonu

Hiicre immobilizasyonu, P.chrysosporium’un misel formu igin de
tekrarlanarak kosullar optimize edildi. Bu amagla; steril edilmis 1 gr
tastyiciya 5 ml misel homojenat: ilave edildi ve 2 saat, 37°C ve 50 rpm de
inkiibe edilerek adsorplanan hiicre miktari (%) saptandi.
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Cizelge 3.4 P. chrysosporium’un birim tagtyict miktar: bagina adsorplanan hiicre
miktar1 (%) (1 dk homojenize edilen misel kullanilarak)

Tasiyicl % Adsorplanan hiicre miktar
Polistiren kopiik 76,0

Purolit CT 275 53

Purolit MN 500 2,1

Amberlit IR 45 14,4
Polipropilen 11,6

Coco-peat (35 mesh alt1) 20,4

Coco-peat (35 mesh iistil) 27,8

Perlit (70 mesh alt1) 18,1

0,5 ve 2 dk siireyle homojenize edilen misellerle immobilizasyonlar,
sadece tagtyict olarak polistiren kopiik kullamlarak aymi  kosullarda
gerceklestirildi ve sirasiyla % 59,3 ve % 49,2 adsorplanan hiicre miktari
saptand1. Misel formu ile immobilizasyon sonuglarma gére; homojenizasyon

stiresi, I dk ve tasiyici olarak polistiren kopiik kullanilmasina karar verildi.

Baslangi¢c Hiicre Miktarinin Etkisi

Misel formu ile immobilizasyonda; immobilizasyon siiresinin ve
baslangi¢ hiicre miktarinin etkisi incelendi. Farkli misel konsantrasyonlarim
elde etmek amaciyla; 1/5, 2/5, 3/5, 4/5 ve 5/5 oranlarinda 5 mi homojenize
misel ¢6zeltisi hazirlandi. 1 gram steril polistiren kopiik tizerine ilave edilip

37 °C ve 50 rpm de 2 saat inkiibe edildi (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6 P, chrysosporium’un baglangig hiicre miktarina bagimli gram tasiyicida
adsorplanan hiicre miktari.

Inkiibasyon Siiresinin Etkisi

Zamana bagimli immobilizasyonda ise; 1 g steril polistiren kopiik ve
5 ml homojenize misel, 0-5 saat gibi degisen siirelerde 37°C ve 50 rpm de
inkiibe edildi (Sekil 3.7).

100 -

Adsorplanan hiicre (%)

Zaman (saat)

Sekil 3.7 P. chrysosporium’un gram tastyicida adsorplanan hiicre miktarina

inkiibasyon siiresinin etkisi.
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Misel formu ile immobilizasyonda; c¢alkalama hizi 75 rpm’e

¢ikarildiginda, % adsorplanan hiicre miktarinda bir azalma gézlendi.

% 0,09 luk NaClI ¢6zeltisinde gergeklestirilen misel homojenizasyon
ortamina, verimliligi arttirmak amaciyla % 0,05 (v/v) olacak sekilde Tween
80 ilave edilerek islem tekrarlandi. Olusan homojenize misel formu ile yine
aym kosullarda gergeklestirilen immobilizasyon sonrasinda tagiyici

adsorpsiyon verimliliginin degismedigi gézlendi.

P.chrysosporium’un spor ve misel immobilizasyon sonuglarindan
optimum immobilizasyon kosulu; tagiyici olarak polistiren képiigiin
kullamldigi ODgso de 0,500 absorbansa sahip 5 ml spor siispansiyonu
ortaminda 37°C sicaklik ve 50 rpm de 2 saatlik inkiibasyon siiresi olarak

belirlendi.

«

3.3 Stasyoner Kiiltiirlerde MnP Uretimi

Immobilize P.chrysosporium’dan MnP enzimi, 100 ml lik erlenlerde
indiiktdr olarak Tween 80 igeren 10 ml bﬁyﬁm;: ortami bilesiminde 37°C de
duragan fazda iiretildi. Stasyoner kiiltiirlerde maksimum enzim {iretimine 6.
giinde ulagildi (bakimiz Sekil 3.10). |

3.4 MnP Enzim Uretimine Etki Eden Faktorler

Mikrobiyal biiylime ve enzim firetimi igin mikroorganizmanm pH,
sicaklik gibi fiziksel ve karbon, azot, kiikiirt, fosfor kaynaklari, eser

elementler, oksijen gibi kimyasal gereksinimleri vardir.
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Immobilize P.chrysosporium tarafindan maksimum MnP enziminin
tiretilebilmesinde degisen Mn™ konsantrasyonun, Oksijenin, Tween 80 ve

proteaz inhibitorlerinin etkileri incelendi.
3.4.1 Mn" konsantrasyonunun etkisi

P.chrysosporium bityiime ortamunda 100, 354 ve 424 pM Mn™
konsantrasyonunun MnP enzim aktivitesine etkisi incelendi ve sonuglar, 174
pM Mn* konsantrasyonunun bulundugu normal biiyiime ortamindaki
degerleri ile kargilagtirildi (Sekil 3.8).

400 -

300

MnP (U/L)
— )
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Sekil 3.8 P. chrysosporium’un 100 uM (-0-);174 uM (Normal bitylime ort.) (-¢-);
354 uM (-.-); 424 uM (-A-) varhifinda zamana bagimlt MnP aktivite
degisimi

Elde edilen sonuglara gére; P. chrysosporium’un normal bilyiime
ortaminda bulunan 174 uM lik Mn*? konsantrasyonunun, MnP iiretimi igin

yeterli oldugu goriilmektedir. Ayrica 380 U/L lik maksimum MnP iiretimine

+2

kiiltivasyonun 6. giiniinde ulagilmaktadir. Ortama Mn™” nin ilavesi, MnP
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aktivitesini arttirdi. Mn*2, MnP nin substrati oldugundan etkisi, substrat
diizeyinde indiiksiyondur (Lestan et al., 1990).

3.4.2 Oksijen etkisi

Aerobik solunum yapan organizmalarin metabolik sistemleri igin
oksijen gereklidir. Ozellikle molekiiler oksijen (O5) besinlerden daha fazla

enerji eldesinde 6nemlidir.

Ligninolitik enzim MnP {retimine oksijenin etkisini incelemek
amaciyla; immobilize P. chrysosporium biiyiime ortamindan asilamadan
hemen sonra ve bilylimenin 3. giinlinde 1dk siire ile 1,2 Mpa
konsantrasyonunda oksijen gegirildi. Zamana bagimh MnP enzim aktivitesi
ve kuru kiitle degerleri izlendiginde, oksijenin olumlu bir katk: saglamadigi
gozlendi. Oksijen konsantrasyonunun artmasiyla, ligninolitik kiiltiirlerde
polisakkarid iiretiminin artabilecegi ileri siiriilmektedir (Bonnarme and

Asther,1993; Dosoretz et al., 1990).
3.4.3 Tween 80’in etkisi

Immobilize P. chrysosporium biiyiime ortamina % 0,03-0,12 (v/v)

konsantrasyonunda Tween 80 ilave edildi (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 P.chrysosporium bitylime ortaminda %Tween 80 (v/v) miktarina bagimh
MnP aktivite degigimi

Beyaz ciiriik¢iil fungus kiiltiirlerine gesitli deterjanlarin, 6zellikle Tween 80
ilavesinin, ligninolitik aktiviteyi uyardig1 bilinmektedir. Bu amagla, 174 pm
Mn*® igeren immobilize P. chrysosporium biiylime ortamina % 0,05
oraninda Tween 80’in ilavesi, MnP enzim aktivitesini uyardi. Zamana
bagimh olarak immobilize P. chrysosporium Kkiiltiirlerinde MnP enzim
aktivitesi ve biyokiitle miktan izlendi (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10 P. chrysosporium Biiyiime ortaminda Tween 80 varhginda MnP (-m-)
ve kuru kiitle (-A-) miktarinin zamané bagimh degisimi

Sekil 3.10°dan goriildign gibi; 421 U/L’lik maksimum MnP
aktivitesine % 0,05 Tween 80 varliginda inkiibasyonun 6. giiniinde ulagildi.
Ortama Tween 80 konmamis 6rnek de ise MnP aktivitesi 218,03 U/L olarak
saptandi.

Biiyiime ortaminda Tween 80’in bulunmasi, MnP enzim aktivitesinin
yant sira stabilitesini ve fungusun kuru kiitlesini de artirdi (4,71 g/L). Ancak,
deterjanlarin ligninolitik aktiviteyi uyarmasina yo6nelik mekanizma, tam
olarak  saptanamamigtir.  Olast  mekanizmanin, fungusun lipid
metabolizmasindaki degisim veya stoplazmik membraninin
modifikasyonundan meydana gelebilecegi ileri stirlilmektedir (Dosoretz et
al., 1990; Asther et al., 1987; Asther et al., 1988). Boylece Tween 80, hiicre
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membran yapisint  déniigime ugratmakta ve ortama MnP gecisini
arttirmaktadir.

Immobilize P. chrysosporium tarafindan MnP enzim iiretimi Tween
80 varliginda arttig1 igin % 0,05 oraninda Tween 80 ve 354 uM lik Mn*?
konsantrasyonu birlikte biiyiime ortamina kondu. MnP aktivitesinin ve kuru
kiitle miktarinin zamana bagimli degisiminde Onemli bir farklanma

gozlenmedi.
3.4.4 Fenil Metil Siilfonil Floriir (PMSF)’iin etkisi

‘Bilylime ortaminda ligninolitik enzim aktivitesinin zamana baZiml
artig veya azaligin, ortamdaki proteaz aktivitesinden ve dolayisiyla glukoz
tilketimindeki artis ile iligkili oldugu belirtilmektedir (Dosoretz et al., 1990).
Proteazlar genelde azot sinirl: ortamlarda indiiklenebilmektedir. Bu nedenle,
MnP immobilize P. chrysosporium bilyiime ortamina proteaz inhibitorleri
ilavesinin MnP enzim iiretimine etkisi incelendi. Bu amagla, P.
chrysosporium biliyiime ortamindaki son konsantrasyonu 0,1 mM olacak
sekilde serin proteaz inhibitSrii Fenil Metil Siilfonil Florir (PMSF),
kiiltivasyonun 3. ve 5. giinleri ilave edildi. PMSF nin, ham hiicre digt sivida
ligninaz aktivitesine karsi inhibitér etkili olmadif: rapor edilmektedir
(Bonnarme and Asther, 1993). Biiyiimenin 6. giiniinde incelenen MnP
aktivite ve kuru kiitle degerlerinden, PMFS’nin olumlu bir etkisinin
olmadig saptandi. Herhangi bir proteaz inhibitoriiniin konmadig P.
chrysosporium bilylime ortaminda proteaz aktivitesi 0,6 U/L gibi ¢ok diisiik

degerlerde bulundu.



100

3.4.5 Azot konsantrasyonunun etkisi

Beyaz ¢iiriik¢iil fungus P.chrysosporium, azot sinirli biiylime ortami
kosullarinda ligninolitik enzimleri tiretmektedir (Tien and Kirk, 1984). Bu
nedenle P.chrysosporium biiylime ortamt bilesenlerinden azotun
konsantrasyonu, MnP  enzim  iretimini etkilemektedir.  Azot
konsantrasyonunun (11-44 mM) etkisi, serbest ve immobilize hiicrelerin
varliginda 10 ml biiylime ortami igeren 100 ml lik eflénlerde -duragan
kosullarda 37 °C de incelendi. Sekil 3.11 den goriildiigii gibi; inkiibasyonun
6. giiniindeki serbest ve immobilize hiicrelerin- standart aktivite &lgiim
kosullarinda olgiilen MnP aktivitesi, 22 mM Azot konsantrasyonunda
maksimuma ulagmaktadir. Ayrica, 44 mM Ik yiksek azot
konsantrasyonundan serbest hiicreler, immobilize hiicrelere gore daha gok
etkilenmekte ve bunun sonucunda enzim aktivitesi- 6nemli Olgiide
azalmaktadir. Bu calismadan da goriildiigii gibi; azot gibi elementler,
mikroorganizmalarin hiicresel materyallerinin sentezi i¢in gereklidir.
Ornegin protein sentezinde 6nemli miktarlarda azota ihtiyag duyulur. Ayrica
DNA ve RNA sentezinde de azot ve fosfor kullanilmaktadir, Organizmalar;
proteinleri olusturan amino asitlerin amino grubunu olusturmak {izere temel
olarak azot kullanirlar (Tortora et al., 2002). Genelde hiicre kuru agirhginin
yaklasik %10’u azottan meydana gelmektedir. Bu nedenle; bilylime ortami
bilesiminde azot konsantrasyonu arttikga organizma enzim iretimi yerine

biyokiitle iiretimini artiracaktir.
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Sekil 3.11 Serbest (-e-) ve immobilize (-m-) hiicreler tarafindan ortam azot

konsantrasyonuna bagimlt MnP tiretimi

3.4.6 Gliserin konsantrasyonunun etkisi

Gliserin konsantrasyonunun (0,665-10 g/L) etkisi, serbest ve
immobilize hiicrelerin varliginda 10 ml biiylime ortamu igeren 100 ml lik
erlenlerde duragan kiiltiirlerde 37 °C de incelendi. Sekil 3.12 den goriildiigi
gibi; inkiibasyonun 6. giiniindeki serbest ve immobilize hiicrelerin standart
aktivite ol¢lim kosullarinda &lgiillen MnP aktivitesi, 6,65 g/L Gliserin
konsantrasyonunda maksimuma ulagmaktadir. Bu nedenle; normal biiylime
ortaminda bulunan glukoz (10 g/L), karbon kaynag1 olarak segildi (Tien and
Kirk, 1984).
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Sekil 3.11 Serbest (-e-) ve immobilize (-®-) hiicreler tarafindan ortam gliserin
konsantrasyonuna bagimli MnP iiretimi

3.4.7 Sicakh@m etkisi

Sicaklik, mikroorganizmanin biliylimesini ve enzim {retimini
etkileyen 6nemli faktérlerden biridir. Mikroorganizmalarin en iyi biiylime
gosterdikleri sicaklik, optimum bilyiime sicakligidir. Daha yiiksek sicaklik
degerlerinde, bilyiime siiratle azalir. Bu durum, yliksek sicaklikta hiicre
enzimatik sistemlerinin inaktive olmasindan kaynaklanmaktadir (Tortora et
al., 2002). Sicakhigin etkisi, serbest ve immobilize hiicrelerin varliginda 10
ml bilyiime ortam: iceren 100 ml lik erlenlerde duragan kiiltiirlerde
incelendi. Sekil 3.13’den goriildiigii gibi; inkiibasyonun 6. giiniindeki serbest
ve immobilize hiicrelerin standart Olglim kosullarinda o6lgiilen MnP
aktivitesi, 37°C ye kadar artmakta ve ardindan azalma egilimi
gostermektedir. Yapilan her iki ornekte de maksimum MnP aktivitesine

37°C de ulagiimaktadir.
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Sekil 3.13 Serbest (-»-) ve immobilize (-W-) hiicrelerde sicakhifa bagimli MnP
iiretimi

3.4.8 pH nm etkisi

Mikroorganizmanin fizyolojisini ve enzim f{iretimini etkileyen bir
diger faktorde pH’dir. pH, sadece enzim aktivitesini etkilemez aym: zamanda
doniisiimlii ve doniisiimsiiz inaktivasyona neden olarak katalitik ‘protein
konformasyonunda degisimlere de sebep olabilir. pH nin etkisi, serbest ve
immobilize hiicrelerin varhginda 10 ml biiyiime ortami igeren 100 ml lik
erlenlerde duragan kiiltiirlerde incelendi. Sekil 3.13 den goriildugi gibi;
inkiibasyonun 6. giinlindeki serbest ve immobilize hiicrelerin standart
aktivite 6l¢lim kogullarinda dlgiilen MnP aktivitesi, pH 4,5’a kadar artmakta
ve ardindan azalma egilimi gOstermektedir. Ancak pH 3,0 ile 4,5 arasinda,
immobilize hiicrelerin MnP aktivitesi, serbest hiicrelerinkine gore daha
yiiksek degerdedir. Bu durum immobilize hiicrelerin diistik pH’lara ve bazi

difiizyonel sorunlara kargi daha stabil oldugunu gGstermektedir. Ayrica
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immobilizasyon ile ortamdaki hiicre sayisi, serbest hiicrelere gére baglangig

asamasinda daha fazladir.

Mikroorganizmalarin bilyiimesinin yam sira enzim {retimleri igin
optimum pH degerleri vardir. Optimal biiyiime pH si, sadece hiicre dist
ortam pH sinin gostergesidir. Hiicre igi pH ise hiicredeki asidik- veya bazik-
kararsiz makromolekiillerin yitkimini1 6nlemek amacityla genelde nétral pH

civarindadir (Madigan et al., 2003).
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Sekil 3.14 Serbest (-o-) ve immobilize (-m-) h‘ﬁcreler tarafindan ortam pH sina
bagimli MnP iiretimi

Elde edilen sonuglara gére: polistiren képiik {izerinde immobilize edilen P.

chrysosporium dan maksimum MnP iiretimi (421 U/L) igin optimu_m .
kosullar; 174 pM Mn*?, % 0,05 Tween 80, 22 mM azot, 10 g/L glukoz, 37°C |
ve pH 4,5 olarak belirlendi.
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3.5 Biyoreaktrde MnP Uretimi

Ligninolitik enzimlerin endiistriyel proseslere uygulamalarinin
gerceklestirilmesi, diigiik maliyette biiylik miktarlarda biyokatalizorlerin
tiretilmesine gereksinim duyar. Buna ragmen, dzellikle kat1 hal kogullarinda
enzimlerin stirekli tiretimiyle ilgili ¢ok fazla caligma bulunmamaktadir
(Rodriguez et al., 1999, 2002; Durand et al., 1993). SSF kosullarinda
kullantlan kat: tagiyicilar, inert ve inert olmayan dogal substratlardir. Ancak
immobilize sistemlerde tagiyict olarak suni, sentetik bir ¢ok madde

kullanilabilir ve islem, kimyasal ybntemlerle de gergeklestirilebilmektedir.

Avantajlartyla birlikte kati-hal proseslerini gerceklestirmede uygun
biyoreaktér dizayninin az olusu, yeni biyoreaktdr konfigiirasyonlarinin
gerceklestirilmesini ve dizaynlarinin modifiye edilmesini zorunlu hale
getirmistir. Bu amagla; 2000 yilinda Rivela ve arkadaglari tarafindan
daldirmali (immersiyon) biyoreaktdr gerceklestirildi ve naylon siingerde
immobilize P.chrysosporium tarafindan yaklasik 170U/L lik MnP aktivitesi B
elde edilmistir (Rivela et al., 2000). '

3.5.1 Biyoreaktor tasarimi
Immobilize Spor Kullanim1

Immobilize P.chrysosporium’dan MnP iiretimine ySnelik akigkan
yatakli, hava-kaldirmali ve modifiye daldirmali biyoreaktorler denendi.
Akiskan yatakli ve hava-kaldirmali biyoreaktdrlerde enzim iiretimi
gergeklesmezken 1 L lik modifiye daldirmali biyoreakttrde (¢aligma hacmi
0,5 L) MnP iiretimi saglandi. Bu amagla; standart kosullarda polistiren

kopiikte spor immobilizasyonu iglemlerini takiben 10 ml biiylime ortam (10
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g/L glukoz varliginda) igeren 100 ml lik erlenlerde duragan olarak 3 giin
37°C de inkiibe edildi. Ardindan 25 erlende immobilize hiicrelerin
olusturdugu miseller dikkatli bir sekilde steril kosullarda kafes igine
yerlestirildi ve 37°C de 0,5 L lik biiyiime ortami i¢ine daldirildi. Biiylime
ortami bir magnet yardimiyla yavasga siirekli karigtirildi (Sekil 3.15).

L0 11
C )

e
I\J

Sekil 3.15 Modifiye daldirmali biyoreaktér
Biyoreaktorde kinetik parametreler ve verimliligin hesaplanmasi
SSF kosullarinda reaktérdeki MnP iiretim hizt »MnP;

tMnP = [MnP], - [MnP],/ At

seklinde hesaplandi. [MnP];s ve [MnP]s, sirastyla kiiltiiriin sonunda ve
basindaki MnP aktiviteleridir. At, zaman degisimidir. »G ve rN, benzer

sekilde hesaplandi (G, glukoz ve N, azot)
Glukoz Miktarimin Etkisi

Modifiye daldirmali biyoreaktérde P. chrysosporium un kesikli
kultiiri gerceklestirildi. Zamana bagimhi olarak biyoreaktérdeki MnP
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aktivitesi, glukoz ve azot miktari, ortam pH st ve biyokiitle degisimi izlendi
(Sekil 3.16 ve 3.17).
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Sekil 3.16 Immobilize P.chrysosporium tarafindan modifiye daldirmah
biyoreakttrde zamana bagimli glukoz (-m-) ve azot (- A-) tiiketimi ve
pH (-e-) degisimi.
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Sekil 3.17 Immobilize P.chrysosporium tarafindan modifiye daldirmali
biyoreaktsrde zamana bagimlt MnP aktivitesi (-m-) ve biyokiltle (-»-)
degisimi.



108

Sekil 3.17 dan goriildiigli gibi; maksimum MnP iiretimi
inkiibasyonun 7. giinii 770,8 U/L olarak saptandi. Ardindan enzim
aktivitesinde 6nemli bir azalma gozlendi ve 12. giine kadar 300 U/L
diizeyinde saptandi. Benzer sekilde pH daki 0,2 birimlik azalma da
inkiibasyonun 7. giinii gézlendi.

Reaktorde gozlenen MnP aktivite kaybi, fungus tarafindan bazi
metabolitlerin  siirekli  {iretimi veya ortamdaki yiksek HO;
konsantrasyonlar1 nedeniyle olabilir. Bu fazda; biiyiime hizi yavaglar.
Mikrobiyal 6lit hiicre sayisiyla canli hiicre sayisi dengelenir ve popiilasyon
stabil hale gecer. Besinlerin azalmasi ve atik iirlinlerin birikmesi bliylimeyi
de etkiler (Tortora et al., 2002). Duragan fazda genellikle biiylime artist
gerceklesmemesine ragmen hiicrenin enerji metabolizmast ve baz
biyosentetik prosesleri igeren bir g¢ok hiicresel fonksiyonu  devam
etmektedir. H,0,, fungus P.chrysosporium un periplazmik boslugunda
bulunan oksidazlar tarafindan iiretilmektedir. Bu nedenle, H,O, dogrudan
enzimi inaktive edebilir. Bununla birlikte; yar: kati-hal kiiltiirlerinde yapilan
caligmalarda yiiksek diizeyde bulundugu gosterilen (6rn;100 pmol/dm>)
H>0,, enzim inaktivasyonunu gergeklestirebilir. Ekstraselliiler stivida H20-
diizeyi diigiik olmasina ragmen ozellikle fungusun mikro-gevresinde yiiksek
konsantrasyonlar1 bulunmaktadir (Tonon and Odier, 1988; Bonnarme and
Asther, 1993; Cabaleiro et al., 2001).

ReaktSrde yapilan bir ¢ok c¢alismada; ligninolitik enzimlerin
iiretimindeki ani diisiiglere, ortamdaki proteazlarin neden olabilecegi ileri
stirlilmektedir. Ancak proteaz {iretimi, ortamdaki glukoz konsantrasyonuyla
kontrol edilebilir. [Eger inkiibasyon sonunda ortamda 1-5 g/L

konsantrasyonunda  glukoz  bulunursa, proteazlarin  salgilanmasi
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onlenmektedir (Dosoretz et al., 1990). Dolayisiyla modifiye daldirmals
biyoreaktorde proteaz salgilanmasini 6nleyecek miktarda glukoz mevcuttur.
Ayrica ekstraselliiler sivida proteaz tayini yapildiginda 0,6 U/L gibi ¢ok
diisik diizeyde aktivite saptanmigtir. Boylece biyoreaktordeki kosullarda

proteazlarin MnP aktivite kaybina neden olamayacag1 goriilmektedir.

Sekil 3.16 dan goriildiigi gibi; reaktdr ortamindaki azot miktar1 2.
gﬁnde tamamen tiiketilmektedir. Glukoz miktar1 ise inkiibasyonun ilk 6
glinii siratle ve ardindan daha yavas hizlarda tilketilmektedir. Bundan
dolay1; azot, bu kiiltivasyonda, sinirlayict bir faktSrdiir ve titketim hizi »N
11,05 mg/L.giin diir. Bu tiiketim prosesi, diger arastirmacilarin
calismalartyla da uyumludur (Boominathan and Reddy, 1991; Barr and
Aust, 1994). Diisiik glukoz tiketim hizi, karbon sinirlamasmin ortaya
¢ikmasmi ve enzim sentezi i¢in kiiltiiriin sekonder metabolizmaya gegisini
saglamaktadir. Inkiibasyonun ilk giinlerindeki siiratli glukoz tiketimi ile
biyokiitle artigi iligkilidir. Bundan dolayi; biyokiitle olusumu da 6. giine
kadar siiratle artmakta, 4,7 g/l maksimum degerine ulagmakta ve ardindan
reaktdr siiresinin sonuna kadar herhangi bir degisim gozlenmemektedir.
Nispeten  yiiksek  biyokiitle dretimi, yliksek azot tiiketimiyle

desteklenmektedir.

Kiiltiir ortaminin, tiim kiiltivasyon siiresince berrak kaldig1 gézlendi.
Bu durum, fungusun tagiyiciya iyi baglandiginin gostergesi olabilir. Boylece
reaktérde {iiretim siiresince bilylime ortaminda serbest halde hiicre

bulunmamaktadir.
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Polistiren kopiik lizerinde immobilize P. chrysosporium sporlar
modifiye daldirmali biyoreaktére yerlestirildi. Ardindan baglangig glukoz

konsantrasyonunun MnP iiretimine etkisi incelendi (Cizelge 3.5).

Cizelge 3.5 Modifiye daldirmali biyoreaktérde baglangig glukoz konsantrasyonuna

bagiml inkiibasyon siiresince maksimum MnP iiretimi, enzim firetim

ve glukoz tiikketim hiz:
Glukoz Ink.  Maks. rMnP rG
(g/L) Siiresi MnPakt  (U/L.gin) (g/L.giin)
(gin) (U/L)

1 4 17,5 4,4 0,07

5 6 276,5 46,1 0,24
10 7 770,8 110,1 0,46
15 8 171,4 21,4 0,58
20 8 43,6 5,4 0,90

Reaktér ortaminda karbon kaynaf:i olarak kullanilan glukoz
konsantrasyonu artttkga maksimum MnP aktivitesine ulagildigi siire de
farklanmaktadir. Ayrica 10 g/l degerinin  stiindeki  glukoz
konsantrasyonlarinin, MnP enzim aktivitesi {izerine inhibitor etkili oldugu
gérﬁlmektedir. Glukoz, baslangictaki diigiik konsantrasyonlarda yiiksek
aktiviteli enzim iiretimi olmaksizin sadece hiicre biiylimesinde kullanilmigtir
ve enzim {retim metabolik yolunun bir kismi, yiksek glukoz
konsantrasyonlarinda da inhibe edilmistir. Cizelgeden MnP liretim hizinin
(rMnP) baslangicta artan glukoz konsantrasyonlarinda (10 g/L ye kadar)
arttid1 goriilmektedir. 20 g/L glukoz konsantrasyonunda glukoz tiiketim hizi,
0,9 g/L.giin e ulagmaktadir. Bu reaktérden elde edilen MnP aktivitesi
oldukga yliksektir.
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3.5.2 Reaktor Kinetik Degerleri

Modifiye daldirmali biyoreaktorde, glukoz konsantrasyonlarina
bagiml: iiretilen biyokiitle degerleri birbirinden farklanmakta ve en yiiksek
biyokiitle iiretimine 20 g/L. glukoz varliginda ulagilmaktadir (Sekil 3.18).
Sekil 3. 19 da ise modifiye daldirmali biyoreaktSrde inkiibasyon siiresine

bagimli olarak substrat tiiketimi gsterilmektedir.
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Sekil 3.18 Modifiye daldirmali biyoreaktdrde glukoz konsantrasyonuna bagimli

biyokiitle tiretimi
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Sekil 3.19 Modifiye daldirmah biyoreaktorde glukoz titketim hizi
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Sekil 3.20 Modifiye daldirmali biyoreaktérde glukoz konsantrasyonuna bagimli
spesifik biiylime hizi

Yiiksek glukoz konsantrasyonlarinda mikroorganizma, glukozu
enzim lretimi yerine biyokiitle iiretiminde kullanmustir. gma; 1 g/L glukoz
konsantrasyonunda 0,42 giin'1 olarak saptanmasina ragmen maksimum MnP
aktivitesine, 10 g/L glukoz varhiginda ulasilmigtir. Bundan dolays;

denemelerde glukoz konsantrasyonu 10 g/L ye ayarlandi.

‘

Immobilize misel kullanimi

Standart kosullardaki miselle immobilizasyon sonrast hiicreler, 10 ml
biiyiime ortamu (10 g/L glukoz varliginda) iceren 100 ml lik erlenlerde
duragan fgzda 3 giin 37°C de inkiibe edildi. Ardindan 25 erlende immobilize
hiicrelerin olusturdugu miseller dikkatli bir gekilde steril kosullarda kafes
icine yerlestirildi ve 37°C de 0,5 L lik biiyiime ortami igine daldirild.
Biiylime ortami bir magnet yardimiyla yavagga siirekli kanigtirildi. Zamana
bagimli olarak biyoreaktrdeki MnP aktivitesi, glukoz ve azot tiiketimi
izlendi ( Sekil 3.21 ve 3.22).
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Sekil 321 Immobilize P.chrysosporium tarafindan modifiye daldirmali biyoreaktsrde
zamana bagimli MnP {iretimi

L]

Sekil 3.21 den goriildiigii gibi biyoreaktSrde enzim iiretimi agisindan,

8. giin 222,1U/L ve 12. giin 172,02 U/L olmak lizere iki aktivite piki

saptandi. ‘

25

% 20 =

& ho )

S 15 £

i 10 8

g 5 <
0

012345678 9101112131415
Zaman (giin)

Sekil 3.22 immobilize P.chrysosporium tarafindan modifiye daldirmali iyoreaktsrde
zamana bagimli Glukoz (-m-) ve Azot (-e-) miktarlari degigimleri.
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Sekil 3.22°e gbre; biyoreaktordeki azot miktar1 ikinci giinde tamamen
tiiketilirken glukoz miktar: inkiibasyonun 7-13. giinleri arasinda yaklagik
olarak 5 g/L olarak saptand:.

3.6 Immobilize P. chrysosporium’dan MnP Enziminin izolasyonu ve

Kismi Saflagtiriimasi

Immobilize P. chrysosporium kiiltirlerinin 10 ml hacimde 100’er
ml’lik erlenlerde 37°C de inkiibaéyonun altinc1 giiniindeyken, ekstraselliiler
sivi topland1 ve ortamdaki miselleri uzaklasgtirmak igin + 4°C ve 5000
rpm’de 5dk’lik siire ile santrifijlendi. Enzim aktivite ve protein tayinleri
yapildi. Ekstraselliiler enzimi deristirme amactyla 10 kDa’luk membran
kullanilarak ultrafiltrasyon islemi yapildi. Bu agamada da enzim aktivite ve

protein degerleri saptandi.

Deristirme iglemi sonrasi ilk saflagtirma basamaginda; ekstraselliiler
stvidaki proteinler, (NHy); SO4, metanol, etanol ve polietilen glikol-2000, -
5000 gibi gesitli yontemler kullanilarak ¢oktiiriildii.

3.6.1 Proteinlerin (NH4)>SO; ile ¢oktiiriilmesi

Nétral tuzlann ilavesiyle proteinlerin ¢oktiiriilerek fraksiyonlanmasi
yaygin kullanilan bir ydntemdir. Céktiiriilen proteinler genellikle denatiire
degildir ve aktivite, pelletin tekrar ¢oziinmesiyle geri kazanilir. Aym
zamanda proteinler, nétral tuzlarin ilavesiyle denatiirasyon, proteoliz veya

bakteriyel kontaminasyona kars: stabilize edilir.

(NH4)2S0O; ile protein ¢oktiirme islemi, % 35, % 45, % 55, % 65 ve
% 85 (w/v) konsantrasyonunda gergeklestirildi. Kati (NH4),SOs, deristirilen
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ekstraselliiler Srnege yavagea ilave edildi ve +4°C de 1 saat siireyle yavagga
kanistinldi.  Cokelek, 15000 rpm ve 4°C de 15dk santrifiijlenerek
uzaklastinldi ve baglangig miktarina esit hacimde 50 mM Na-tartarat
tamponu, pH 4,5 ile tekrar siispansiye edildi. Her iki fazda da MnP aktivite

ve protein degerleri saptandi.

0 T L T T T 1

30 40 50 60 70 80 90
Y% (NH4),50,

Sekil 3.23 % (NH,), SO, konsantrasyonuna bagimli MnP aktivite degisimi

Sekil 3.23’den goriildiigii gibi, alt fazda en yiiksek MnP aktivite
degert, %45 (NH,),S0; igin 600,8 U/L olarak elde edildi.

3.6.2 Proteinlerin metanol ve etanol ile ¢oktiiriilmesi

Pek ¢ok protein, aseton ve etanol gibi suda karigan organik
¢ozgenlerin varliginda ¢ktiiriilebilir. Cdzeltiye organik ¢dzgenlerin ilavesi,
¢Ozeltinin dielektrik sabitini ve dolayisiyla ¢ozme yetenegini azaltacaktir.
Dielektrik sabitindeki diigme, zit yiiklii ylizey alanlarinin birbirini daha

gliclii ¢ekmesine neden olur. Boylece proteinin ¢oziiniirligi azalir ve
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elektrostatik etkilesim araciliiyla agregatlasma meydana gelir (Haris and
Angal, 1993).

Immobilize P. chrysosporium ekstraselliiler sivisindaki proteinlerin

¢oktiiriilmesi, 1/1 — 1/3 (v/v) metanol ve etanol oranlarinda gergeklestirildi.

200 T
5 150 - /‘\-
= —&—Met-OH
& ——-Et-OH
= 100 -

50 L} L] 1
1/1 172 173
Oran

Sekil 3.24 Degisen Metanol ve Etanol oranlarina bagimli MnP aktivite degigimi.

Sekilden goriildiigli gibi; en yiiksek MnP aktivitesi, %2 metanol (v/v)
varhiginda 157,3 U/L ‘% etanol (v/v) oraminda ise 182,68 U/L olarak
bulunmustur.

Her iki organik ¢bzgen ile protein ¢Oktiirmesinde, MnP enziminin

organik ¢6zgenlerden etkilendigi gériilmektedir.
3.6.3 Proteinlerin polietilen glikol ile ¢oktiiriilmesi

Organik polimerlerle proteinlerin ¢oktiiriilmesinde iyonik olmayan
hidrofilik polimer polietilen glikol (PEG) yaygin olarak kullanilmaktadir.

PEG’in etanol ve diger organik ¢6zgenlere kiyasla proteini denatiire edici
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egilimi, yliksek sicaklik ve derisimde bile gok azdir (Haris and Angal, 1993).
Protein ¢oktiirtilmesi, ortalama molekiil agirligi 2000 ve 5000 olan degisen
% PEG miktarlarmda 25°C ve 10000 rpm de 15 dk santrifiijlenerek
gerceklestirildi.

600

3 500 - e

2
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S 400 1

300 el y ;
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Sekil 3.25 Degiisen % PEG-2000 (-m-) ve —5000 (- A-) degerlerine bafimh MnP
aktivite degigimi
Kullanilan protein ¢6ktiirme ySntemleri sonuglarina gore; en yiiksek
MnP aktivite verimliligi % 45 (NH4)2SO; ile 600,8 U/L olarak elde edildi.

3.6.4 DEAE- Sefarose anyon degistirici kolon kromatografisi

Elektrostatik ¢ekime dayanan iyon degisim kromatografisinde,
ornekte bulunan bilegikler yiiklii duragan faza olan afinitelerine gore
aynlirlar. [yon degistirici dolgu maddesi eger pozitif gruplarla kimyasal
olarak baglanmigsa, karsi iyonlar negatif olup bu tiir iyon degistiriciler
negatif iyonlar1 degistirdiklerinden anyon degistiriciler adin1 alirlar. Benzer

sekilde eger dolgu maddesi negatif gruplarla kimyasal olarak baglanmigsa,
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kargt iyonlar pozitif olup bu tiir iyon degistiriciler pozitif iyonlari

degistirdiklerinden katyon degistiriciler adin1 alirlar.

Etanol, metanol, PEG, (NH4):SO, gibi kullanilan protein ¢dktiirme
yontemleri sonuglarina gbre; en yiiksek MnP aktivite verimliligi % 45
(NH4)2S0; ile 600,8 U/L olarak elde edildi. Kismi olarak saflastirilan enzim

Ornegi, 50 mM Na-tartarat tamponu pH 4,5 ile +4°Cde dengelenmis anyon

degistirici DEAE-Sepharose (16 x 25 cm) kolonuna uygulandi. Prdteinler,

Na-tartarat tamponu (50-250 mM; pH 4,5) ve ardindan NaCl ¢ozeltisinin
(0,2- 1,0 M) dogrusal gradientleriyle 0,5 ml / dk akig hizinda eliie edildi

(Sekil 3.26)
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Sekil 3.26 DEAE-Sefaroz anyon degistirici kolon kromatografisi. Protein

absorpsiyonu (-0-) ve MnP aktivite (-»-) degisimleri.

(¥n) duw
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3.6.5 Jel Filtrasyon kolon kromatografisi

DEAE-Sepharose anyon degistirici kolonundan elde edilen 14-20.
fraksiyonlar 10 kDa’lik ultrafiltre ile deristirildi ve ardindan 50 mM Na-
tartarat tamponu pH 4,5 ile +4°C de dengelenmis Ultragel AcA 54 (1,6 x 90
cm) jel filtrasyonu kolonuna uygulandi. Proteinler, aym1 tamponda eliie
edildi ve MnP aktivitesini iceren fraksiyonlar saptand1 (Sekil 3.27).

0,06 v ; . - ' ' " . 1 600
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Sekil 3.27 MnP enziminin Ultragel AcA 54 jel filtrasyon kolon kromatografisi.

Protein absorpsiyonu (-0-) ve MnP aktivite (-»-) degisimleri.
Saflastirilan enzimin molekiil agirligi, Ultragel AcA 54 jel filtrasyon
kromatografisine g6re, molekiil agirliklar1 bilinen standart proteinlerle
kargilagtinilarak 45 000 £ 1 000 Da olarak bulundu. Yapilan ¢aligmalarda
P.chrysosporium MnP’iin molekiil agirhg 45 000 - 47 000 Da olarak
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saptanirken yine beyaz ¢iiriikgiil funguslardan Trametes versicolor MnP’1nin
ise 49 OOb .Da olarak belirlenmistir (Schneegal et al., 1997; Tien and Kirk,
1984). P.chrysosporium MnP’inin saflagtirma islemleri asagidaki tabloda
gosterilmektedir (Cizelge 3.6). .

Cizelge 3.6 Immobilize P. chrysosporium’dan MnP’1n Saflagtirma Basamaklar

Saflagtirma Toplam Toplam Spesifik Verim Saflaghrma

Basamaklan Aktivite Protein Aktivite Kat:
) (mg)  (U/mg)

Ham  Ekstraselliler 21 000 0,25 84 100 1,0

Sivi

10 kDa - 16812,5 0,1175 142,8 80,06 1,6

Ultrafiltrasyon

% 45 (NH,),S80, ile 7510 0,036 210 35,76 2,5

¢Oktiirme

DEAE-Sepharose 5053,6 0,0134 376,3 24,06 4.5

Ultragel AcA 54 4847,5 0,010 484,75 23,08 58

Yapilan saflagtirma islemine gére immobilize P.chrysosporium’dan
MnP, 5,8-kat saflastirildi. Yapilan c¢alismalarda; beyaz giiriikgiil
funguslardan ligninolitik enzimlerin saflagtirilmasinda benzer saflagtirma
katina ulagilmigtir (SchneegaB et al., 1997, Heinfling et al., 1998b).
Bjerkandera adusta MnP, yaklasik olarak 4,5; Nematoloma frowardii b19
MnP ise 5,9’luk bir saflagtirma katiyla saflastirilmigtir.

Modifiye daldirmali biyoreaktér kogullarinda 10 g/ glukoz
konsantrasyonunda 7. giin de 770,8 U/L olarak {iiretilen MnP saflasgtirma
islemleri asagidaki tabloda gosterilmektedir (Cizelge 3.7).
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Cizelge 3.7 Modifiye daldirmali biyoreaktérde immobilize P. chrysosporium’dan

MnP’in Saflagtirma Basamaklart

Saflastirma Toplam Toplam Spesifik Verim Saflasgtrma

Basamaklan Aktivite Protein Aktivite Kat1
L)) (mg)  (U/mg)

Ham Ekstraselliiler 385 400 4,85 79,5 100 1

Sivi

10 kDa -Ultrafiltrasyon 189 320 2,98 120,25 92,97 1,5

% 45 (NH,),S0, ile 189528 0,745 254,4 52,89 3,2

¢cOktiirme

DEAE-Sepharose 118 455 0,25 473,82 30,74 5,96

Ultragel AcA 54 93 929 0,15 632,82 24,37 7,96

Tablodan goriildiigii gibi; modifiye daldirmali reaktor kosullarinda

MnP enzimi % 24,37 verimle 7,96-kat saflagtiriimistir.

3.6.6 SDS-PAGE Elektroforezi

Kismi olarak saflagtillan MnP nin Sodyum Dodesil . Siilfat-
Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS- PAGE) sonucuna gbre enzimin
molekiil agirhg 45 000 + 500 Da olarak saptand: (Sekil 3.28).
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MA(Da) I II I IV

66 000 —— A
45 000 — =

34700 —

24 000 —

14300—

Sekil 3.28 P.chrysosporiumdan izole edilen MnP enziminin SDS poliakrilamid jel
elektroforezi. (I). Protein standartlari, (II) Reaktérden alinan ham
ekstraselliiler sivi, (III) Anyon degistirici kolon kromatografisi sonrasi

enzim, (IV) Jel filtrasyon kolon kromatografisi sonrasi enzim
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3.7  MnP’nin Kinetik Karakterizasyonu
3.7.1 Enzimin substrat spesifikligi

2,2 mM substrat (2,6-Dimetoksifenol, Mn*?, Guaykol, Fenol Red, 3-
Metil 2-benzotiazolinon hidrazon, Veratril Alkol) konsantrasyonunda Mn*
varhginda ve yoklugunda MnP aktivitesi 6lgiildii ve 2,6-Dimetoksifenol

substratina kars1 % bagil aktivite degerleri saptand: (Cizelge 3.8).

Cizelge 3.8 2,2 mM konsantrasyonundaki farkli substratiann Mn*? varliginda ve
yoklugundaki % Bagil MnP aktiviteleri

a) tartarat tamponunda, pH 4,5
Substrat %Bagil Aktivite %Bagil Aktivite
(Mn**varhginda) (Mn*’yoklugunda)
2,6-Dimetoksifenol 100,0 1,1
Guaykol 65,6 1,6
3-Metil 2-benzotiazolinon 1,3 0,3
hidrazon
Veratril Alkol 0 0
Mn" 0 0
Fenol Red 0 0
b) asetat tamponunda, pH 4,5
Substrat %Bagl Aktivite %Bagl Aktivite
(Mn**varhginda) (Mn*yoklugunda)
2,6-Dimetoksifenol 100,0 0,8
Mn* 91,5 0
Fenol Red 58.8 7,2

LiP, fenolik ve fenolik olmayan lignin birimlerini yiikseltgenirken

lakkaz ve MnP, sadece ligninin fenolik yapilarini yiikseltgeme
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yetenegindedir. Ancak mediatorler varliginda Lakkaz ve MnP lerin substrat

aralip1 fenolik olmayan yapilara kadar genisletilebilir.

MnP enziminin Mn(II), H,O, ve glutatiyon gibi bir tiyol indirgen
varliginda veratril alkol ve diger fenolik olmayan bilesikleri oksitleyebilir
(Sack et al, 1997). Reaksiyon, Mn(lIl) selat: tarafindan thiyl (tiil)
radikalinin olusumuyla gergeklesmektedir ve thiyl radikali, fenolik olmayan
bilesenler igin bir oksidant olarak etki etmektedir(Sack et al.,, 1997).
Reaksiyon ortamina indirgen tiyol ilave edilmedigi i¢in bu ¢alismada, MnP

tarafindan veratril alkoliin dolayl oksidasyonu gergeklesmemistir.
3.7.2 pH ile aktivite degisimi

pH’a  bagimhi MnP  aktivite  degisimleri, 250 mM
konsantrasyonundaki  Na-tartarat (pH 2,5-5,5) ve fosfat (pH 6,0-8,5)
tamponlari kullanilarak incelendi (Sekil 3.29).

100 1

80

60 -

40 -

% Aktivite

20 |

pH

Sekil 3.29.pH’a bagimhi MnP aktivite degisimleri.
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Sekil 3.29’dan goriildigii gibi; MnP aktivitesi, pH 4,5’a kadar artmakta ve
pH 5,0 den sonra siiratle azalmaktadir. P.chrysosporium gibi bir beyaz
ciirlikgtil olan Pleurotus ostreatus MnP’1inin optimum pH’st da 4,5 olarak
saptanmistir (Sarkar, et al., 1997). Optimum pH’nin 4,5 olarak belirlenmesi,
enzimin aktif merkezinde asidik aminoasitlerin etkili olabildigini de

gostermektedir.
3.7.3 Sicakhga bagimh aktivite degisimi

Sicakliga bagimhi MnP aktivite degisimleri; 250 mM Na-tartarat
tamponunda pH 4,5, 25-45°C sicaklik aralifinda incelendi (Sekil 3.30).

100 -
£ 80-
2
¥ 60 -
40 1 T 13 1 1 L
20 25 30 35 40 45 50
Sicaklik (° C)

Sekil 3.30. Sicakliga bagiml MnP aktivite degisimleri.
Sekil 3.30° dan gorildigi gibi en.yiksek aktiviteye 30°C de
ulagiimaktadir.
3.7.4 Enzimin V.. ve K,’inin bulunmasi

Reaksiyon ortaminda sabit 2,6-dimetoksifenol konsantrasyonu (1
mM) varhfinda degisen H»O, konsantrasyonunda ve ayrica sabit HO,
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konsantrasyonunda (0,4 mM)  degisen 2,6-  dimetoksifenol

konsantrasyonunda MnP enziminin V., ve K, degerleri saptandu.

y = 0,5315x + 0,0068

0,08 - R? = 0,962
0,06 -
0,04

2

0,02
%

" 7 L { 1

-0,02 0,02 9 0,02 0,04 0,06
1/s

Sekil 3.31 Sabit 2,6-dimetoksifenol konsantrasyonunda degigen H;O,

konsantrasyonuna bagimli Lineweaver-Burk Diyagrami

y = 0,279x + 0,009
0.1 4 R? = 0,991

0,075 - .

0,05 4

w

0,025 4

=

r -

-0,1 -0,05

0,05 0,1 0,15 0,2

-0,025 T
1/8

Sekil 3.32 Sabit H,O, konsantrasyonu varlifinda degisen 2,6-DMP
konsantrasyonuna bagimli Lineweaver-Burk diyagram1.
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Sekil 3.31 dan goriildiigii gibi, HO, konsantrasyonuna bagimli MnP
enziminin X, degeri, 71,4 UM ve V4 degeri 134,34 U/mg olarak bulundu:
Sekil 3.32’e gore ise, 2,6-DMP konsantrasyonuna bagimli enzimin X, degeri
28,57 pM ve Vg, degeri 111,1 U/mg olarak saptandi. Ayrica H,0,, 0,4 mM
konsantrasyonun iizerinde enzim {izerine inhibitSr etkisi gosterirken 2,6-

DMP’de bu etki ImM konsantrasyonunun {izerindeki degerlerde gbzlendi.
3.7.5 Termal stabilite degisimi

Saflagtirilan P.chrysosporium MnP, 30, 35, 45, 50, 60, 65, 75°C
stcakliklarda 50 mM Na-tartarat tamponunda pH 4,5, 1 saat inkiibe edildi.
Korudugu aktivite degerleri, standart aktivite Slgiim kosullarinda saptandi
(Sekil 3.33).
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Sekil 3.33 pH 4,5’da | saatlik inkiibasyon swakh@ﬁa bagl olarak enzimin
korudugu aktivite degerleri.
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Sekilden goriildiigti gibi; 65°C ve daha yiiksek sicakliklarda enzim
inaktif olmaktadir. 50°C de ancak yaklagik % 37,4 liilk aktiviteyi korudugu
goriilmektedir. Sutherland and Aust (1996); MnP’in 45°C ve iizerindeki
sicakliklarda enzimin daha ¢ok etkilendigini gosterdiler. Ayrica ligninolitik
enzimlerden LiP’e gére MnP’in termal denatiirasyona daha hassas oldugu da
belirlenmigtir. Yiiksek sicakliklarda, enzimin konformasyonal yapisi
degismekte, boylece enzim aktif merkezinin substrat ile tepkimeye girme

olasihig1 azalmakta ve korunan enzim aktivite degerleri de diismektedir.
3.7.6 pH- stabilite de@isimi

MnP enzimi, 50 mM Na-tartarat (pH 2,5-5,5) ve fosfat (pH 6,0-7,0)
tamponlarinda 25°C de 1 saat inkiibe edildi. Enzim stabilitesinin pH’a
bagimliligy, standart 6l¢iim kogullarinda aktivite olgiilerek saptandi (Sekil 3.34).
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$ekil 3.34 25 °C de 1 saatlik inkiibasyon pH’sina bagimli korudugu MnP aktivite

degerleri.
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Gergeklestirilen ¢aligmalarda MnP’in, pH 6,5 ve {izerindeki pH
ortamina maruz birakildifinda inaktive oldugu belirlenmistir (Sutherland
and Aust, 1996). Zayif asidik pH bélgesinin digina gikildiginda enzimin aktif
merkezinde aktivitesi i¢in zorunlu aminoasitler etkilenmekte ve korunan

aktivite degerleri diismektedir.
3.7.7 Karboksilik asitlerin etkisi

Dikarboksilik asitler, selatlayici olarak etki ederek MnP aktivitesinin
artmasina neden olurlar. MnP aktivitesi; standart enzim aktivitesi Slgim
kosullarinda 1 mM konsantrasyonundaki Okzalat, Maleat, Sitrat ve Asetét
varliginda &lgiildii ve sonuglar tartarat ile elde edilen degerle kiyaslandi
(Cizelge 3.9).

Cizelge 3.9 1 mM konsantrasyonundaki karboksilik asitlerin P.chrysosporium
MnP aktivitesi lizerine etkisi

Karboksilik asitler % Bagil Aktivite
Tartarat 100 ‘
Okzalat 108,8
Maleat 102,5

Sitrat 71,75
Asetat 42,5

Cizelge den goriildiigii gibi; en yiiksek % bagil aktiviteye okzalat varliinda
ulagiimaktadir.

0, 1 ve 2 mM okzalat ve maleat varlifinda % bagil aktivite sirastyla
100; 108,8; 111,6 ve 100; 102,5; 105,2 olarak saptandi. Buna gére; okzalat
ve maleat konsantrasyonu arttik¢a % bagil MnP aktivite de artmakta ve en
yitksek artig, okzalat ile elde edilmektedir. Okzalat ve Maleat gibi
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dikarboksilli asitler, selatlayici olarak etki ederek MnP aktivitesinin
artmasina neden olmaktadirlar. Dichumitus squalens MnP 1 igin en yiiksek
artig 1 mM okzalat varliinda saptanmigtir (Perie et al., 1996). Tek
karboksilli asit iceren asetat varliginda diigiik MnP aktivitesi saptanmigtir.
Genellikle bir karboksil grubuna ve karbonil, aldehid veya hidroksil grubuna
sahip bilesikler MnP aktivitesini inhibe etmektedir. Karboksilat gibi Mn* —
selatlayic1 ajanlar, genelde MnP aktivitesinde artisa neden olmaktadirlar
(Kuan and Tien, 1993).

Fungus tarafindan milimolar konsantrasyonlarda iiretilen okzalatin
fungal mikro ¢evrede Mn(Il) nin fizyolojik selatlayicisi oldugu ileri
stiriilmektedir (Timofeevski and Aust, 1997). MnP mekanizmasinda Mn(II)-
selatlayicilarin rolleri, MnP tarafindan Mn(II) oksidasyonunu kolaylastirmak
ve enzimden Mn(Ill) iin saliverilmesini saglamaktir. Okzalat gibi enzim
selatlayicilar, dogrudan Hem grubundaki demire baglanmazlar ancak Hem
grubuna yakin bir baglanma merkezi vardir. Bununla birlikte; okzalat,
Mn(Il) baglama merkezinin yakininda bulunan iki su molekiiliiyle yer
degistirerek enzim ile etkilesime girebilir. Selatlayici bilegikler, ¢ozelti
icinde Mn(lll)’i stabilize edebilirler ve H,O» in oksidatif olarak

dekompozisyonunu azaltabilirler (Timofeevski and Aust, 1997).
3.7.8 Bazi fenolik bilesiklerin etkisi

1 mM konsantrasyonundaki veratril alkol, fenol ve guaykol
varliginda % bagil MnP aktivitesi, sirasiyla %100; 85,88; 61,5 olarak
bulundu. Buna gére; veratril alkol varlifinda % bagl aktivite degismez iken

fenol ve guaykol tarafindan farkh diizeylerde inhibe edilmistir .
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3.7.9 Bazi metal iyonlarinin etkisi

Standart enzim aktivitesi 6lgiim kogullarinda 1 mM Mg*, Ca*?, Cu™,
Fe'? ve Ni*? varliginda MnP aktivitesi 6lgiildii ve sonuglar Mn*? ile elde

edilen deger ile karsilastirild: (Cizelge 3.10).

Cizelge 3.10 1 mM konsantrasyonundaki metallerin P.chrysosporium MnP

aktivitesi lizerine etkisi
Metaller % Bagl Aktivite
Mn*? 100
Mg* 98,2
Ca™ 94,2
Cu® 91,8
Fe* 90,1
Ni*? 83,8

1 mM Mg+2, MnP aktivitesi Snemli bir etki gostermezken % en diisiik
aktivite Ni*? ile elde edildi.

Yapilan denemelerden bazisi, ticari MnP enzim (N. frowardii)
kullanilarak gergeklestirildi. Substrat olarak 1 mM 2,6-DMP kullanildiginda,
Mn(II) yoklugunda %1,73 bagil aktivite degeri saptandi. Bununla birlikte; 1
mM konsantrasyonundaki okzalat ve sitrat varlifinda elde edilen sonuglar,
tartarat ile bulunan deger ile kiyaslandi (Cizelge 3.11). Benzer sekilde; 1
mM Cu™?, Pb*? metalleri varliginda saptanan sonuglar Mn(Il) deki degerle
kargilagtirildi (Cizelge 3.12).
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Cizelge 3.11 Ticari MnP iizerine bazi karboksilik asitlerin etkisi

1mM % Bagil Aktivite
Tartarat 100,0
Okzalat 102,3
Sitrat 72,4

Cizelge 3.12 Ticari MnP iizerine bazi metallerin etkisi

1 mM % Bagil Aktivite
Mn™ 100,0
Cu® 88,3
Pb” 77,8

Ticari MnP enzimiyle elde edilen sonuglar, P.chrysosporium MnP enziminin
karakterizasyonuna ydnelik elde edilen degerlerle karsilagtirildiginda 6nemli

bir farklanma olmadigi goriilmektedir.

3.7.10 iyon siddetin etkisi

¢

20-250 mM konsantrasyon aralifinda tartarat, kloriir (pH 4,5) ve
fosfatin (pH 6,0) iyon giddetine bagimli MnP aktivite degisimleri, standart
aktivite Ol¢lim kosullani kullanilarak incelendi. Tartarat ve 50 mM Na-
tartarat tamponuna konan kloriiriin 20-250 mM iyon siddetlerinde enzim
aktivitesinde herhangi bir etki gozlenmedi. Ancak fosfat varliinda 100 mM
iyon siddetine kadar artan degerlerde enzim inhibisyonu goézlendi (Sekil
3.35). Bu degerlerden sonra, korudugu aktivite degerinde % 20 lik g6zlenen
artis, bu bélgede tepkimenin elektrostatik olarak kolaylastirnildiginin

gostergesi olabilir.
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Sekil 3.35. MnP enzim aktivitesi lizerine iyon siddetin etkisi: tartarat, pH 4,5 (-»-);
fosfat, pH 6,0 (-A-) ve Klorilr, pH 4,5 (-H.).

3.7.11 Bazi kimyasal maddelerin etkisi

Saflagtirilan MnP; NaN3, Nitrilotriasetat, Askorbik asit, B-merkapto-
etanol, KCN, PMSF ve DTT (2'mM) ve Iyodoasetamid (0,5 mM) igeren 50
mM Na-tartarat tamponunda pH 4,5 inkiibe edildi. Aktivite degerleri,
zamana bagimli olarak standart 6l¢tim kosullarinda Slgiildii (Sekil 3.36).
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Sekil 3.36 25 °C ve pH 4,5’da inkiibasyon siiresine bagimli olarak MnP
aktivitesine bazi maddelerin etkisi.(-0-), 2 mM nitrilotriasetat; (-0-),
0,5 mM iyodoasetamid; (-A-), 2 mM PMSF; (-m-), 2 mM KCN

2 mM NaNj;, Askorbik asit, B-merkaptoetanol ve ditiothreitol
varliginda, MnP aktivitesi tamamen inhibe edildi. Yapilan ¢alismalarda
MnP’in, Askorbik asit ve NaN; varliginda tamamen inaktive oldugu
gosterilmektedir (Paszczynski, et al.,, 1986; Harris et al., 1991). Askorbik
asit, Ozellikle peroksil radikallerinin soniimleyicisidir. Bu nedenle
hidroperoksitlerin olusumunu dolayisiyla MnP aktivitesini inhibe etmektedir
(Popp et al., 1990).

Iyodoasetamid (0,5 mM) and PMSF (2 mM) nin, enzim stabilitesi
iizerine herhangi bir etki gostermemesi, Serin aminoasidinin  MnP
aktivitesinde Onemli rolii olmadiginin gostergesidir. Ancak, pB-
merkaptoetanol ve DTT, MnP aktivitesini inhibe etmesi Sistein’in enzim

aktivitesi ve yapisinda 6nemli etkisi olduguna bir igarettir.

Enzim ayrica 5 mM N-Bromosiiksinimide (NBS; 0,1 M fosfat
tamponu, pH 6.0) ve N-etil-5-fenilisoksazolin-3’-siillfonat (Woodward’s
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reagent K, WRK; 0,1 mM HCI de) 37°C de 30 dk inkiibe edildi (Roig and
Kennedy, 1992). Protein-oksitleyici bir ajan olan NBS, pH 6,0 da enzimi
tamamen inhibe etti. Bu oksitleyici tepkime genellikle SH gruplan igin
spesifiktir. Bundan dolayi; Sistein (Cys), enzim aktif merkezi icin
zorunludur. Enzimin WRK ile modifikasyonuyla, tamamiyle aktivite kaybi
gozlendi. Boylece, karboksil gruplarinin MnP katalitik aktivitesinde Snemli

bir rolii oldugu stylenebilir.
3.7.12 Depolama Kararhhg

Saflagtirilan MnP, 50 mM Na-tartarat tamponu pH 4,5 iginde +4°C
de bekletildi. 1 haftalik depolama periyodu sonunda yaklagik % 30 aktivite
kayb1 saptandi. Ancak, enzim 3 ay -20°C de depolandifinda sadece %10 luk

bir aktivite kaybinin meydana geldigi gozlendi.
3.7.13 Enzimatik Dekolorizasyon

Beyaz clirlikclil funguslar ve ligninolitik enzimleri, birgok
ksenobiyotik maddenin yikiminda ve atik sularda bulunan boyar maddelerin
dekolorizasyonunda yaygin olarak denenmekte ve olumlu sonuglara da
ulagilmaktadir. Izole MnP nin ligninolitik enzimlerin gbsterdiZi tipik
tepkime olan azo boyalarin dekolorizasyonu test edildi. Bu amaca yonelik
haznrlandn tepkime karigimi; toplam 1 ml lik hacimde enzim ve boya (50 ve
100 mg/L) dan meydana gelmektedir. Dekolorizasyon, her bir boyanin
maksimum absorbans verdigi dalga boyunda, 30°C ve pH 4,5 da izlendi.
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Sekil 3.37 MnP ile bazi azo boyalarin enzimatik dekolorizasyon

Direct Blue 15 (A=610 nm), Direct Green (A= 620 nm) ve Congo
Red (A= 497 nm) gibi sentetik boyalar, iiretilen MnP ile muamele edildi
(Sekil 3. 37). En yiiksek dekolorizasyon, Congo Red (100 mg/L) ile 15 dk
ik muamele sonrast %15 olarak belirlendi. Izole enzimin; denenen azo
boyalar iizerinde farkh miktarlarda dekolorizasyonu gergeklestirme

kapasitesinde oldugu belirlendi.
3.8  MnP nin Yapisal Karakterizasyonu

MnP nin yapisal karakterizasyonu amaciyla Bélim 3.7.11 de enzim
aktif merkezine yonelik elde edilen sonuglara ilaveten karbohidrat tayini de

gergeklestirildi.
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3.8.1 Aktif merkez tayini

Béliim 3.7.11 de saptandig1 gibi; enzimin aktif merkezi ve yapisi i¢in
Cys amino asidi ve —SH gruplarinin Snemli rol oynadig: goriiliirken Ser

aminoasidinin herhangi bir etkisinin olmadig1 saptandi.

3.8.2 Karbohidrat tayini

Fenol-siilfiirik asit yOntemine gre immobilize P.chrysosporium
MnP enzimi 65,78 pg/ml toplam karbohidrat igeren bir glikoprotein oldugu
saptandi (Tien and Kirk, 1983).
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4. SONUCLAR ve ONERILER

1980 li yillarin baslarinda, beyaz ¢iiriikgiil funguslardan P.
chrysosporium’un lignin yikim tepkimelerini gerceklestiren iki hiicre digt
enzim LiP ve MnP iirettii kegfedildi. Bu kesiften kisa bir siire sonra
organizmanmn biyolojik ytkima direngli aromatik kirliliklerin pek ¢ogunu
(6rnegin, DDT, poliklorobifeniller, pentaklorafenol ve 2,3,7,8-TCDD)
yikima ugratabildigi saptandi. Bu enzimlerden MnP, temel substrat olarak
Mn*? yi kullanan bir Hem-peroksidazdir. H,O, ve bir karboksilik asit
selatdrii varhgmda Mn*2 yi Mn® e oksitleme kapasitesindeki enzim, fenolik
lignin model bilegiklerini ve GSH gibi tiyol bilesikleriyle fenolik olmayan
bilesikleri de ytkima ugratmaktadir. Bu yikim mekanizmasi, gesitli radikal

ara {iriinler tizerinden gergeklesmektedir.

P. chrysosporium spor ve miselleri, Amberlit IR 45, Eupergite C,
Eupergite C 250L, Perlit (70 mesh altt), Purolit CT 275, Purolit MN 500,
Polipropilen, polistiren kopiik, coco-peat, kaba kepek gibi farkl: tagtyicilarda
immobilize edildi ve polistiren k&piik yeni bir tasiyici olarak saptandi.
Béylece bu tasiyicinin kullanimi; iiretim maliyetini diistirerek izolasyon ve

paketleme atik materyalinin tekrar kullanim olasiliini saglamaktadir.

Beyaz ¢liriik¢iil fungus P.chrysosporium un serbest, immobilize
duragan kiiltiirleri ve modifiye daldirmali reaktor kogullarinda MnP iiretimi

incelendi ve enzim iiretiminin Mn”, Tween 80, varliginda artti1 belirlendi.

Enzim, immobilize P. chrysosporium dan izole edilerek saflagtiriid:
ve kismi olarak karakterize edildi. Ham enzimde (NH4)2SOs, ile kismi
protein ¢oktiirmesine takiben DEAE-Sefaroz iyon degisim ve Ultragel AcA
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54 jel filtrasyon kromatografisiyle saflastirildi. Bu klasik saflagtirma
prosesiyle yiiksek verimlilikte nispeten saf bir enzim elde edildi.
Saflagtirilan MnP nin bazi enzimatik, kinetik ve yapisal tayini
gerceklestirildi. Enzim  aktivitesine, karboksilik  asitlerin  etkisi
incelendiginde 6zellikle; okzalat, maleat gibi dikarboksilli asitlerin olumlu
etkisi g6zlendi. Bu durum, dikarboksilli asitlerin enzim mekanizmasinda

selatlayici ajanlar olarak etki etmelerinden kaynaklanmaktadir.

Enzimin 65,78 pg/ml karbohidrat igeren bir glikoprotein oldugu,
aktif merkezi ve yapisinda Sistein amino asidinin ve ~SH gruplarmin

6nemli, Serin aminoasidinin etkili olmadig goriildii.

Uretilen MnPnin bazi sentetik azo boyalarn ﬁ dekolorizasyonunda
etkili oldugu saptandi. En yiiksek dekolarizasyon, enzimin 100 mg/L Congo
Red ile [5dk’Iik muamelesi sonrasi %15 olarak belirlendi. Bu durum;
tiretilen MnPnin endiistriyel agidan da etkin kullanilabileceginin gdstergesi

olabilir.

Her fermentasyon prosesi igin ideal bir' biyoreaktor yoktur. Bundan
dolay1; organizmanin niteligi, ortam kosullari, iiretilen metabolitin &zelligi
ve teknolojik agidan biyoreaktdr tasarim: zorunlu goriilmektedir. Bu amagla;
kati-hal daldirmali biyoreaktdr modifiye edildi. P. chrysosporium tarafindan
MnP iiretimi incelendi. Inert tasiyic1 polistiren kopitkte sporlarin
immobilizasyonuyla olusan hiicre kiiltiirii, kesikli tip kiiltivasyonda
geleneksel stasyoner sivi kiiltiirlere gore daha yitksek MnP iiretti. Bu
calismada iiretilen, izole edilip saflagtirilarak kismi olarak karakterize edilen
MnP endiistriyel ve ticari bir ¢ok biyoteknolojik ¢alismalarda kullanilabilme

kapasitesinde oldugu gosterildi.
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miihendislik B&l.-izmir),

19. 02-04.04.2003 “International Workshop and Training Course on
Photobioreactors” katilim (TUBITAK, EBILTEM-Algal Teknoloji R&D
Unitesi, EU Biyomiihendislik B6l.-Izmir),

20.25-29.08.2003 “13. Ulusal Biyoteknoloji Kongresi” katilim

(Biyoteknoloji ~ Dernegi-Canakkale  Onsekiz ~ Mart Universitesi-
Canakkale).

d) Proje Calismalar

1. Tarhan L. “Kimya Egitiminde Avagodro Sabiti, Molar Kiitle ve Hacim
Kavramlarina Yonelik Deneysel Uygulamalar” D.E.U. Rektorliigi
0926.97.01.02. .

2. Tarhan L. “Koyun Kam Eritrositlerinde Stiperoksit Dismutazin Izolasyonu ve
Karakterizasyonu” D.E.U. Rektorliigt, 0922.97.01.34.

3. Tarhan L. “Tavuk Kani Eritrositlerinden Siiperoksit Dismutazin Saflastiriimast,
Immobilizasyonu ve Immunolojik Etkisinin Incelenmesi” DPT projesi,
901.98.00.01.

4. Tarhan L. “Antioksidan Vitamin ve Eser Elemen@_lerin Tavuk Eritrositlerindeki
SOD,CAT, GPx ve Lipid Perokside Etkileri” D.E.U. Rekt6rltigi, 0901.99.01.03.

5. Tarhan L. "il_!(ﬁgretim Fen Bilgisi Enetji Konusunun Opretiminde Teknoloji
Kullanimimin Ogrenci Bagarilarina Etkileri” D.E.U. Rektorliigt, 0901.20.01.02.

6. Pazarhoglu, N. "Tekstil Sanayi Atik Sularindaki Azo Boyar Maddelerin
Biyokimyasal Giderimi" TUBITAK Projesi (TBAG-1884), 2000.

7. Tarhan L., "Fenilalanin Dehidrogenazin immobilizasyonu ve Fenilketoniiri
Teshisinde ~Klinik Uygulanabilirliginin ~ Aragtinimasi" DPT  Projesi,
2001K120420.

8. Tarhan L. “Tavuk Karacigerinden Katalaz Enziminin Saflagtiriimas: ve Kismi
Karakterizasyonu” D.E.U. Rekt&rliigii 0903.01.01.04

9. Pazarhoglu, N., “immgbilize Phanerochaeta chrysosporium’dan Mangan
Peroksidaz Enziminin Uretimi, Izolasyonu ve Kismi Saflagtirlmas” E.U.
Rektorligti, FEN 068-2001.



