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OZET

Bu calismanin amaci, yeni ve yerel ligninolitik enzim kaynagi makrofungus
izolatlarinin bulunmasi ve g¢evresel bir kirlilik etmeni olan tekstil endiistrisi atik
sularinin gideriminde kullanim potansiyellerinin belirlenmesidir.

Bu amacla iilkemizden izole edilen 40 adet Basidiomyecetes izolati, ligninolitik
enzim Uretimi ve boyar madde giderim kapasiteleri agisindan taranmis, basarili bulunan
OBCC 1047 ve OBCC 3501 kodlu izolatlar bir sonraki agamalarda kullanilmak {izere
secilmistir. Secilen izolatlarin, 3 farkl kiiltiir (statik, derin ve kat1 faz) sisteminde, farkli
lignoseliilozik atiklar (portakal kabugu atigi, ¢ay atigi, bugday kepegi) varliginda
biiyiimeleri sirasinda lakkaz, MnP ve LiP enzimlerinin varligi incelenmistir. OBCC
1047 izolatinda Ol¢iimii yapilan enzimlerin varligina rastlanamazken, OBCC 3501
kodlu makrofungusun her iic enzimi degisik oranlarda drettigi ve en iyi enzim
tiretiminin inkiibasyonun 11. giiniinde kati faz kiiltiir yontemiyle ¢ay atiginda 114.5 U/L
lakkaz, 438.1 U/L MnP, 15.9 U/L LiP oldugu belirlenmistir. Molekiiler bazl tekniklere
dayanilarak OBCC 3501 izolatt NCBI veritabanindan % 98 benzerlik orani ile
Polyporus arcularius olarak tanilanmuistir.

Polyporus arcularius ham kiiltiir filtratiyla, RBBR, remazol black, cibacron blue
3R, amaranth, kristal viyole, malasit yesili boyar maddelerinde in vitro giderim
calismas1 gergeklestirilmis, renk giderimi sirastyla % 62, 8, 80, 20, 57, 37 olarak
Olctiliirken, ortama HBT mediatoriiniin ilavesiyle bu oranlar % 92, 82, 100, 100, 87,
100’e ytikseltilmistir. Boyar madde gideriminde sorumlu oldugu belirlenen MnP
enziminin, DMP oksidasyonu sirasinda optimum pH ve sicaklik degerleri 4.8 ve 40 °C
olarak belirlenirken, bu kosullarda enzimin Kp, ve Vmax degerleri sirasiyla 1.37 mM ve
0.135 mM/sn olarak belirlenmistir.

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile konsantre edilen ham enzim ¢ozeltisi sodyum
alginat boncuklarina immobilize edilmistir. Immobilize enzim boncuklarinin
immersiyon tip reaktérde (3.5 L hacim) yapay atik boyar madde giderim kapasitesi
arastirtlmis ve 24 saat sonunda % 88 renk giderimi olgiiliirken, yapay boyar madde
karigiminin toksisitesinde % 80 azalma meydana gelmistir.

Anahtar Kelimeler: Polyporus arcularius, ligninolitik enzimler, boyar madde renk

giderimi, immersiyon reaktor
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SUMMARY

The aim of the present study was to discover new and local macrofungi
producing ligninolytic enzymes and to determine decolorization capacity of crude
culture filtrates of these isolates.

Ligninolytic enzyme producing ability of fourty Basidiomycetes isolates was
investigated. Isolates OBCC 1047 and OBCC 3501 were selected further studies.
Laccase, manganase peroxidase (MnP) and lignin peroxidase (LiP) production capacity
of these isolates were investigated under different culture conditions such as static,
submerged and solid state and lignocellulosic agro-wastes (orange peel, tea waste,
wheat bran). While OBCC 3501 produced all the enzymes, no enzyme activity was
detected for OBCC 1047. Maximum enzyme activities were obtained on tea wastes as
114 U/L laccase, 438.1 U/L MnP, 15.9 U/L LiP under solid state fermentation on the
day 11th. The isolate OBCC 3501 was identified Polyporus arcularius with 98 %
similarity ratio.

In vitro Remazol Brilliant Blue R (RBBR), remazol black, cibacron blue 3R,
amaranth, crystal violet, malachite gren dyes decolorization capacity of crude enzymes
from Polyporus arcularius was determined as 62, 8, 80, 20, 57 and 37 % respectively.
The decolorization values were 92, 82, 100, 100, 87 and 100 % in HBT containing
reaction media, respectively. Mnp was the ezyme responsible for dye decolorization.
Kinetic properties of MnP against DMP (Dimethoxy phenol) were found optimum pH
4.8, optimum temperature 40 °C, 1.37 mM K, and 0.135 mM/sn Vax.

The concantrated crude enzyme extract was immobilised into Ca-alginat beads
and dye decolorization capacity of these beads invastigated in the immersion reactor
(3.5 L). The decolorization ratio obtained after 24 h was 88 %. Also, the toxicity of the

dye mixture decrease at the rate of 80 %.

Keywords: Polyporus arcularius, ligninolytic enzymes, dye degradation, immersion
reactor



Vii

TESEKKUR

Tez konumun segiliminden baslayarak tiim ¢alisma boyunca bilgisini, sabrini ve
tecriibesini hi¢cbir zaman esirgemeyen ¢ok degerli danigman hocam saymn Dog. Dr.

Mustafa YAMAC’ a;

Calismalarin  ¢esitli asamalarinda zamanlarim1 ayirarak degerli bilgi ve
tecriibeleriyle ¢calismay1 boyutlandiran degerli hocalarim Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL,
Prof. Dr. Hiilya SIVASLI ve Ars. Gér. Dr. Emre CEYHAN” a;

Tez siiresince yaptigim calismalarda yardimlarin1 esirgemeyen ve laboratuvarda
gecen genis zamanlari eglenceli kilan Cem OZKAN’a, Aysenur BAHADIR a, ayni
zamanda izolatin molekiiler tanimlamasi asamasimi da gergeklestirilen Ayse Betiil
KARADUMAN’ a, Bilal DOGAN’ a ve tiim Fungikiiltiir Laboratuvar’ 1 ¢alisanlarima;

Sevgi ve destegiyle her zaman yanimda olan, bana olan inancini asla yitirmeyen

Ozay CANDARLTI’ ya;

Akademik hayatim ve bundan sonraki hayatim boyunca ilham aldigim ve

alacagim, kalbimde sevgisi hi¢cbir zaman kaybolmayacak olan Efnan SAKARYA’ ya;

Tiim hayatim boyunca oldugu gibi yiiksek lisans egitimim sirasinda da beni
destekleyen, hayatta kazandigim ve kazanacagim tiim basarilarin mimari olan annem
Sevgi BAYBURT, babam Veysel BAYBURT ve ablam Duygu BAYBURT’ a sonsuz

tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tez ¢aligmasi Eskisehir Osmangazi Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Komisyonu tarafindan desteklenen 201019039 no’ 1lu proje kapsaminda

gergeklestirilmistir.

Cansu BAYBURT



ICINDEKILER
Sayfa No
OZET . ..cciiiittitecceeee et eeeeeetttt e e e e s s e s e e eeeee et eeae s e e s e s eune \%
SUMMARY «atiiiiitiiiiiieieieiititetesasasasasassssstessssssssssssssssssssssssssssnsasases VI
TESEKKUR....ccuiiuitiiiiititetienteniertereeseeseesteseessessessessessessessessessesnsns VIl
3 01 5€ 0 B 90 00 28 0] /72 111 S X1V
CIZELGELER DIZINI.....cuuiiiiiiiiiiiiieicie et creeeeetereenesnennens XV
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI.....ceceviiiiiiieinniiiiiiieeeeeenennn, XXI
I € 1 21 (TR 1
1.1. Boyar Maddeler........oouiniiie e 3
1.1.1. Boyar Maddelerin Yapisal Ozellikleri...................cocoeeiiieiieainnnn, 3
1.1.2.Boyar Maddelerin Siniflandirilmast..............ooooiii 4
1.1.2.1. Asidik Boyar Maddeler.............cooviiiiiiiiiiiiieeeeenn. 6
1.1.2.2. Reaktif Boyar Maddeler..............oooiiiiiiiiiiiiieen 6
1.1.2.3. Metal Kompleks Boyar Maddeler...................ccovinennnn.. 7
1.1.2.4. Direkt Boyar Maddeler...............coooviiiiiiiiiiiiiee, 7
1.1.2.5. Bazik Boyar Maddeler..............ccooviiiiiiiiiiiien 7
1.1.2.6. Mordant Boyar Maddeler................ccooviiiiiiiiiiiien 8
1.1.2.7. Dispers Boyar Maddeler.............cooviiiiiiiiiiiiieee, 8
1.1.2.8. Pigmentler...... ..o 8
1.1.2.9. VatBoyar Maddeler............ccooviiiiiiiiiii i 9
1.1.2.10. Ingrain Boyar Maddeler...................ccoouviiiiiaieiein. 9
1.1.2.11. Siilfiir Boyar Maddeler..............cooiiiiiiiiiiiiiiie 9
1.1.3. Boyar Maddelerin Kullanim Alanlart..................coooon. 10
1.1.4.Boyar Madde GIderimi..........ooiuiiiiiiiiii i 11
1.1.4.1. Fiziksel Yontemlerle Boyar Madde Giderimi...................... 12

viii



ICINDEKILER (Devam)
Sayfa No
1.1.4.2. Kimyasal Yontemlerle Boyar Madde Giderimi.................... 13
1.1.4.3. Biyolojik Yontemlerle Boyar Madde Giderimi.................... 14
1.2. Ligninolitik Enzimler....... ... 15
1.2.1. Ligninolitik Enzim Kaynaklari.................c.ooo 17
1.2.2. Ligninolitik Enzimlerin Kullanim Alanlar1.....................c.l. 18
1.3. Literatlir Arastirmalart.............ooiiiiiiiit i e 20
2. MATERYAL Ve METODLAR....ciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinesnecennniens 26
2.1 MAteryal. ... ..o 26
2.1.1. Makrofungus Izolatlari.................ccooviiiiiiiiiiii e, 26
2.1.2. BeSIYEIIOI. .o 27
2.1.3. Cozeltiler ve Diger Kimyasal Maddeler.....................coooiiiiiin., 31
2.2 MELOGIAN . ...t 33
2.2.1. Makrofungus Izolatlarinmn Ligninolitik Enzim Uretim ve
Boyar Madde Renk Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi.......................... 33
2.2.2. Farkli Kiiltiir Teknikleri ve Substratlarin Ligninolitik Enzim
Uretiming BKiST. .....ovvveiieiiiesie et 36
2.2.2.1. Atiklar ve Indiikleyicinin Hazirlanmast.............................. 36
2.2.2.2. Makrofungus izolatlarinin Kiiltiir Ortamlarina
INOKTLASYONU. ... ...t 37
2.2.2.3. Farkli Kiiltiir Tiplerinde Biiyiime Sirasinda Ligninolitik
Enzim Uretimi............ooiuuiiiieie e 37
2.2.2.3.1. Derin Kiiltlir Yontemi...........cooveiiiiiiiinininn... 37
2.2.2.3.2. Statik Kiiltiir Yontemi............cooviiiiiiiieiie.n.. 37
2.2.2.3.3. Kat1 Faz Kiiltiir Yontemi............coooevviiiinnnnn... 38
2.2.2.4. Analitik Yontemler..........ooooiiiiiiiiiiiiiii e 38
2.2.2.4.1. Ligninolitik Enzim Olglimii............................... 38

2.2.2.4.2. Protein Miktar Tayini............cooooeiiiiiiiiiiinn, 39



ICINDEKILER (Devam)
Sayfa No
2.2.2.4.3. Toplam Karbonhidrat Tayini.............................. 40
22244, PHTAYINI. ..o 40
2.2.3. Makrofungus Izolatlarmin Molekiiler Yéntemlerle
TanIMIANMAST. . ...t 40
2.2.4. Enzimlerin Girisim / Maskeleme Oranlarinin Belirlenmesi............... 41
2.2.4.1. Mangan Peroksidaz — ABTS Girigim Testi......................... 41
2.2.4.2. Lakkaz — DMP Girisim TeSti........ccoevriiriiniiirianiiiiiieeannnnn, 42
2.2.5. Polyporus arcularius izolatinin Boyar Madde Renk Giderim
Kapasitesini Belirlenmesi..........c.ooviiiii e 42
2.2.5.1. Boyar Maddelerin Dalga Boylarinin Belirlenmesi.................. 42
2.2.5.2. Enzimin Boyar Madde Renk Giderim
Kapasitesinin Belirlenmesi..............ooooiiii i 44
2.2.5.3. Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesinin Mediator
Araciligiyla Arrttirilmast.......ooeeiin i 45
2.2.5.4. Boyar Madde Renk Gideriminden Sorumlu Enzimlerin
Belirlenmesi.......ooueineiii 45
2.2.6. Mangan Peroksidaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Kinetik
Calismalar. ... .o 47
2.2.6.1. Enzimin Optimum pH’ siin Belirlenmesi......................... 47
2.2.6.2. Enzimin pH Stabilitesinin Belirlenmesi............................. 47
2.2.6.3. Enzimin Optimum Sicakliginin Belirlenmesi...................... 48
2.2.6.4. Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi....................... 48
2.2.6.5. Enzimin Ky, ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi................... 48
2.2.7.Ham Enzimin Amonyum Siilfat Coktiirmesi ile
Konsantre EAIMESi.........oooviiiiii e 49
2.2.7.1. Amonyum Siilfat COKtUrmesi............cooeveviiiiiiiiiiiniinnn. 49

2.2.7.2. DIYalZ. ... oo 49



Xi

ICINDEKILER (Devam)
Sayfa No
2.2.8.Sodyum Alginat ile Immobilize Edilen Konsantre Enzimin
Konsantre Enzimin Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesinin
Belirlenmesi. .. ....onee e 50
2.2.8.1. Yapay Atik Boyar Madde Cozeltisinin Hazirlanmast............. 50
2.2.8.2. Konsantre Enzimin Sodyum Alginata
IMMObIHZASYONU. ... 51
2.2.8.3. Immobilize Edilen Enzimlerin Boyar Madde Renk
Giderim Kapasitesinin Belirlenmesi...............cooooiiiiiiiiii i 52
2.2.9. immersiyon Tip Reaktdrde Boyar Madde Renk Giderimi.................. 52
2.2.10. Renk Gideriminin Toksisite Uzerine Btkisi................coeevuveeiinn.... 53
BT = 10 1 1 P 55

3.1. Makrofungus izolatlarinin Ligninolitik Enzim Uretim ve Boyar Madde
Renk Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi................ooooiiiiiiiiin 55
3.2. Farkl Kiiltiir Teknikleri ve Substratlarmn Ligninolitik Enzim Uretimine
KIS e 67
3.2.1. OBCC 1047 Kodlu Makrofungus Izolatmin Ligninolitik
ENzZim UTetimi. ... ...ivuniieiii et 67

3.2.2. OBCC 3501 Kodlu Makrofungus Izolatinin Ligninolitik

Enzim Uretimi..........oouniieiie e 68
3.3. Makrofungus izolatlarinin Molekiiler Yéntemlerle Tanilanmasi.................. 77

3.3.1. OBCC 1047 Kodlu Makrofungus Izolatinin Molekiiler
Yontemlerle Tanilanmast..........cooooiiiiiiiiiii 77

3.3.2. OBCC 3501 Kodlu Makrofungus izolatiin Molekiiler

Yontemlerle Tantlanmasi..........cocooiiiiiiiiiii e 78
3.4. Enzimlerin Girisim / Maskeleme Oranlarinin Belirlenmesi........................ 80

3.4.1. Mangan Peroksidaz — ABTS Girigim Testi........c.ccovviiiiininennn... 80



Xii

ICINDEKILER (Devam)
Sayfa No
3.4.2. Lakkaz — DMP Girigim Testi......ooviiriineiiniie i 81
3.5. Polyporus arcularius Izolatinin Boyar Madde Renk Giderim
Kapasitesinin Belirlenmesi...........coooiiiii 82

3.5.1. Enzimin Boyar Madde Renk Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Ve ATEHTTIMAST. ..o 82
3501, RBBR....o 83
3.5.1.2. Remazol BIacK.............coooiiiiiiiiiiii 84
3.5.1.3. CibacronBlue 3R..........c.cooiiiiii 86
3514, Amaranth.... ... 87
3.5.1.5. Kristal Viyole. ... 89
3.5.1.6. Malasit Yesili....oooeiiii i 90

3.5.2. Boyar Madde Renk Gideriminden Sorumlu Enzim(ler)in Belirlenmesi...92
3.6. Mangan Peroksidaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Kinetik Calismalar........... 98
3.6.1. Enzimin Optimum pH’ sinin Belirlenmesi.......................c.oeeae. 98
3.6.2. Enzimin pH Stabilitesinin Belirlenmesi.................c.oooi. 99
3.6.3. Enzimin Optimum Sicakliginin Belirlenmesi............................... 99
3.6.4. Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi.............................. 100
3.6.5. Enzimin Kp Ve Vinax Degerlerinin Belirlenmesi..................eeene.. 101

3.7. Ham Enzimin Amonyum Siilfat Coktiirmesi ile Konsantre Edilmesi............102

3.8. Sodyum Alginat ile Immobilize Edilen Enzimin Boyar Madde Renk

Giderim Kapasitesinin Belirlenmesi..............coooiiiiiiiiii e 105
3.9. Immersiyon Tip Reaktdrde Boyar Madde Renk Giderimi.......................... 108
3.10. Renk Gideriminin Toksisite Uzerine Btkisi ..................cccoeeiierii.s.n. 110
. TARTISMA Ve SONUC ....ciiiiuiiiiiuiiiieiiiiiiiieiiiietiiiiecetietecacesecacnenes 113

4.1. Makrofungus Izolatlarinin Ligninolitik Enzim Uretim ve Boyar Madde
Renk Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi...............cooooiiiiiiiiiiinn. 113

4.2. Farkli Kiiltiir Teknikleri ve Substratlarm Ligninolitik Enzim Uretimine



Xiii

ICINDEKILER (Devam)
Sayfa No
4.3. Makrofungus Izolatlarin Molekiiler Yontemlerle Tanilanmast................. 119
4.4, Enzimlerin Girisim / Maskeleme Oranlarinin Belirlenmesi....................... 120

4.5. Polyporus arcularius izolatinin Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesini
Belirlenmesi..... ... 121
4.6. Mangan Peroksidaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Kinetik

Calismalar. ... ... 124
4.7. Ham Enzimin Amonyum Siilfat Coktiirmesi ile Konsantre Edilmesi............ 125
4.8. Sodyum Alginat ile Immobilize Edilen Enzimin Boyar Madde Renk

Giderim Kapasitesinin Belirlenmesi.............ocooiiiiiiiiiiii e 126
4.9. Immersiyon Tip Reaktdrde Boyar Madde Renk Giderimi........................ 127
4.10. Renk Gideriminin Toksisite Uzerine Etkisi ................coovviiniiiineinnnn.. 128

5. SONUC Ve ONERILER......cuctuuituiiiniriieiirtiereenerneeserneennierseesneesnons 130

N N I 132



Sekil
Sekil 2.1.

Sekil 2.2.

Sekil 2.3.

Sekil 2.4.

Sekil 2.5.
Sekil 2.6.

Sekil 2.7.
Sekil 3.1.

Sekil 3.2.

Sekil 3.3.

Sekil 3.4.

Sekil 3.5.

Sekil 3.6.

Sekil 3.7.

Xiv

SEKILLER DiZiNi

Sayfa No
Pozitif sonug olarak degerlendirilen substrata 6zgii renk
TEAKSTIYONIATT. ..\ttt 34
Boyar maddeler iizerinde meydana gelen dekolorizasyon
OTNEKICTI. ..o 35
Protein miktar tayininde kullanilan standart egri grafigi........................ 39
Toplam karbonhidrat tayininde kullanilan standart egri grafigi................ 40
Calismada kullanilan boyar maddelerin standart egri grafikleri................ 43
Konsantre enzim ¢ozeltisinin alginat ile tutuklanmast ile elde edilen
DONCUKIAT. ... .o o1
Immersiyon tip reaktOr. .......oo.uieeei et 53
OBCC 1047 izolatinin derin, statik ve kat1 faz kultiir sistemlerinde
011001 (o] P PPN 68
OBCC 3501 izolatinin derin, statik ve kat1 faz kiiltiir sistemlerinde
L2410 ) 69

OBCC 3501 izolatinin kat1 faz kiiltlir ydnteminde ligninolitik enzim
AKEIVIEEST. . ottt 70
OBCC 3501 1zolatinin derin (a) ve statik (b) kiiltiir yontemlerinde
ligninolitik enzim aktivitesi........o.ovviiviii i 71
OBCC 3501 izolatmin kiiltiir tipine bagl olarak se¢ilmis ligninolitik

enzim aktiviteleri...... ... 75
OBCC 3501 izolatinin kat1 faz sisteminde ¢ay atig1 indiikleyicisi

varliginda biiyiime 6zellikleri. ... 76
OBCC 1047 kodlu makrofungus izolatmin yakin iliskili tiirler ile

iligkisini ifade eden filogenetik agag.............ccooiiiiiiiiiiiii i 78



XV

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sekil Sayfa No
Sekil 3.8. OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatinin yakin iligkili tiirler

ile iliskisini ifade eden filogenetik agac...............cooviiiiiiiiiiiiiiiiin 79
Sekil 3.9. Polyporus arcularius makrofungusunun karpofor gériintiisii................... 79
Sekil 3.10. ABTS oksidasyonuna MnP ve lakkaz enzimlerinin katkisi.................... 81
Sekil 3.11. DMP oksidasyonu MnP ve lakkaz enzimlerinin katkist........................ 82

Sekil 3.12. Polyporus arcularius izolatinin RBBR boyar maddesinde renk giderim

KAPASTEEST. . .. ettt et ettt et e e e e e 83
Sekil 3.13. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz RBBR

boyar maddesinde renk giderim kapasitesi..................ocooiiiiinn.l. 84
Sekil 3.14. Polyporus arcularius izolatinin remazol black boyar maddesinde renk

QIEITM KAPASTLEST. .. u vttt ettt et e aeaaas 85
Sekil 3.15. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz remazol black

boyar maddesinde renk giderim kKapasiteSi.............cocoviiiiiiiiiiininnnn. 85
Sekil 3.16. Polyporus arcularius izolatinin cibacron blue 3R boyar maddesinde renk

QIdEerim Kapasitesi. ... .. cueueniniiiiei et 86
Sekil 3.17. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz cibacron

blue 3R boyar maddesinde renk giderim kapasitesi............................ 87
Sekil 3.18. Polyporus arcularius izolatinin amaranth boyar maddesinde renk

IAerim KaPaSTLEST. ... ntt ettt e 88
Sekil 3.19. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz amaranth

boyar maddesinde renk giderim kapasitesi.................coooiiiiiiiin. 88
Sekil 3.20. Polyporus arcularius izolatinin kristal viyole boyar maddesinde renk

giderim Kapasitesi........ouueuein it 89



Sekil
Sekil 3.21.

Sekil 3.22.

Sekil 3.23.

Sekil 3.24.

Sekil 3.25.

Sekil 3.26.

Sekil 3.27.

Sekil 3.28.

Sekil 3.29.

Sekil 3.30.

Sekil 3.31.

XVi

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sayfa No
Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz kristal
viyole boyar maddesinde renk giderim kapasitesi............................ 90

Polyporus arcularius izolatinin malasit yesili boyar maddesinde renk
QIErim Kapasitesi......o.iuint ittt e 91
Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz malasit yesili

boyar maddesinde renk giderim kapasitesSi................ccooeviiiiiiiiinn.. 91
Polyporus arcularius izolat1 tarafindan iiretilen lakkaz enziminin

sodyum azid ile inhibiSyonU...........o.oviviiiiiiii e 93
Polyporus arcularius izolati tarafindan tiretilen MnP enziminin

sodyum azid ile inhibisyonu...............coooiiiiiiii i, 94
Polyporus arcularius izolat1 tarafindan tiretilen lakkaz

enziminin n-propil gallat ile inhibisyonu................c.coooviiiiiiiinnn.n. 96
Polyporus arcularius izolat: tarafindan tiretilen MnP enziminin

n-propil gallat ile inhibiSyonU............oooviiiiiiiiiiii e, 96
Polyporus arcularius izolatinin MnP enziminin reaksiyon hiz

sabiti (k) degerlerinin pH’ ya baglh degisimi..............c..cooeiiiiin.n. 98
Polyporus arcularius izolatinin MnP enziminin pH: 4.8’de zamana

bagli enzim aktivitesi de@iSimi.........o.oviiiiiiiiiiiii i, 99
Polyporus arcularius izolatinin MnP enziminin reaksiyon hiz

sabiti (k) degerlerinin sicakliga bagl deSisimi.............................. 100
Polyporus arcularius izolatinin MnP enziminin 40 °C’ de zamana

bagli enzim aktivitesi deiSimi..........ooevuiiuiiiiiiiiiiiiiiiiea 101



Sekil
Sekil 3.32.

Sekil 3.33.

Sekil 3.34.

Sekil 3.35.

Sekil 3.36.

Sekil 3.37.

Sekil 3.38.

Sekil 3.39.

Sekil 3.40.

Sekil 3.41.

XVii

SEKILLER DiZiNi (Devam)

Sayfa No
MnP enzimi ile gergeklestirilen DMP oksidasyon ¢aligmalari
sonucunda olusturulan Lineweaver-Burk grafigi.............................. 102
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile saflagtirma asamalarindaki
ABTS oksidasyonuna bagli lakkaz dlgimii.................ooooiiiii, 103
Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile saflagtirma
asamalarindaki DMP oksidasyonuna bagli MnP 6l¢imdi..................... 104
Amonyum siilfat ¢oktlirmesi ile saflastirma agamalarindaki
Bradford 6l¢timiine bagli belirlenen protein miktarlart....................... 104
Alginata immobilize edilmis konsantre enzim ¢ozeltisinin yapay
atik boya ¢ozeltisini renk giderim Kapasitesi..............cocoeeviiiininin.n. 107
Yapay atik boyar madde ¢ozeltisi ile islem oncesinde ve
sonrasinda alginat boncuklart.................oooi 107

Alginat boncuklar ile islem 6ncesinde ve 24 saat sonrasinda yapay

atik boyar madde ¢ozeltileri..............ooviiiiiii 108
Immobilize konsatre enzim ¢dzeltisinin reaktdr dlgeginde yapay

atik boyar madde renk giderim kapasitesi................cccooeiiiiiiiinnn 109
Immobilize enzim preperat: kullanilarak immersiyon tip

biyoreaktorde yapay atik boyar madde ¢ozeltisinin renk giderimi.......... 110
Immersiyon tip biyoreaktdr sisteminde farkli boyar

madde konsantrasyonlarinin Artemia salina larvalari tizerindeki

toksisite grafikleri............oooiiii i 112



XViii

CIZELGELER DIiZiNi
Cizelge Sayfa No
Cizelge 1.1. Kromofor ve oksokrom gruplart..............ocoooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineenn.. 4
Cizelge 1.2. Boyar maddelerin farkl sekillerde siniflandirilmasi............................ 5

Cizelge 1.3. Farkli boyamalarda boyalarin iplige tutunma ytizdeleri ve atik

suda kalan boya miktarlari..................o 11
Cizelge 1.4. Ligninolitik enzimlerin kullanim alanlar1 ve amaglari........................ 18
Cizelge 2.1. Tarama ¢alismasinda kullanilan Basidiomycetes tiirleri...................... 26

Cizelge 2.2. Ligninolitik enzim aktivitesini belirlemek icin kullanilan
substratlar ve derisimleri...........ooooiii i 28
Cizelge 2.3. Boyar madde giderim kapasitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan
boyar maddeler ve derigsimleri...............oooviiiiiiiii 29
Cizelge 2.4. Calismalarda kullanilan kimyasallar ve kullanim alanlart.................... 32
Cizelge 2.5. Boyar madde renk giderimi ¢aligmalarinda kullanilan dalga
boylart ve derigimler............ooiiiiiiii e 44
Cizelge 3.1. izolatlarm neden oldugu ABTS substratinin oksidasyonuna bagl spesifik
renk degisim parametreleri..............oooiiiiiiiii i 56
Cizelge 3.2. Izolatlarm neden oldugu Guaicol substratiin oksidasyonuna bagl spesifik
renk degisim parametreleri........o.oovveiiiiii it 57
Cizelge 3.3. izolatlarin neden oldugu Gallik asit substratinin oksidasyonuna bagli spesifik
renk degisim parametreleri...........o.ivuiiiiiiii i e 58
Cizelge 3.4. Izolatlarin RBBR boyar maddesinde neden oldugu renk giderimine
bagli inceleme parametreleri.............c.oviiiiiiiiiiiii 59
Cizelge 3.5. Izolatlarin Remazol Black boyar maddesinde neden oldugu renk

giderimine bagli inceleme parametreleri...................ooooiiiiiiii, 60



XiX

CIZELGELER DIZiNi (Devam)

Cizelge Sayfa No

Cizelge 3.6. izolatlarin Cibacron Blue 3R boyar maddesinde neden oldugu
renk giderimine bagl inceleme parametreleri........................ooeeeee. 61
Cizelge 3.7. Izolatlarm Amaranth boyar maddesinde neden oldugu renk
giderimine bagli inceleme parametreleri..............covoeviiiiiiiiiinnn, 62
Cizelge 3.8. Izolatlarm Kristal Viyole boyar maddesinde neden oldugu renk
giderimine bagli inceleme parametreleri...............cooovveiiiiiiiiiinnan... 63
Cizelge 3.9. Izolatlarm Malasit Yesili boyar maddesinde neden oldugu renk
giderimine bagli inceleme parametreleri...............cooeiiiiiiinienennnn.. 64
Cizelge 3.10. Tarama ¢aligmasi sonucu segilen izolatlar ve standart susun
substrat ve boyar maddeler ile verdigi reaksiyon sonuglart................ 66
Cizelge 3.11. OBCC 3501 izolatinin derin kiiltiir tipinde farkl: indiikleyicilerin
varliginda zamana bagl ligninolitik enzim aktivitesi...................... 72
Cizelge 3.12. OBCC 3501 izolatinin statik kiiltiir tipinde farkli indiikleyicilerin
varliginda zamana bagl ligninolitik enzim aktivitesi....................... 73
Cizelge 3.13. OBCC 3501 izolatinin kat1 faz kiiltiir tipinde farkli indiikleyicilerin
varliginda zamana bagli ligninolitik enzim aktivitesi...................... 74
Cizelge 3.14. Farkli sodyum azid konsantrasyonlarinin Polyporus arcularius
izolat1 tarafinda iiretilen ligninolitik enzimleri inhibisyon
OTANIATT. ..ottt 92
Cizelge 3.15. Farkli n-propil gallat konsantrasyonlarinin Polyporus arcularius
izolat1 tarafinda tiretilen ligninolitik enzimleri inhibisyon

OTANIATT. ¢ .o 95



XX

CIZELGELER DIZiNi (Devam)

Cizelge Sayfa No

Cizelge 3.16. Inhibitdrler ile muamele edilen ham enzimin 4. saat sonunda
boyar madde renk giderimleri................coooiiiiiiiii e, 97
Cizelge 3.17. Ham kiiltiir stvisina uygulanan amonyum siilfat ¢oktlirmesi ve
diyaliz sonucunda elde edilen enzim ve protein miktarlari ile
bunlara bagli olarak hesaplanan spesifik aktivite ve saflastirma
faktorii degerleri......o.ovri i 103
Cizelge 3.18. Konsantre edilen ham enzim ¢ozeltisi ve immobilizasyon
islemi sonras1 CaCl, ¢ozeltisinde bulunan lakkaz ve
MnP enzim aktiviteleri...........oooiiiiiiiii 105
Cizelge 3.19. Alginata immobilize edilmis konsantre enzim ¢ozeltisinin
yapay atik boyar madde renk giderim kapasitesi ve
tekrar kullanilabilitligi...........oooooiiiniiii e 106
Cizelge 3.20. Reaktor 6lgeginde boyar madde giderim asamalarinda
kullanilan ¢6zeltilerde bulunan lakkaz ve MnP
ENZIM AKEIVITEIETT. ..\ vttt et 109
Cizelge 3.21. Immersiyon tip biyoreaktor sisteminde farkl:
boyar madde konsantrasyonlariin Artemia salina
larvalari tlizerindeki toksisite oranlari.................ooooi 111
Cizelge 4.1. Baz1 basidiomiset izolatlarin kat1 faz kiiltiir yontemi ile

ligninolitik enzim Gretimleri..............ooiiiii i, 118



Simge
LiP
MnP
ABTS
RBBR
DMP
H20;
HBT
FSA
NaN3
n-PG
uM

mM

SIMGELER ve KISALTMALAR DiZiNi

Aciklama

Lignin Peroksidaz
Mangan Peroksidaz
2,2'-azinobis-3-etilbenztiazolin-6-sulfonat
Remazol Brilliant Blue R
2,6 dimethoxyphenol
Hidrojen Peroksit
1-Hidroxy-1H-benzotriazol
Fenol Siilfrik Asit Yontemi
Sodyum Azid

Propil Gallat

Mikromolar

Milimolar

XXi



1. GIRIS

Diinyadaki hizli niifus artis1 ile beraber kentlesme ve sanayilesme siiregleri,
endiistriyel boyutta elde edilen firiinlerin miktar ve g¢esitliliginde de artisa neden
olmustur. Bu duruma paralel olarak s6z konusu endiistri {irlinlerinin, tiretim siireglerinde
aciga cikan atiklarin miktar ve ¢esitliligi de artmaktadir. Atiklarin iiretim hiz1 ile
giderim hiz1 arasindaki fark yillar boyunca giderek artmis ve sonu¢ olarak dogada
birikim halinde olan atik miktar1 da tolerans sinirlarini agarak, dogal dengenin aleyhinde
olacak bicimde siirekli bir artis egilimine girmistir. Bu baglamda, cesitli cevre
sorunlarina yonelik uluslararasi alanda s6zlesmeler imzalanmakta ve birlikler bazinda
tim devletleri baglayici politikalar olusturulmaktadir. Tiirkiye de hem Avrupa Birligi
uyum siireci hem de taraf oldugu ¢ok sayida uluslararasi ¢evre sozlesmeleri geregi

tizerine disen ¢evresel diizenlemelerini yapmakla yiikiimli hale gelmistir (Saglam,

2008)

Endiistriyel atiklarin en dnemlilerinden birisi de tekstil sektdriinden kaynaklanan
atik sulardir. Son yillarda Tirkiye’de sanayinin hizla gelismesine paralel olarak tekstil
endiistrisinde 6nemli gelismeler yasanmaktadir. Bu gelismelerle birlikte hayatimizin her
alaninda kullandigimiz iiriinler tekstil endiistrisi tarafindan kullanimimiza sunulmakla
birlikte, artan ihtiyaglar dogrultusunda gevre sartlarina dayanikli ve uzun Omiirli
tirtinleri sunulmaya c¢alisiimaktadir. Tekstil triinlerine ¢esitli 6zellikler kazandirmak
amaciyla yapilan islemler neticesinde bazi organik ve inorganik kirlilik sebebi maddeler
atik sulara karismaktadir. Gerek iplik gerekse kumas gibi iiriinlere renk kazandirmak
icin yapilan ¢alismalar sonucunda meydana gelen Kirlilik, tekstil atik sular1 iginde en

biiyiik paya sahiptir (Arslan, 2004).

Bagta tekstil terbiye islemleri olmak iizere tekstil endiistrisinde uygulanan
proseslerde biliyiikk oOlcide su kullanilmaktadir. Tekstil iirtinlerinin elde edildigi
banyolara boyar maddelerin yam sira yardimci kimyasallar da eklenmektedir. Tekstil
endiistrisine iligkin en onde gelen ¢evresel kaygi desarj edilen atik su hacmi ve bu atik

suyun tasidigi kirletici ylik miktaridir (Saglam, 2008). Tekstil atik sulari yiiksek



konsantrasyonda boyar madde, biyokimyasal oksijen ihtiyacit (BOI), kimyasal oksijen
ihtiyact (KOI) ve askida kat1 madde icermesinin yani sira yiiksek alkanite ve sicakliga
sahiptir (Kestioglu ve Yalili, 2006). Bu atik sulardaki boyar maddeler disindaki 6nemli
kirleticiler; biyolojik olarak zor ayristirilan organik maddeler ve inhibitér bilesikler,
adsorplanabilir klorlu bilesikler, pH ve tuzlardir (Mercimek, 2007). Tekstil sanayinde
kullanilan tek kimyasal madde boyar maddeler degildir. Boyar maddelerin disinda;
poliakrilatlar, fosfonatlar, deflokulasyon ajanlar1 (lignin gibi), boyar maddeyi liflere
fikse eden ajanlar da bulunabilmektedir (Vandevivere et al, 1998). Krom, kobalt ve
bakir gibi agir metallerin de tekstil atik sularinda bulunmasi gevresel zararlari agisindan
dikkat ¢ekicidir (Kaushik and Malik, 2009).

Sahip olduklar1 kimyasal o6zelliklerinden ve tagidigi kirletici yiiklerinin fazla
olmasindan dolay: tekstil atik sular1 hem insan sagligi hem de ekosistem agisindan
cevresel bir tehlike olusturmaktadir. Bu nedenle tekstil endiistrisi atik sulari, alici

kaynaklara desarj edilmeden 6nce mutlaka aritma islemlerinden gegirilmelidir.

Atik sularin aritiminda, fiziksel, kimyasal ve biyolojik olmak iizere farkli aritim
yontemleri kullanilmaktadir. Atik suyun icerigine gore bir ya da birden fazla yontem bir
arada kullanilabilmektedir. Aritim icin tercih edilecek yontem atik suyun igerdigi
kimyasal maddelerin ¢esidine, miktarma ve uygulama alanlarina bagh olarak
degisebilmektedir. Tekstil atik sularinin aritilmasi icin genellikle birden fazla temel
siirecin uygulanmasina ihtiya¢ vardir. Farkli karakterdeki tekstil atik sularinin renk
gideriminde ¢ok sayida kimyasal ve fiziksel aritim yontemleri kullanilmaktadir. Ancak
bu teknolojiler rengin tamamen giderilmesi i¢in yeterli olmamaktadir. Ayrica aritim
sistemlerinin pahali olmalarinin yaninda, degisik molekiiler yapilara sahip boyar
maddeler i¢in uygulanabilir sistemler degillerdir (Yuri et al.,, 2006). Biyolojik
yontemler fiziksel ve kimyasal aritim ydntemlerine oranla daha az ¢amur iiretmesi,
maliyetinin diisik olmasi, alict ortamlara daha az zararli yan iiriinlerin verilmesi ve
cevreyle dost sistemler olmasi gibi Ozelliklerinden dolay1 tekstil endiistrisi atik

sularinin aritimi i¢in ideal ¢6ziim olarak kabul edilmektedir (Kocaer ve Alkan, 2002).



Sunulan ¢alismada ise;

e Yeni ve yerel ligninolitik enzim kaynagi izolatlar bulunmasi,

e Farkli kiiltiir ve lignoseliilozik atik tipleri kullanilarak maksimum enzim iiretiminin
elde edilmesi,

e Elde edilen ligninolitik enzimlerin tekstil endiistrisinde kullanilan boyar madde
giderim kapasitelerinin belirlenmesi,

e Enzimlerin tekstil atik sularinda kullanilabilirliginin belirlenmesini ve,

e Reaktor dlgeginde boyar madde giderimi hedeflenmistir.

1.1. BOYAR MADDELER

Cisimleri renkli hale getirebilmek ic¢in kullanilan genellikle organik yapili
molekiillere “boyar madde” denir. Renk verici maddeler, elektromanyetik spektrumun
400-700 nm dalga boyu araliginda 15181 absorbe edebilen molekiillerdir.
Renklendiriciler temelde pigmentler ve boyar maddeler olmak iizere ikiye ayrilirlar.
Pigmentler de boyar maddelerle hemen hemen ayn1 6zellikleri gostermelerinden dolay1
zaman zaman boyar maddeler icerisinde yer alirlar. Pigmentler uygulandiklari ortamda
hi¢ ¢coziinmeyen bilesiklerdir. Pigment partikiilleri, substrata polimer, plastik gibi katki
maddeleriyle birlikte baglanir. Boyar maddeler ise uygulandiklar1 substrata tutunma
egilimi gostermeleri ile karakterize olurlar. Bu nedenle boyar maddeler kismen
coziildiikleri bir sivi yardimiyla uygulanmaktadir ve uygulandiklar1 substrata 6zel bir
ilgilerinin olmas1 gerekmektedir (Saglam, 2008; Ozmen, 2008). Bunun yani sira boyar
madde ve boya tanimlart da siklikla birbirlerine karistirilmaktadir. Ancak boyar
maddeler uygulandiklar1 substrata tutunurken, boyalar yalnizca yiizeyi 6rtme gorevi
gorlriiler. Boyalarin ortamdan uzaklastirilmas: i¢in kazima gibi mekanik islemler
yeterli  olurken, boyar maddeler daha kompleks islemlerle ortamdan

uzaklastirilabilmektedir.



1.1.1. Boyar Maddelerin Yapisal Ozellikleri

Boyar maddelerin ¢ogunlugu iyonlasabilen aromatik organik bilesikler
grubundadir ve temelde benzen halkas1 yapisindadir. Normalde hidrokarbonlar
renksizdirler ancak bunlara kromofor adi verilen doymamis gruplarin baglanmasiyla
boyar maddeleri olustururlar. Kromofor baglanmis hidrokarbonlara “kromojen” denir
(Zollinger, 1991). Kromoforlar genelde elektron verici gruplardir. Kromojenlerin tam
olarak boyar madde 6zelligi kazanabilmesi i¢in oksokrom adi verilen ikinci seri grup
bilesigin molekiile baglanmasi gerekmektedir. Kromojenler normal durumda silik
saman rengidir. Oksokrom eklerinin kromojene baglanmasiyla elektronlar aktif hale
gecerek daha uzun dalga boyundaki 1sinlart sogurabilme yetisi kazanirlarlar, bu sayede
hem renk siddetini hem de renk derinligini arttirilar (Zollinger, 1991; Saglam, 2008).
Ayrica oksokromlar elektron vererek rengin ¢oziiniirliigii ve boyar maddenin substrata
baglanmasi gibi 6zellikleri etkilemektedirler. En 6nemli kromofor ve oksokrom gruplari

Cizelge 1.1’ de gosterilmektedir.

Cizelge 1.1. Kromofor ve oksokrom gruplari (Zollinger, 1991)

Kromofor Gruplar Oksokrom Gruplar
-N=N- Azo —H:N: Amino
e i -NHR °
/C ~9 g NR., } Substitue amino

<O Nitro -OH Hidroksil

>(j-=c il Etilen SH Tiyoalkol
B 3
c=NH Karbamino -OCH, Metoksi

=g Tiyokarbonil -SOH Sulfonik asid

2\,

0 Nitrozo -0 -CH; Fenolik




1.1.2. Boyar Maddelerin Siniflandirilmasi

Boyar maddeler farkli sekillerde siniflandirilsa da temel olarak kimyasal
yapilarina, uygulama alanlari, ¢oziiniirliklerine ve boyama ozelliklerine gore farkl
sekillerde siniflandirilmaktadirlar. Farkli siniflandirmalar Cizelge 1.2° e goriilmektedir

(Erdogan, 2008; Vursavus, 1999; Srinivasan and Virarghavan, 2010).

Cizelge 1.2 Boyar maddelerin farkl sekillerde siniflandirilmasi

Coziiniirliiklerine gore Boyama ozelliklerine Kimyasal 6zelliklerine
boyar maddeler gore boyar maddeler gore boyar maddeler
Suda ¢6ziinenler Reaktif Azo
Suda ¢oziinmeyenler Direkt Nitro — Nitroza
Substratta ¢oziinenler Asidik Polimetil
Bazik Arilmetin
Stilfiir Az0 [18] Annulen
Kiip Karbonil
Mordant Antrakinon
Metal Kompleks
Dispers
Pigmentler

Her tiirlii boya/boyar madde/pigment “Society of Dyers and Colourist (SDC)” ve
“American Association of Textile Chemist and Colourist (AATCC)” tarafindan
olusturulan Colour Index (Renk Indeksi) sistemi ile uluslar arasi standartta
kaydedilmektedir. Bu siniflandirmada boyalar oncelikle uygulama o6zelliklerine gore
tanimlanan jenerik isimleri altinda toplanir ve kimyasal yapis1 biliniyorsa ona gore bir
C.I numaras1 belirlenir (Saglam, 2008). Renk indeksinin 2005 yilinda yayinlanan 4.
baskisinda 17500 renk indeks jenerik ismi altinda 34500 boya ve pigment listelendigi

bildirilmigtir (www.sdc.org.uk). Boyalarin uygulamasina goére Renk Indeksinde 15



http://www.sdc.org.uk/

farkli simif vardir (Cing, 2007). Bunlardan en yaygm olarak kullanilanlar
asagidakilerdir.

Asidik boyar maddeler

Reaktif boyar maddeler

Metal kompleks boyar maddeler
Direkt boyar maddeler

Bazik boyar maddeler

Mordant boyar maddeler
Dispers boyar maddeler
Pigmentler

Vat boyar maddeler

Ingrain boyar maddeler

YV V V VYV V V V V V V VY

Siilfiir boyar maddeler

1.1.2.1. Asidik Boyar Maddeler

Genel formiileri Bm-SO3Na+ (Bm: boyar madde renkli kismi) seklinde
yazilabilen asit boyar maddeleri, molekiilde bir veya birde fazla siilfonik asit (-SO3H),
karboksil (-COOH) ve hidroksil (-OH) gibi oksokrom gruplari igerirler. . Bu smiftaki
boyalara asidik denmesinin sebebi molekiiler yapilarindaki asit gruplarmin (siilfonat,
karboksil) varligindan ziyade, asit boya banyolarinda kullanilmalarindan olmaktadir. Bu
nedenle uygulamalar sonucunda organik asit tuzlari olusur. Asidik boyalar anyonik
bilesikler olup, azot igeren yiin, poliamid, ipek, katyonik modifiye akrilonitril elyafi ile
kagit, deri ve besin maddelerinin boyanmasinda kullanilir (Seventekin, 1988; Cing,

2007). Renk indeksi listesinde yer alan verilere gore asidik boyalar en fazla renk indeks

ismine sahip gruptur (www.sdc.org.uk). Bir ¢ok asidik boya azo, antrakinon ve

triarilmetan bilesikler igermektedir (Srinivasan and Virarghavan, 2010).


http://www.sdc.org.uk/

1.1.2.2. Reaktif Boyar Maddeler

Reaktif boyar maddeler, tretimine 1950°li yillarda baslanmis ve sagladig
avantajlar nedeniyle halen glinimiiz modern tekstil endiistrisinin yaygin kullanilan
boyalardandir. Reaktif boyar maddeler, sahip olduklar1 fonksiyonel gruplar sayesinde
pamuk, yiin, ipek gibi seliilozik materyale kovelent bag kurarak baglanirlar. Kovelent
bag kurularak olusturulan boyama islemi ile daha yiiksek haslik saglanmasi ve ¢ok
yonli kullanimlar1 nedeniyle tekstil endiistrisinde en sik kullanilan boyar maddelerden
birisi reaktif boyalardir (Saglam, 2008). Reaktif boyar maddeler tekstil sektoriinde en
avantajli boyar maddeler olarak kabul edilseler de; boyama islemi sirasinda, reaktif
gruplarin hidrolize olmasi nedeniyle, boyanin % 10 — 50’ lik kism1 kumasla reaksiyona
giremez ve boyama tanklarinda kalir. Bu nedenle renkli atik su olusumuna neden
olurlar. Bu boyalar, kimyasal yapilari, molekiil boyutu ve yapisi nedeniyle biyolojik
indirgenmeye dayaniklidir (Al-Degs et al., 2000). Ayrica reaktif boyar maddeler, renk

indeks listesinde yayimlanan ikinci en genis gruptur (www.sdc.org.uk).

1.1.2.3. Metal Kompleks Boyar Maddeler

Belirli gruplara sahip baz1 azo boyar maddeler ile metal iyonlarinin kompleks
olusturmalar1 sonucu meydana gelen boyalardir. Metal katyonu olarak Co, Cr, Cu ve Ni
iyonlar1 kullanilir. Krom kompleksleri daha ¢ok yiin ve poliamid; bakir kompleksleri ise
pamuk ve deri boyaciliginda kullanilmaktadir. Isik ve yas hasliklar yiiksektir
(Seventekin, 1988). Metal kompleks boyalar genellikle az1 bilesiklerdir. Renk indeksi

lisetesinde yer alan alan azo boyarlarin 1/6” s1 metal kompleksleridir (Cing, 2007).

1.1.2.4. Direkt Boyar Maddeler

Genellikle stilfonik, bazen de karboksilik asitlerin sodyum tuzlar1 seklinde
bulunan direkt boyar maddeler, seliiloz liflerine yiiksek affinite gosterir. Van der Waals
bagi ile liflere baglanmaktadir. Suda ¢ozilinebilen bilesikler olan direkt boyar maddeler

onceden bir islem yapilmaksizin boyar madde c¢ozeltisinden seliilloz ve yiine dogru
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cekilirler (Baser ve Inanici, 1990). Bu nedenle seliilozik elyaflarda kullanilmakla
birlikte ucuz ve uygulanmasi kolaydir. Renk indeksinde direkt boyalar ikinci en genis
boya smifin1 olugturmalarina ragmen yalnizca yaklasik % 30’ u iiretilmektedir (Cing,

2007; McCharty, 1987).

1.1.2.5. Bazik Boyar Maddeler

Bazik boyar maddeler katyonik yapida olup, bazik olarak etki ettiklerinden
anyonik grup iceren liflere baglanirlar. Ayrica renkli bir katyona ve renksiz bir anyona
sahiptirler. Pozitif yiik tasiyicisi olarak N ve S atomu igerirler. Bazik boyar maddeler,
poliakrilnitrillerin, yiin ve pamuk elyafin boyanmasinda kullanilir (Erdogan, 2008).
Bazik boyalar genellikle modifiye poliakrile benzeyen asit grubu iceren sentetik liflerin
boyanmasinda kullanilir. Liflerin asit gruplarina baglanirlar. Bazik boyar maddeler
Renk Indeksi’ ndeki boyalarin % 5’ ini olustururlar (Cing, 2007). Bazik boyar

maddelerin 1518a ve suya karst hasliklar1 diisiiktiir.

1.1.2.6. Mordant Boyar Maddeler

Mordant boyar maddeler, boyanin liflere baglanmasini saglayan bir kimyasal
olan mordantin ortama ilave edilmesiyle kumasa baglanirlar. Mordan olarak, suda
¢coziinmeyen hidroksitler olusturan Al. Sn. Fe, Cr tuzlar1 kullanilir. Kumastan renk
solmasini diizenletici sabitleyici ajan olarak etkilidirler. Yiim, der, ipek ve modifiye
selilloz liflerini boyamak i¢in kullanilirlar. En fazla bulunanlar azo, okzazin ya da

triarilmetandir (Erdogan, 2008).

1.1.2.7. Dispers Boyar Maddeler

Dispers boyar maddeler, sentetik liflere (seliiloz asetat, poliester, poliamid, akril
v.b) penetre olabilen ve suda zor ¢dziinebilen molekiillerdir. Bu boyar maddeler,

boyama islemi sirasinda dispersiyon ortamindan hidrofob elyaf {izerine difiizyon yolu



ile gekilmektedir. Boyanin yayilabilmesi igin liflerin, yiiksek sicaklikta (>120 C°) veya
kimyasal yumusaticilarin kullanilmas: yardimiyla sismesi gerekmektedir. Ozellikle
poliester boyanmasinda kullanilirlar ve hasliklar1 oldukga yiiksektir. Dipsers boyalar,

Renk Indeksindeki ii¢iincii en biiyiik boya grubunu olusturmaktadir (Erkurt, 2006).

1.1.2.8. Pigmentler

Pigment boyar maddeler, baglayict madde denilen sentetik recineler ile elyaf
yiizeyine baglanan boyar maddelerdir. Bunlar suda ¢éziinmeyen noniyonik bilesikler ya
da tuzlardir. Renk Indeksi’ ndeki biitiin ticari boyalarin % 25’ ini olustururlar.
Uygulama sirasinda kristal ya da partikiillii yapilarini1 korurlar. Cogu azo ya da metal

kompleks fitalosiyaninlerdir (Baser ve Inanici, 1990).

1.1.2.9. Vat Boyar Maddeler

Vat boyar maddeler, suda ¢oziinmeyen ve yaygin olarak igerikli ipliklerin
boyanmasinda kullanilan boyar maddelerdir. Bu boyar maddeler, suda ¢oziinmezler
ancak alkali indirgenmeyle (sodyum hidroksit varliginda) c¢oziinlir hale gelebilir.
Seliiloz liflere Van der Waals baglariya baglanir ve hidrojen peroksitle oksitlenerek
¢Oziinmeyen forma doniisiir. Hemen hemen biitiin vat boyar maddeleri, antrakonin ve
indigoiddir. Indigo boya, 5000 yillik tarihi ile vat boyar maddelere iyi bir drnektir
(Kulkarni, 2003).

1.1.2.10.ingrain Boyar Maddeler

Ingrain terimi in situ olarak olusan biitiin boyalar i¢in kullanilabilir. Naftol, fenol
gibi bilesenler ile diazo aromatik aminlerin reaksiyonlar:1 sonucunda agiga ¢ikan
¢oziinmeyen bir iiriindiir. Bu reaksiyon kumas iizerinde meydana gelmektedir. Biitiin

naftol boyalar azo bilesiklerdir (Erdogan, 2008).
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1.1.2.11.Siilfiir Boyar Maddeler

Heterosiklik ~ kiikiirt —igeren halkalardan olusan kompleks polimerik
aromatiklerdir. Kiikiirtlii boya, vat boyama gibi rediiksiyon ve oksidasyon islemleri
gerektirir. Tiim diinyada iiretilen boyalarin % 15’ ini olustururlar ve genel olarak pamuk

boyamasinda kullanilirlar (Vursavus, 1999).

1.1.3. Boyar Maddelerin Kullanim Alanlari

Insanoglu ilk caglardan bu yana malzemeleri renklendirmek igin boyar
maddeleri kullanmaktadir. Bitkisel ve hayvansal kaynakli dogal boyar maddeler
kullanilarak gelistirilen ilk boyama tekniginin Mezopotamya’ da uygulanmasinin
ardindan, gecen zamanda uygulama ve ham madde {izerinde pek c¢ok gelismeler
olmustur. Gelisen boyama teknolojisi ve boyar madde ¢esitliliginin bir sonucu olarak,

boyar maddeler pek ¢ok alanda kullanim imkan1 bulmaktadir.

Diinyada ve iilkemizde boyar madde gereksinimi ve kullanim alanlar1 giin
gectikce artmaktadir. 2005 yili verilerine goére boyar madde ve ara driinlerinin
diinyadaki market hacmi 25 milyon dolar olarak belirtilirken bu rakamin yillik 6 milyon
dolarmin yanlizca tekstil boyar maddeleri satisina ait oldugu bildirilmektedir. Diinya
capinda boyar madde tiretim miktarinin 34 milyon ton civarinda oldugu belirtilmektedir.
Boyar madde iiretim ve pazarlama merkezleri Isvigre, Almanya ve Ingiltere olarak
bilinse de son yillarda ucuz iiretim maliyeti ve biiyliyen ekonomisi ile Asya tlkeleri 6ne

¢ikmaktadir (http://www.dyespigments.net/industries-we-serve.html#global).

Boyar maddeler, tekstil, plastik, deri, sentetik lif iiretimi, lastik, kereste, seliiloz
ve kagit, kozmetik, ilag, gida, insaat, cam ve porselen, otomotiv, makine, matbaacilik,
giizel sanatlar olmak iizere pek cok sanayi alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ancak kullanim alanlar1 ¢ok genis olan boyar maddelerin % 80 i tekstil sanayinde
kullanilmaktadir (Kogak, 2011; Kurbanova et al., 1998)

Tekstil endiistrisi, tiim Diinya’ da oldugu gibi iilkemiz ekonomisinin de basta

gelen sektorlerinden biridir. Ulkemizin toplam ihracat gelirlerinin % 36 — 39 u tekstil
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tirtinlerinin ihracatindan saglanmasinin yan sira, bu sektoriin iilkemizdeki sanayi pay1
% 20’ idir (Cing, 2007; Seker, 2007). Ticari olarak iiretilen ve tekstil sektdriinde
kullanilan boyalarin sayisinin 10.000°den fazla oldugu ve Diinya c¢apinda iiretilen
yaklagik yillik 10° ton boyar maddenin % 20 — 25 kadarmm atik olarak alici su
kaynaklarmna iletildigi bildirilmektedir (Baser ve Inanici, 1990). Tekstil endiistrisinde
hasil sokme, agartma, boyama ve yikama gibi iiretim asamalarinda fazla miktarda su
kullanimiyla beraber, atik su olusumu miktar1 da olduk¢a artmaktadir. Kullanilan boyar
maddelerin iplik tizerine adsorpsiyonu kullanilan iplik, boyanin tipi, uygulama kosullar1
(zaman, pH, sicaklik, kullanilan mordant) gibi faktorlere baghh olarak degisiklik
gostermektedir. Sonug olarak boyar maddelerin iplige tutunma yiizdeleri degismekte ve

Oonemli sayilabilecek bir yiizdesi atik suda kalarak alic1 su kaynaklarina iletilmektedir

(Cizelge 1.3).

Cizelge 1.3. Farkli boyamalarda boyalarin iplige tutunma yiizdeleri ve atik suda kalan
boya miktarlar1 (Cing, 2007)

Tutunma derecesi Atik suda kalan
Boyar Madde Iplik boya miktari
(%)
(%)
Asidik Poliamid 89 - 95 5-20
Bazik Akrilik 95 -100 0-5
Direkt Seliiloz 70-95 5-30
Dispers Polyester 90 - 100 0-10
Metal kompleks Yiin 90 -98 2-10
Reaktif Seliiloz 50-90 10 - 50
Kiikdirt Seliiloz 60 - 90 10-40
Vat Seliiloz 80 - 95 5-20
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1.1.4. Boyar Madde Giderimi

Tekstil igletmelerinden alict su kaynaklarina desarj edilen boyar maddeler,
ortamin renklenmesi sonucunda 11k gecirgenligini azaltmakta ve buna bagli olarak
fotosentetik aktivite olumsuz yonde etkilenmektedir. Fotosentezin engellenmesine bagl
olarak su igerisindeki ¢Oziinmiis oksijen miktar1 azalmakta ve giderek ortamda
anaerobik kosullarin hakim olmasina neden olmaktadir. Bunun yaninda boyar
maddelerin memelilerde ve sucul organizmalarda toksik etkileri belirtilmektedir
(O’ Neill, 1999). Bu boyalarin % 2’ lik kisminin baliklarda LC50 degerinin 1 mg/dm? ,
% 96’ sinin ise LC50 degerinin 10 mg/dm?’ {in iistiinde oldugu tesbit edilmistir (Seker,
2007). Yine pek c¢ok sentetik boyar maddenin kanserojen ve mutajen etkisi
bilinmektedir (Gupta and Suhas, 2009). Tekstil atik sularinda boyar maddelerin yani
sira, boyama isleminde yardimci olarak kullanilan organik ve inorganik diger
kimyasallar da bulunmakta ve islem prosesi sonucunda sicaklik ve pH gibi fiziksel
ortam kosullar1 da degigsmektedir. Boyar maddelerin kimyasal yapilarindaki farkliliklar
ve sahip oldugu karakteristik Ozellikleri nedeniyle tekstil atik sular1 degradasyonu
oldukga zor, kirlilik orani yiiksek atiklar sinifina girmekte ve ¢evresel zararlar
vermektedir (Srinivasan and Virarghavan, 2010). Bu nedenle, bu atik tip sularin alici
kaynaklara birakilmadan 6nce bir 6n aritim islemi uygulanmasi gerekmektedir. Tekstil
atik sularinda boyar maddelerin rengini giderebilmek i¢in fiziksel, kimyasal ve biyolojik
aritma sistemleri kullanilabilmektedir. Bu yontemlerle elde edilen renk giderim
veriminin, atik sudaki boyar madde tiirline bagli olarak degisiklik gostermesi, atik
sulardan renk giderim i¢in en uygun yontemin se¢imini daha da zorlastirmaktadir

(Dogan ve ark., 2005).

1.1.4.1. Fiziksel Yontemlerle Boyar Madde Giderimi

Fiziksel aritim yontemleri, atik suyun igerdigi askidaki kat1 maddeleri ve diger
iri kati maddeleri sudan ayirarak, ¢oken maddeleri atik sudan uzaklastirmak igin
kullanilan yontemlerdir. Genellikle ileri asamalarda yapilacak olan aritma yontemleri

icin 6n islemler olarak degerlendirilebilir ancak tam bir aritim saglamazlar
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Adsorpsiyon, membran filtrasyonu, iyon degistiriciler, 1zgara ve elekten
gecirme, kum taneciklerini tutma, yiizen maddeleri tutma, radyasyon, dengeleme gibi
yontemlerle fiziksel aritim gergeklestirilmektedir (Gupta and Suhas, 2009).

Adsorbsiyon metodu oldukga etkili bir metod olmasinin yaninda maliyeti de
uygundur. Adsorpsiyonla renk gideriminde en fazla kullanilan yontem aktif karbon
yontemi olup, katyonik, mordant ve asidik boyalar i¢in oldukga etkili olurken; dispers,
direkt, pigment, vat ve reaktif boyalar i¢in etkisi azdir. Metodun performansi karbonun
tipine ve atik suyun karakterisigine baglidir. Bunun disinda bataklik komiirii, agac
kirintilar, ugucu kiil-komiir karigimi, silika jeller, dogal killer, misir kogani gibi
malzemeler de absorban olarak kullanilabilmektedir (Robinson et al., 2001).

Membran filtrasyonu ile boyar maddenin siirekli olarak aritilmasi, konsantre
edilmesi ve en Onemlisi atik sudan ayrilmasit miimkiin olmaktadir. Diger yontemlere
gore en Onemli Ustiinligi sistemin sicakliga, beklenmedik bir kimyasal ¢evreye ve
mikrobiyal aktiviteye karsi direngli olmasidir. Ancak ayirmadan sonra kalan konsantre
atigin bertaraf edilmesi, sermaye giderlerinin yiiksek olmasi, membranin tikanma
olasilig1 ve yenilenme gerekliligi gibi dezavantajlara sahiptir (Kocaer ve Alkan, 2002).

Iyon degistiriciler ile atik su igerisinde mevcut degisim bolgeleri doygunluga
erisene kadar iyon degistirici regineler lizerinden gecirilerek aritim saglanir. Boylelikle
atik sudaki hem anyonik hem de katyonik boyalar uzaklastirilabilmektedir. Dispers
boyalar i¢in uygun olmayan bu yontemin maliyetinin olduk¢a yliksek olmasinin
yaninda, boyar maddelerin ¢ok farkli kimyasal yapiya sahip olmasi bu metodun

kullanimini sinirlar (Robinson et al., 2001).

1.1.4.2. Kimyasal Yontemlerle Boyar Madde Giderimi

Tekstil atik sularinda bulunan boyar maddelerde renk giderimi saglanmasi i¢in
oksidatif prosesler, fenton ayiraci, ozonlama, sodyum hipoklorit, fotokimyasal ve
elektorkimyasal islemler, kimyasal koagiilasyon, flokiilasyon gibi kimyasal ayirma

yontemleri kullanilarak saglanmatadir (Robinson et al., 2001; Erdogan, 2007).

Kimyasal aritim yontemlerinden en yaygin kullanilan1 oksidatif proseslerdir. Bu

islemde temel oksitleyici ajan olarak hidrojen peroksit (H;O,) kullanilmaktadir.
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Oksidatif proseslerde boyar madde molekiiliindeki aromatik halka kirilarak atik sudan

boya aritilmis olur (Kocaer ve Alkan, 2002).

Ozonloma, aromatik hidrokarbonlar, pestisitler, fenoller ve Kklorlu
hidrokarbonlarin yikiminda, boyar madde ve KOI gideriminde kullanilan etkili bir
yontemdir (Xu and Lebrun, 1999). Boyar madde molekiilinde bulunan ¢ift bagl
organik bilesiklerin ozonloma ile kirilmalari sonucunda renksiz molekiiller olusur.
Ozonloma islemi sonucunda camur olusumu gozlemlenmemektedir ancak sistemin gaz
halinde uygulanmasi ve uygulama sonucu su hacmin arttirllmasi sistemin

dezavantajlaridir (Erdogan, 2007).

Endiistriyel tekstil atik sularinin renk gideriminde ozonlama (% 50-60 renk
giderimi), flokiilasyon/filtrasyon ( % 80’ e varan renk giderimi) ve kalsiyum hidrosiilfit
ile alkalinizasyon gibi kimyasal aritim islemleri kullanilmaktadir. Bu islemler 6n
iyilestirme olarak ya da biyolojik iyilestirmenin ardindan uygulanabilmektedir (Balan
and Monteiro, 2001).

1.1.4.3. Biyolojik Yontemlerle Boyar Madde Giderimi

Tekstil atik sularindaki boyar madde gideriminde kullanilan fiziksel ve kimyasal
aritim yontemlerinin uygulamasi ve siirdiiriilebilirliginin pahali olmalarinin yaninda,
birden fazla kompleks yapili boyar maddelerin bulundugu atik sularinda tek bir aritim
yontemi yeterli olmamaktadir (Banat et al., 1996). Son zamanlarda yapilan ¢alismalar
sonucunda bircok boya tirlini atitk sulardan giderebilme yetenegine sahip
mikroorganizma tiirlerinin varlig1 tespit edilmesi biyoteknolojik uygulamalari 6n plana
cikarmaktadir. Biyolojik prosesler kullanilarak yapilan atik su aritimi, aritim sonucunda
az camur Uretilmesi, maliyetin diisiik olmasi, zararli yan {irlinlerin olusmamas1 gibi
nedenlerden otiirii dikkat g¢ekicidir (Kocaer ve Alkan, 2002). Cing (2007), biyolojik
islemlerin yatirim maliyetinin ozonlama ve hidrojen peroksit gibi kimyasal yontemlere

gore 5-20 kat, isletme maliyetinin de 3-10 kat daha az oldugunu vurgulamaktadir.

Tekstil atik sularinin aritimida en yaygin kullanilan biyolojik aritim ydntemi

aktif camur sistemidir. Aktif ¢amur sistemi, ¢oziinen bazik ve direkt boyar maddelerin
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onemli bir kisminin rengini gidermektedir. Fakat genis oranda kullanilan reaktif ve asit
boyar maddeleri ¢ok az uzaklastirabilmektedir. Ayrica tekstil atik sularinin siirekli
degisken bilesiminden dolay1 bakteriyi canli tutmak zorlagsmaktadir (Basibiiylik ve ark.,
1998). Son zamanlarda tekstil atik sularinin renk gideriminde aerobik ve anaerobik

sistemlerin beraber kullanilmasi {lizerine ¢aligmalar yogunlagmaktadir.

Boyar maddelerin renk giderimi ile ilgili c¢aligmalarinda bitkiler, algler,
bakteriler ve funguslar olmak iizere pek ¢ok organizma ve sahip olduklar1 enzimatik
sistemler kullanilmaktadir. Bitkiler ve alglerle yapilan giderim g¢alismalar1 genellikle
boyar madde iceren atik sularin, biyosorbent gdrevi goren organizmalar tarafindan
tutularak ortamdan uzaklatirilmasi iizerine yogunlagsmaktadir (Ergene ve ark., 2009;
Hubbe et al., 2002; Deneshvar et al., 2006). Fungus ve bakteriler sahip olduklari
degisen ortamlara hizli adapte olabilme Ozellikleri nedeni ile diger canlilar arasinda
Oonemli bir Ustilinliige sahip olmakta ve ksenobiyotikleri de hizli bir sekilde metabolize
edebilecek enzim ya da sistemler gelistirebilmektedirler. Tiim bunlarin yaninda bazi
mikrobiyal tiirlerde bulunan ve ¢ok ¢esitli organik bilesiklere karsi etkili olan enzimatik
reaksiyon potansiyeli onemli bir avantaj olarak karsimiza c¢ikmaktadir. Tekstil atik
sularinda renk giderimin ¢alismalarinda canli ve 6lii hiicrelerle biyosorpsiyon islemleri,
aerobik ve anaerobik aritim, enzimatik sistemleri kullanilarak renk giderim gibi

biyolojik proseslerle ilgili calismalar bulunmaktadir.

1.2. LIGNINOLITIK ENZIMLER

Ligninolitik enzimler, kompleks ve yikima direngli bir polimer olan ligninin
yikiminda rol oynayan enzimlerdir. Lignin, seliilozdan sonra dogada en fazla bulunan,
bitkisel kaynakli yenilenebilir bir biyopolimer olmasi nedeniyle karbon dongiisiinde
onemli bir role sahiptir. Bu nedenle ligninolitik enzimler dogada olduk¢a 6nemli bir

yere sahiptir (Lankinen, 2004).

Ligninolitik enzimler, peroksidazlar, lakkazlar ve ekstraseliiler hidrojen peroksit
tretiminden sorumlu oksidazlar olmak iizere genis bir ekstraseliiler enzim sisteminden

olusmaktadir. Farkli tiir ve kiiltiir kosullarina 6zgili olarak enzim iiretim sistemleri
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degisebilmektedir. Lignin yikimindan asil sorumlu ligninolitik enzimler lakkaz, lignin
peroksidaz ve mangan peroksidaz olarak bildirilmektedir. Versatil peroksidazlar, lignin
peroksidazlar ve mangan peroksidazlarin yapisal ve fonksiyonel Ozelliklerinin bir
kombinasyonu olan demir igeren peroksidazlar grubundan yeni bir ligninolitik enzim
grubu olarak tanimlanmaktadir. Bunlarin yani sira hidrojen peroksit iiretimi ile
karakterize olan glikol oksidaz (GLOX) ve aril alkol oksidaz (AAO, EC 1.1.3.7)
enzimleri de ligninolitik enzimler siifina giren enzim gruplarindandir (Maciel et al.,

2010).

Lakkazlar (EC 1.10.3.2, benzenediol: oksijen oksidorediiktaz); fenolik igerikli
bilesikleri fenoksi radikallere okside eden, ¢oklu bakir atomu iceren fenoloksidaz grubu
enzimlerin bir grubudur. Lakkaz enzimleri diisiik substrat 6zgiilliikkleri ile karakterize
edilmekte olup, difenoller, polifenoller, farkli siibstitiye feoller, daiminler, aromatik
aminler ve hatta iyodin gibi inorganik bilesikler de dahil olmak iizere ¢ok fazla
cesitlilikteki substratlar1 okside etmektedirler (Tuncer, 2010a). Lakkazlar genelde
fenolik bilesiklerin yikiminda rol oynayan enzimler olarak bilinse de 2,2’-azinobis(3-
ethylbenzthiazoline-6-sulphonate) (ABTS) ya da 1-Hidroksibenzo triazole (HBT) gibi
mediatorlerin varhiginda fenolik olmayan bilesikleri de okside etme yetenekleri
bildirilmistir (Eggert et al., 1996). Lakkaz enzimleri oldukga fazla substratlarinin olmasi
ve dolayisiyla pek ¢ok reaksiyonu katalizleyebilmesi sebebiyle pek ¢ok alanda ticari

olarak kullanilmaktadir (Tuncer, 2010b).

Lignin peroksidaz (LiP, EC 1.11.1.14); oksidorediiktazlar ailesine ait demir
igeren bir ligninolitik enzimdir. Ik kez 1983 yilinda Phanerochaete chrysosporium ‘da
tanimlanmustir (Glenn et al., 1983). Lignin peroksidaz enzimi, oksidant olarak hidrojen
peroksit varliginda lignine benzer yapidaki bilesiklerin propil yan zincirlerinin C-C
baglarim1 oksidatif olarak parcalar ve tek elektron oksidasyonuyla substratini okside
eder. Diger peroksidazlara gore daha diisiikk bir pH olan pH 2.5 noktasinda optimum
caligmaktadir. Pek ¢ok polimerik substrati okside edebilme yetenegine sahip olan LiP
enzimi, aynt zamanda fenolik olmayan molekiillerin yitkiminda gdrev almasiyla 6nem

kazanmaktadir (Maciel et al., 2010).
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Mangan peroksidaz (MnP, EC 1.11.1.13) enzimi; kofaktér olarak mangana
ihtiya¢ duymasiyla Mangan-bagimli peroksidaz olarak da bilinmektedir. Ik kez
Phanerochaete chrysosporium da kesfedilen bu enzim (Kuwahara et al., 1984), demir
iceren oksidorediiktazlar grubuna girmektedir. Bu enzim ortamda bulunan Mn*? yi
Mn*® ¢ oksitler ve bu sayede fenolik halkalari fenoksi radikallerine déniistiirerek
molekiiliin yikilmasma onciilik eder (Hattaka, 1994). MnP enzim oksidant olarak
hidrojen peroksit varligina ihtiyag duymaktadir. Mangan bagimli peroksidaz, lignin
peroksidaz ve lakkaz ile birlikte ligninin biyolojik par¢alanmasindan sorumludur.
Ligninden poliaromatik hidrokarbonlara olmak iizere pek cok rekalsitrant bilesigi

yikiminda gorev almaktadir (Lankinen, 2004).

1.2.1. Ligninolitik Enzim Kaynaklari

Ligninolitik enzimler dogada pek cok farkli organizma grubu tarafindan

sentezlenebilmektedirler.

Funguslar ligninolitik enzim tiretiminde en iyi bilinen organizma grubu olmakla
birlikte, funguslar igerisinde ligninolitik enzim {iretim kapasitesi en yliksek grup beyaz
ciiriik¢til funguslardir. Sistematik olarak bir grup basidiyomisetleri igerisine alan beyaz
cliriik¢iil funguslar, ligninin karbondioksit ve suya kadar mineralizasyonunu saglayan
tek grup olarak bu enzimlerin tiretiminde 6nemli bir yere sahiptir. Dogal ortamlarinda
cogunlukla olii ya da canli odun pargalarinin {izerini yasam alani olarak tercih etmeleri
ile karakterize olurlar. Bu gruptaki funguslar birden fazla ligninolitik enzimi ayn1 anda
iiretebilme kapasitesine sahiptir (Eriksson, 1990; Lankinen, 2004). Beyaz ciirlikgiil
funguslardan Phanerochaete chrysosporium ve Trametes versicolor (Coriolus
versicolor ya da Polyporus versicolor) ligninolitik enzim firetimi en fazla g¢alisilan
makrofunguslardir. Bu grubun disinda yumusak c¢iiriik¢iil funguslarin ve kahverengi
clirlik¢iil funguslarin ligninin kismi parcalanmasinda gorev aldigi bildirilmektedir

(Dizge, 2007).

Funguslar kadar yaygin olmasa da bakteriler arasinda da linginolitik enzim

dretimi rapor edilmistir. Aktinomisetlerin ekstraseliiler peroksidaz {rettikleri
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bildirilmektedir. Filamentli bakterilerin bulundugu Streptomyces genusu lignin degrade
0zelligi bilinen bir gruptur ve lignin molekiiliinii % 15’ e varan oranlarda mineralize
edebilmektedir. Filamente sahip olmayan bakteri gruplarinda lignin yikim oraninin daha
diisiik oldugu goriilmektedir. Bununla birlikte ligninin mineralizasyonda yardimci rol
oynayabilmektedirler. Pseudomonas spp. bakteriler arasindaki lignin degaradsyonunda

en etkili suslardan biri olarak gbze carpmaktadir (Hattaka, 1994).

1.2.2. Ligninolitik Enzimlerin Kullanim Alanlari

Enzim teknolojisinin giderek geligsmesi, tiriinlerin kullanim alanlarinin g¢esitliligi
ve ekonomik degerinin ¢ok yiiksek olmasi, biyoteknolojinin endiistriyel enzimler ile
ilgili alaninda yapilan arastirmalarin daha da 6nem kazanmasina neden olmaktadir.
Ligninolitik enzimler, ¢ok gesitli ve rekalsitrant molekiillerin yikiminda ya da ara iiriin

olusumunda rol oynadiklarindan dolay1 kullanim alanlar1 oldukga genistir.

Ligninolitik enzimler gida endistrisi, ambalaj ve kagit endiistrisi, tekstil
endustrisi, biyoremediasyon ¢alismalari, besin endiistrisi, ila¢ endiistrisi, medikal,
kozmetik, nanoteknoloji ve organik madde sentezi gibi pek ¢ok alanda farkli amaglar

icin kullanilmaktadir (Cizelge 1. 4) (Maciel et al., 2010).

Cizelge 1.4. Ligninolitik enzimlerin kullanim alanlar1 ve amaglar1 (Maciel et al., 2010)

Ligninolitik

Kullanim Alam Enzimler

Kullanim Amaclari

Yiyecek ve iceceklerin fenolik
iceriginin giderilmesi
Lakkaz Askorbik asit belirlenmesi

. eker pancari pektin jelatinasyonu
Yiyecek ve Igecek > P P ! Y

Endustrisi

MnP Dogal aroma liretimi
Dogal aroma kaynagi
LiP Vanilin tiretimi
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Cizelge 1.4. Ligninolitik enzimlerin kullanim alanlar1 ve amaglar1 (Maciel et al., 2010)

(Devami)

Kullanim Alam

Ligninolitik
Enzimler

Kullanim Amagclari

Ambalaj ve Kagit
Endiistrisi

Lakkaz

Lignin depolimerizasyonu
Odun hamurundan lignin
uzaklastirilmast

Ambalaj kagidinin agartilmasi

MnP

Ambalaj kagidinin agartilmast

LiP

Ambalaj kagidinin renginin
giderilmesi
Fabrika atiklarinin giderimi

Tekstil Endistrisi

Lakkaz

Tekstil boyalarinin giderimi ve
agartma

MnP

Tekstil boyalarinin giderimi ve
agartma

LiP

Tekstil boyalarinin giderimi ve
agartma

Biyoremediasyon

Lakkaz

Ksenobiyotiklerin
biyodegradasyonu

Polisiklik aromatik hidrokarbonlarin
(PAH) degradasyonu

MnP

PAH degradasyonu

Sentetik boyar madde degradasyonu
Bitkisel kaynakli kagitlarin
agartilmasi

DDT, PCB, TNT degradasyonu

LiP

Azo, heterosiklik, reaktif ve
polimerik boyar maddelerin
giderimi

Cevresel kirliligin mineralizasyonu
Ksenobiyotik ve pestisit
degradasyonu

Organik Sentez, Medikal,
Farmasotik, Kozmetik ve
Nanoteknoloji
Uygulamalari

Lakkaz

Polimerlerin {iretimi

Fenol ve steroidlerin baglanmasi
Medikal ajanlar

Karbon-azot baglarinin
olusturulmasi

Kompleks dogal iiriinlerin sentezi
Kisisel hijyen iiriinleri
Biyosensor ve biyobildirici

MnP

Akrilamid polimerizasyonu
Polimer kaucuk degradasyonu
Direkt elektron transferi

LiP

Fonksiyonel bilesik sentezi
Kozmetik ve dermotolojik cilt
iiriinleri
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1.3. LITERATUR ARASTIRMALARI

Beyaz ciirtik¢iil funguslar, dogal ve endiistriyel lignin yikiminin yani sira, gesitli
kirleticiler dahil genis araliklardaki rekalsitrant aromatik bilesikleri yikima
ugratabilmektedirler. Bu o6zelliklerinden dolayr beyaz cliriik¢iil funguslarla yapilan
biyodegradasyon calismalar1 giderek ilgi kazanmaktadir. Tekstil atik sularinda kirlilik
etmeni olusturan boyar maddelerin giderimi de biyodegradasyon ¢alismalarinin 6nemli
bir kolunu olusturma olup, iilkemiz ve diinyada pek c¢ok arastirici bu konuya ilgi
duymakta ve ¢ok ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir. Bu nedenle konu ile ilgili sunulacak
herhangi bir literatiir 6zetinin eksik olmamasi miimkiin goriilmemektedir. Calisma

sayisinin ¢oklugu nedeni ile burada sadece temsilci 6rneklerden s6z edilebilmistir.

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, ortamda bulunan boyar maddelerin rengini
biyosorpsiyon ve enzimatik yikim olmak iizere iki sekilde giderebilmektedir. Buna bagl
olarak bu funguslarla yapilan renk giderim c¢alismalari, fungusun boyali ortamda
biiytitiilmesi (in vivo) yoluyla biyosorpsiyon ya da direkt enzimatik yikim (in vitro)

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Beyaz ciiriik¢iil funguslardan Phanerochaete chrysosporium ligninolitik enzim
iiretimi ve boyar madde giderim yetenegi en yaygin olarak caligilan fungus olip pek ¢ok
calismaya konu olmustur (Yesilada ve Ozcan, 1998; Ollikka et al., 1993; Gao et al.,
2006).

Balan ve Monteiro (2001) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada Brezilya’ dan
izole edilen 4 farkli makrofungusun indigo boyar madde (CI Vat Blue I) igeren sivi
ortamda biiylimesi sirasinda neden olduklari renk giderimleri arastirilmistir. Phellinus
gilvus izolatinda renk giderimi 4 giiniin sonunda % 100’ e ulagirken bu oran, Pleurotus
sajor-caju i¢in % 94, Pycnoporus sanguineus igin % 91, Phanerochaete chrysosporium

i¢in % 75 olarak ol¢limiistiir.

Rabinson ve arkadaslart (2001) tarafindan yapilan bir diger c¢alismada
Bjerkandera adusta, Phlebia tremellosa, Pleurotus ostreatus ve Coriolus versicolor,
beyaz ciiriik¢iil funguslarinin kisith azot bulunan mineral tuz ortaminda LiP, MnP ve

lakkaz tretim yetenekleri arastirilmig, B.adusta ve P.tremellosa yiiksek enzim
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aktivitelerinden dolay1 yapay tekstil atik suyu giderim ¢alismalarinda kullanilmak {izere
secilmigtir. Degradasyon deneyleri 100 mg/l derisimde boyar madde igeren azot
bakiminda zengin ve kisith kosullarda gergeklestirilmistir. Azot miktarinin B.adusta
tarafindan gercgeklestirilen boyar madde gideriminde bir etkisi olmadig1 belirlenirken,
P.tremellosa i¢in ¢ok kiiglik bir diisiis oldugi belirlenmistir. Azot igeriginin renk

giderim zamanina da herhangi bir etkisi olmadig1 saptanmistir.

Olii agag kalintilarinda izole edilen ve Ganoderma sp.WR-1 olarak tanimalanan
makrofungus izolati ile gergeklestirilen bir ¢alismada 100 ppm amaranth boyar maddesi
ilave edilen % 2 nisasta ve % 0.125 yeast ekstakt bulunan optimize biiyiime ortaminda
% 96 renk giderim oranina ulasilmistir. Bu giderim kapasitesinin, boyar madde giderim
calismalarinda yaygin olarak kullanilan T.versicolor ve P.chrysosporium suslarina
oranla oldukga yiiksek oldugu vurgulanmaktadir. Ganoderma sp.WR-1 izolat1 tekstil
endiistrisi atik suyu bulunan ortamda biiyiitiildiigiinde 12 giin icerisinde rengi tamamen

giderdigi gozlemlenmistir (Ravenkar and Lele, 2007).

Bir bagka ¢alismada Acid Orange 7, Acid Red 18 ve Reactive Black 5 boyar
maddelerinin Schizophyllum commune’ nun gelisimi {lizerindeki etkisi ve bu boyar
maddelerin giderimi ¢alisilmistir. Bu ¢alismada farkli baslangi¢ pH degerlerinin (1-6)
ve boyar madde konsantrasyonlarinin (10-100 mg/l) renk giderimi ve mantarlarin
gelisimi iizerindeki etkisi arastirilmistir. Mantarlarin gelisimi ve bu {i¢ azo boyanin
renginin giderimi igin optimal pH’nin 2 oldugu saptanmistir. Boyar madde derisimi
arttik¢a mantarin gelisiminin de inhibe oldugu belirlenirkeni en diisiik boyar madde
konsantrasyonlarin malsimum renk giderimi gdzlemlenmistir. Diger 2 boyar maddeye
oranla Reactibe Black 5’ in daha yiiksek oranda giderildigi vurgulanmistir
(Renganathan et al., 2006).

Yesilada ve arkadaslar1 (2001), baslangic pH’ s1, boya konsantrasyonu, pellet
miktar1, sicaklik ve karistirma gibi kosullarin Funalia trogii’nin renk giderimi aktivitesi
tizerine etkisi arastirilmigtir. Baslangi¢ pH’ s1 diginaki tiim faktorlerin izolatin renk
giderim aktivitesi lizerinde onemli oldugu belirlenmistir. Boyar maddenin fungal
pelletler tarafindan adsorbe edilerek dekolorizasyonunun son asamsini, mikrobiyal

metabolizma yoluyla degradasyon izlemistir. Sicaklik uygulamasi ile dldiiriilen fungal
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pelletlerin de Astrazon red boyasini giderim kapasitesi arastirilmigtir. Bu pelletleri 24
saatlik siirede boyar maddenin % 55’ ini biinyesinde tuttugu , ikinici tekrarda ise bu

oran % 24’e dlismektedir.

Dichomitus squalens makrofungusu tarafindan Orange G, Amaranth, Orange I,
Remazol Brilliant Blue R (RBBR), Cu-Fitalosiyanin, Poly R-478, Malasit Yesili ve
Kristal Viyole boyar maddelerinin giderimi Eichlerova ve arkadaslar1 (2006) tarafindan
agar plaklarinda arastirilmistir. Beyaz c¢iirlik¢iil izolat, ayn1 yogunlukta olmamasina
karsin test edilen tim boyar maddelerde renk giderim kapasitesi gostermistir. Bazi
boyar maddeler 2 g/l gibi yogun bir derisimde kullanilmasina karsin degradasyon
kapasitesinde bir kisitlama olmadigi belirtilmistir. Kat1 ortamdaki boyar maddelerin
varlig1 fungusun misel biiylimesini azaltirken, biiylime orani ile renk giderimi rasinda
pozitif iligki oldugu goézlemlenmistir. Orange G ve RBBR boyar maddelerinin renk
giderimleri ayrica sivi kiiltiirde de g¢alisilmis, her iki boyali ortamda da ligninolitik
enzim tiiretimi ve hidrojen peroksit {iretiminin arttig1 ancak biyomas iiretiminde azalma
meydana geldigi saptanmistir. RBBR boyar maddesi Orange G’ ye gore daha yiiksek

oranda giderilmistir.

Perumal ve arkadaslari (2007) tarafindan yiiriitillen bir ¢alismada Trametes
hirsuta ve Pleurotus florida funguslarinin Blue CA, Black B133 ve Corazol Violet SR
boyar maddelerinin giderim verimleri aragtirilmistir. Makismum renk giderimi 200 mg/1
Blue 133 boyar maddesinde P. florida i¢in inkiibasyonun 4. giiniinde, T. hirsuta igin
inkiibasyonun 6. giiniinde olarak belirlenmistir. Izolatlarin boyar madde giderim
yeteneklerinin arttirtlmas: i¢in % 1 ve 2’ lik glikoz konsatrasyonlaro denenmistir.
Lakkaz kaynakli renk gideriminin belirlenmesi amaciyla P. florida ve T. hirsuta
izolatlari, substrat olarak piring kepegi bulunan ortamda kati faz yontemi ile
biiyiitiilmiis, sirasiyla 0.175 U/ml ve 0.126 U/ml lakkaz aktivitesi belirlenmistir. En
etkili renk giderimin ise % 2 (w/v) glikoz varliginda P. florida susu kullanilarak elde

edildigi belirlenmistir.

Giderim calismalarinda kullanilan yontemlerden biri de fungal biyokiitlenin

immobilizasyonudur. Mazmanci ve arkadaglari (2005) tarafindan gergeklestirilen
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calismada Funalia trogii ATCC 200800 fungusu bitkisel kokenli bir materyal olan Luffa
cylindrica’ ya tutuklanmis ve immobilize fungusun Drimaren Blue K2RL boyar
maddesini giderim kapasitesi arastirilmustir. 150 rpm calkalamali ortamda, 30 C* de,
pH 5 de gergeklestirilen inkiibasyon sonunda % 80 oraninda giderim saglanmistir.
Karbon ve azot kaynag: eklenmeyen Luffa cylindrica i¢eren ortamlarda fungusun renk
giderimindeki etkinligi arastirilmis, bu amagla ortamlara 5 farkli konsantrasyonda
boyar madde eklenmistir. Calisma sonucunda kontrol grubunda ve boyar madde igeren
ortamlarda lakkaz ve peroksidaz enzim aktivitesine rastlanmistir. Ortamda seker ve azot
eklenmemis olmamasina karsin renk gideriminin gegeklestigi saptanmistir. Yapilan
mikroskobik ve makroskobik incelemelerde boyar maddenin fungus yiizeyine adsorbe
olmadig1 ancak lif {izerine adsorbe oldugu (7-11 mg/L) tespit edilmistir. Tutuklanmis
fungusun maksimum renk giderim kapasitesinin bulunabilmesi i¢in ortamlara farkli
konsantrasyonlarda (25-50-100-150-200 mg/L) boyar madde eklenmistir. Calisma
sonucunda Luffa cylindrica’ min funguslarin tutuklanmasinda kullanilabilecek bir
materyal oldugu, F.trogii kiiltiirleri tarafinda Drimaren Blue K2RL’nin renginin
giderilebildigi, karbon ve azot kaynagi eklenmeyen ortamlarda renk gideriminin etkili

sekilde gergeklestigi bulunmustur.

Ortamda bulunan karbon ve azot kaynaklar1 ligninolitik enzim iiretimi ve boyar
madde giderimi tizerinde etkili olmaktadir. Trametes versicolor KCTC 16781 izolati ile
yapilan c¢alismada, karbon ve azot kaynaklarinin MnP, LiP ve lakkaz gibi ligninolitik
enzim tretimi tizerindeki etkilerinin yani sira boyar madde gideriminde biyosorpsiyon
ve biyodegradasyon terimleri arastirilmistir. Yapilan ¢alisma sonucunda glikoz lakkaz
ve MnP enzimlerinin iretiminde en yliksek potansiyeli gosteren karbon kaynagi
olurken, amonyum tartaratin enzim {retimi i¢in 1iyi bir azot kaynagi oldugu
belirlenmistir. Lakkaz ve MnP enzimlerinin iiretiminde en uygun C/N oraninin 25
oldugu tespit edilmistir. . Trametes versicolor KCTC 16781 izolat1 optimum kosullarda,
72 saatte 33.7 U/ml lakkaz fiiretilirken, 96 saatte 475 U/ml MnP iiretmektedir ve bu
kosullarda % 90’ nin {izerinde boyar madde giderimi gézlemlenmektedir (Yuri et al.,
2006).
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Verma ve Maddwar (2002) tarafindan yapilan ¢alismalarda Pleurotus ostreatus
ve Phanerochaete chrysosporium makrofunguslari kullanilarak yapilan bir ¢alismada
farkli aik substratlar kullanilarak ligninolitik enzim iiretimi izlenmis ve elde edilen
enzimlerin boyar madde giderim Kkapasiteleri arastirilmistir. Her iki izolatin da
maksimum lakkaz, MnP ve LiP enzimi iiretimini yalanci tespih agaci otunda gosterdigi
belirlenmistir. P.ostreatus ve P.chrysosporium izolatlarinin en iyi atik tipinde
birliktekiiltiire edilmesi sonucunda 25. giinde elde edilen kiiltiir filtrat1 ile 9 farkli boyar
madde kullanilarak renk giderim ¢alismalar1 gerceklestirilmis, ortamdaki hidrojen

peroksit varliginin renk giderimini arttirdirdigi belirlenmistir.

Bir diger ¢alismada Schizophyllum sp. F17 makrofungusunun kati faz kiltiir
yontemi ile ¢am odunu iizerinde biiyiitiilmesi sirasinda izole edilen MnP enzimi,
Sephadex G-75 je filtrasyon kramotogrofisi ve DEAE- selilloz anyon degisim
kramotografisi yontemleri ile saflastirilmistir. Saflastirilan enzim optimum calisma
sicaklign ve pH’ s1 sirasiyla 35 C° ve 6.8 olarak belirlenirken, enzimin 25 C* de 1
saatlik inkiibasyon periyotlarinda pH 4.0-7.0 arasinda stabilite gosterdigi belirlenmistir.
Saflagtirilan enzimin Congo Red, Orange G ve Orange IV azo boyar maddelerini
giderim yetenegi arastirilmistir. En yiiksek degradasyon 1 saatin sonunda % 30 oranla

Orange IV boyar maddesinde gozlemlenmistir (Xiaobin et al., 2007).

Sarnthima ve Khammuang (2008), tarafindan gergeklestirilen in vitro ¢alismada
Pleurotus sajor-caju tarafindan tiretilen ligninolitik enzimin karakterizasyonu ve boyar
madde giderim kapasitesi ¢alisilmistir. Ekstraseliiler kiiltiir sivisina uygulanan dogal
poliakrilamid jel elektroforezi ile kiiltiir sivisinda lakkaz enziminin iki izoenzimi
bulundugu belirlenmistir. Elde edilen ham enzimin ABTS substrat1 varliginda optimum
40 °C ve 6.0 pH’ da calisirken, 30 C°ve pH 5.0 noktasinda en yiiksek stabilite gosterdigi
belirlenmistir. Ham kiiltiir sivisinin direk indigo carmin ve Metil Red boyalariyla
muamele edilmesi sonucunda sirasiyla % 90 ve % 3.5 renk giderim oranlari elde

edilmistir.

Son yillarda beyaz ¢iiriikkgiil funguslarin ligninolitik enzim {retimlerinin
indiiklenmesi i¢in endiistriyel atik formunda bulunan ligninoseliilozik igerikli

materyallerin kullanilmasi ¢alismalara yeni bir boyut kazandirmaktadir (Guerra et al.,
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2008; Couto, 2007; Irshad et al., 2011; Isikhuemhen et al., 2012). Osma ve arkadaslari
(2006) tarafindan yiiriitilen c¢alismada Trametes pubescens CBS 696.94 atik
formundaki muz kabugu substratinda biiyiitiilmesi ile 1570 U/l ekstraseliiler lakkaz
tiretimi gerceklestiriliyor. Elde edilen lakkaz enzimi ile gergeklestirilen in vitro boyar

madde giderim ¢aligmalarinda oldukca iyi sonuglar elde edildigi gozlemlenmistir.

Boran ve Yesilada (2011) tarafindan gergeklestirilen bir diger ¢alismada Funalia
trogii ve Trametes versicolor izolatlarinin, zeytinyagi fabrikasi atik suyu ve alkol
fabrikasi atik suyu (silempe) ile nemlendirilen bugday kepegi subtratinda biiyiitiilmeleri
sirasinda lakkaz enzimi saptanmistir. Maksimum lakkaz aktivitesi, F. trogii’ de 5 mM
CuS04.5H,0 ve % 25 silempe ile nemlendirilen bugday kepegi ortaminda 14.18 U/ml
olarak belirlenmistir. Fermentasyon sonucu elde edilen kiiltiir sivisinin azo boyar madde
giderim yetenegi de arastirilmistir. 0.063 U/ml F. trogii lakkazi bir dakika icerisinde
reaksiyon karigiminda % 66 renk giderimine neden olurken, T. versicolor da bu oran %

14 olarak tespit edilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalarindan biyodegradasyon ve biyoremediasyon
calismalarinda ligninolitik enzimlerin ekonomik ve ekolojik gerekgelerle oldukca

onemli bir yere sahip oldugu gozlemlenmektedir.
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2. MATERYAL ve METODLAR

2.1. Materyal
2.1.1. Makrofungus izolatlar1

Calismada tlkemizin farkli illerinden toplanan basidiomata 6rneklerinden
dikaryotik misel formunda izole edilen ve Eskisehir Osmangazi Universitesinde
korunan Basidiomycetes stok kiiltiirlerinin bir kismi kullanilmistir. Stok kiiltiirlerin
devamliligy Potato Dekstroz Agar (PDA) ortaminda + 4 °C’° de saklanarak saglanmustir.
Ligninolitik enzim iiretimi ve boyar madde giderim potansiyeli yiiksek olan izolatlar
belirlemek amaciyla listesi Cizelge 2.1 de sunulan izolatlar kullanilmistir. Calismanin
her asamas1 dncesinde, stok kiiltiirler PDA ortaminda 27 °C’de 7 giin inkiibe edilerek

aktiflestirilmistir.

Cizelge 2.1. Tarama c¢alismasinda kullanilan Basidiomycetes tiirleri

OBCC OBCC
Tiir ada Tiir ad1
Kodu Kodu
24 Macrolepiota procera 2519 Tanimlanmamis izolat
26 Saprofit izolat 2520 Tanimlanmamis izolat
36 Beyaz giiriik¢iil izolat 3001 Trametes versicolor
1004 Ganoderma carnosum 3002 Tapinella panuoides
1009 Pleurotus eryngii 3004 Cycstoderma sp.
1015 Pleurotus ostreatus 3006 Tanimlanmams izolat
1021 Pleurotus ostreatus 3007 Lentinus tigrinus
1022 Pleurotus ostreatus 3501 Polyporus arcularius
1023 Schizophyllum commune 5002 Trametes versicolor
1024 Schizophyllum commune 5008 Ganoderma lucidum
1025 Schizophyllum commune 5017 Beyaz ciiriik¢iil izolat
1028 Coprinus comatus 5019 Macrolepiota procera
1033 Saprofit izolat 5024 Hygrocbe pratensis




27

Cizelge 2.1. Tarama c¢alismasinda kullanilan Basidiomycetes tiirleri (Devami)

OBCC OBCC
Tiir ad1 Tiir adx
Kodu Kodu
1038 Saprofit izolat 5027 Schizophyllum commune
1045 Inonotus hispidus 5040 Tricholoma caligatum
1047 Tanimlanmamis izolat 5041 Trametes velutina
1050 Tanimlanmamis izolat 5042 Tanimlanmamis izolat
1054 Tanimlanmamis izolat 5043 Tanimlanmamis izolat
1058 Tanimlanmamis izolat 5044 Tanimlanmamis izolat
2001 Lenzites betulina ATCC 200801 | Trametes versicolor (kontrol)
2502 Stereum hirsutum

2.1.2.Besiyerleri

Calisma stiresince kullanilan tiim besiyerleri, aksi belirtilmedik¢e besiyeri
igeriginin distile suda ¢oziiliip otoklavda 1.1 atm basing ve 121 °C sicaklikta 15 dakika

stire islem gormesi ile steril edilerek kullanilmastir.

Besiyeri 1: Patates Dekstroz Agar (PDA)

Ticari hazir besiyerinden (Merck) 39 g/l oraninda tartilarak hazirlanmigstir.

Makrofungus izolatlarmin gelistirilmesinde kullanilmistir.

Besiyeri 2: Modifiye Kirk Ortamm (MKM)

Glikoz 1.0 g
Ure 0.036 g
KH,;PO4 2.0 g
MgSO4.7H,0 0.5 g

CaCl, 0.099 g
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Agar 15.0 g
Distile su 1000 ml

izolatlarn ligninolitik enzim ve boyar madde giderim kapasitelerinin

belirlenmesi asamasinda kullanilmistir (Kalmis ve ark., 2007).

Besiyeri 3: Ligninolitik Enzim Tarama Ortamlari

Izolatlarin ligninolitik enzim {iretim kapasitelerini belirlemek icin kullanilan
substratlar Cizelge 2.2’ de sunulmustur. Tiim substratlar 0.22 mikron por c¢apinda
filtrelerden gegcirilerek steril edildikten sonra, otoklav sonrasi son derisimleri saglanacak
sekilde aseptik kosullarda Besiyeri 2 ortamina ilave edilmis ve 9 cm capindaki petri

kaplarina aktarilmistir (Kalmis ve ark., 2007).

Cizelge 2.2. Ligninolitik enzim aktivitesini belirlemek icin kullanilan substratlar ve

derisimleri
Substrat Marka Konsantrasyon (%)
ABTS Sigma 0.04
Gallik Asit Merck 0.5
Guaicol Sigma 0.01

Besiyeri 4: Boyar Madde Giderimi Tarama Ortamlar:

Izolatlarin boyar madde giderim kapasitelerini belirlemek amaciyla 6 farkli boya
kullanilmistir (Cizelge 2.3). Boyar maddelerin sterilizasyonu 0.22 mikron por ¢apinda
filtreler kullanilarak saglandiktan sonra Besiyeri 2 ortamina son derisimleri saglanacak
sekilde aseptik kosullarda eklenmesi ile elde edilen besiyeri 9 cm capindaki petri

kaplarina aktarilmistir.
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Cizelge 2.3. Boyar madde giderim kapasitesinin belirlenmesi i¢in kullanilan boyar

maddeler ve derisimleri

Boyar Maddeler Markasi Konsantrasyon
Remazol Brilliant Blue R (RBBR) Sigma % 0.04
Remazol Black (Reaktif Black 5) Ticari % 0.02
Cibacron Blue 3R (Reaktif Blue 49) Ticari % 0.02
Amarant Sigma % 0.02
Kristal Viyole Merck % 0.02
Malasit Yesili Himedia % 0.02

Besiyeri 5: Patates Malt Pepton Ortami (PMP)

Malt Ekstrakt 100 g
Pepton 10 ¢
Patates Dekstroz Broth 240 ¢

Inokiilant hazirlanmasinda kiiltiir gelistirme ortami olarak kullanilmistir.

Besiyeri 6: Ligninolitik Enzim Indiiksiyon Ortam I

Karbon kaynagi 100 g
KH,PO, 10 g
MgSO..7H,0 05 g
NH,NO; 05 g
Yeast Extract 10 g
Iz element ¢ozeltisi* 100 ml
Distile su 990.0 ml

pH 6.0
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*z element cozeltisi

CaCl, .2H,0 06 g
CuSO,4 . 7TH,0 005 g
FeSO,. 7H,0 005 ¢
MnSO, . H,0 005 ¢
ZnS0Oq4 . TH,0 001 g
Distile su 100.0 ml

Iz element ¢ozeltisi igerigi distile suda ¢oziiliip filtre ile steril edildikten sonra,
steril besiyeri bilesimine aseptik kosullarda ilave edilmistir. Besiyeri bilesimine karbon
kaynag1 olarak portakal kabugu, ¢ay atigi, bugday kepegi veya glukoz ilave edilerek
derin ve statik kiiltiir tiplerinde enzim tiretim ortami olarak kullanilmistir (Mikiashvili et
al., 2006).

Besiyeri 7: Ligninolitik Enzim Indiiksiyon Ortam II

Atik materyaller (portakal kabugu, cay atig1, bugday kepegi) erlenlere aktarilarak,
Besiyeri 6 (karbon kaynagi disinda) ile 1:3 oraninda nemlendirilmistir. Sterilizasyon
islemi otoklavda 121 °C’de 45 dk. siireyle gergeklestirilmistir. Kati faz kiiltiir

sisteminde enzim iiretim ortami olarak kullanilmistir (Mikiashvili et al., 2006).

Besiyeri 8: Patates Dekstroz Broth (PDB)

Ticari hazir besiyerinden (Acumedia) 24 g/l oraninda tartilarak hazirlanmistir.
Makrofungus izolatlarinin sivi besi ortaminda misel yumaklar1 (pellet) formunda

gelistirilmesinde kullanilmistir.
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2.1.3. Cozeltiler ve diger kimyasal maddeler

Calismalarda kullanilan kimyasallar ve kullanim alanlar1 Cizelge 2.4° te

belirtilmistir.

Cozelti 1: 83.17 mM KOH Cozeltisi

0.47 gr KOH (Merck), yeterli miktarda distile suda ¢oziildiikten sonra 100 ml’ye

tamamlanmasti ile hazirlanmistir. Portakal kabugunun nétralizasyonunda kullanilmistir.

Cozelti 2: Bradford Reaktifi

25 mg Commassie Brilliant Blue G-250 (Applied Chemistry) boyasina, 12.5 ml
etanol (%95) ve 25 ml H3PO,4 (% 85) eklendikten sonra distile su ile 250 ml’ye
tamamlanmasi ile hazirlanmistir. Kullanmadan 6nce Whatman No: 1 filtre kagidindan
gecirilip, 151k almayan ortamda oda sicakliginda muhafaza edilmistir. Protein miktar

tayininde belirteg olarak kullanilmustir.

Cozelti 3: Yapay Deniz Suyu

Yeterli miktarda distile suda 35 g NaCl (Merck) ¢oziildiikten sonra ¢ozelti hacmi
1000 ml’ ye tamamlanmistir. Degradasyon diirlinlerinin toksisitelerinin belirlenmesi

asamasinda kullanilmustir.
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Kimyasal maddeler

Kullanim Amaci

RBBR

Remazol Black
Cibacron Blue 3R
Amaranth

Kristal Viyole
Malasit Yesili

Boyar madde giderim ¢aligsmalar1 ve
yapay atik su olusturma

% 1 Agaroz jel

Izolatin molekiiler yontemlerle
tanilanmasi

DMP

ABTS

Veratril alkol

Hidrojen Peroksit (H,0,)
MnSO,

Sodyum Tartarat
Sodyum Asetat

Ligninolitik enzim aktivitesi tayini

% 5’ lik Fenol

FSA yontemi ile toplam karbonhidrat

tayini
1-Hidroksibenzo triazole (HBT) Mediator
Sodyum Azid (NaNs3) inhibitér

n-Propil Gallat (n-PG)

Katalaz enzimi

Ortamdaki H,0; yikimi

0.25 M Fosfat tamponu

pH tamponu

Amonyum Siilfat

Proteinlerin ¢oktiiriilmesi

% 0,05 EDTA
% 2 NaHCO3

Diyaliz tliplerinin hazirlanmasi

Sodyum alginat
0.2 M CaCl,

Enzim immobilizasyonu
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2.2. Metodlar

2.2.1. Makrofungus Izolatlarmin Ligninolitik Enzim Uretim ve Boyar Madde

Renk Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Daha yiiksek ligninolitik enzim iiretim ve boyar madde renk giderim
kapasitesine sahip makrofungus izolatlarinin belirlenmesi amaciyla, enzim substrati ve

boyar madde igeren besi ortamlarinda bir 6n tarama islemi gergeklestirilmistir.

Bu amagla 6ncelikle makrofungus izolatlart PDA ortaminda 30 °C’de 7 giin
inkiibe edilerek aktiflestirilmistir. Fungal koloninin aktif biiyiiyen dis sinirlarindan elde
edilen 6 mm c¢apindaki misel diskleri, ligninolitik enzim ve boyar madde giderimi
tarama ortamlarma inokiile edilmistir. Inokiilasyon yapilan petriler 30 °C’de 20 giin
boyunca inkiibasyona birakilarak inceleme parametreleri agisindan inkiibasyonun ilk 9
giiniinde giinliik olarak ve sonraki inkiibasyon periyodunda 11, 13, 15, 17 ve 20.
giinlerde degerlendirilmistir (Diwaniyan et al., 2009, Kalmis ve ark., 2007, Anastasi et
al., 2010)

Inkiibasyon siiresince fungus koloni ¢apt ve substratlar icin spesifik renk

reaksiyonlar1 dijital kumpas yardimiyla dlgiilerek elde edilen sonugclar;

a: Spesifik renk degisiminin ilk goriildiigii giin (Eichlerova et al., 2006),

b: Spesifik renk degisiminin petrinin tamamini kapladigi giin (Eichlerova et al.,
2006),

c: Spesifik renk degisiminin zon ¢ap1 (mm) (Eichlerova et al., 2006),

d: Spesifik renk degisiminin zon ¢apinin tiim petrinin ¢apina (90 mm) orani (%)
(Eichlerova et al., 2006),

e: Spesifik renk degisiminin zon ¢apinin fungus koloni ¢apina orani (Dhouib et
al., 2005)

olmak tizere 6 farkli parametreye gore degerlendirilmistir.

Ligninolitik enzim tarama ortamlarinda, substratlara 6zgii renk reaksiyonu (gallik
asit i¢in kahverengi, ABTS i¢in yesil ve guaicol i¢in kahverengi-kirmizi) goriilen zon

olusumu pozitif reaksiyon olarak degerlendirilmistir (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Pozitif sonug olarak degerlendirilen substrata 6zgii renk reaksiyonlari; a:

Gallik Asit, b: ABTS, c: Guaicol.

[zolatlarin boyar madde giderim kapasitelerinin belirlenmesi amaciyla, fungus
kolonisi alt1 ve/veya etrafindaki renk agilimi (dekolorizasyon) pozitif sonug¢ olarak
izlenmistir (Sekil 2.2). Renk agilimi ve fungus koloni ¢apinin dijital kumpas yardimiyla

Olcililmesi ile elde edilen veriler;

a: fungusun boya igeren petrideki koloni ¢ap1 (mm) (Kalmis ve ark., 2007)

b: fungusun boya igeren petride biiyiime hiz1 (mm/giin) (Bilay ve ark., 2000),

c: Renk gideriminin basladig: giin (Eichlerova et al., 2006),

d: Renk gideriminin tamamen bittigi (rengin tamamen agildig1) giin (Eichlerova et
al., 2006),

e: Renk gideriminin zon ¢ap1, kontrole (boyasiz ortamdaki gelismeye) gore
gelisim (%)(Eichlerova et al., 2007),

f: Renk gideriminin zon ¢apinin tiim petri ¢apina (90 mm) orani (%)(Eichlerova
vet al., 2006)

g: Renk gideriminin zon gapinin fungus koloni ¢apina orani (Dhouib, 2005),

h: kontrole (boyasiz ortam) gore gelisim (%)(Eichlerova et al., 2006),

Boya igeren ortamdaki koloni ¢ap1
% Gelisim : x 100
Boya igermeyen ortamdaki koloni ¢ap1
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olmak tizere 7 farkli parametreye gore degerlendirilmistir.

1]

Sekil 2.2. RBBR (1), Remazol Black (2), Cibacron Blue 3R (3), Amaranth (4), Kristal
Viyole(5) ve Malasit Yesili (6) boyar maddeler {izerinde meydana gelen renk giderim
ornekleri; a: abiyotik kontrol grubu, b: deney grubu

Makrofungus izolatlarin aktivitelerini degerlendirebilmek amaci ile ligninolitik
enzim tretimi agisindan Tirkiye’ den izole edilmis standart bir sus olan Trametes
versicolor ATCC 200801 susu da diger izolatlarla ayni kosullarda c¢alisilmis ve
aktivitesi ayni parametrelere gore hesaplanmistir. Enzim {iretimi ve boyalarin renk
giderimi taramasi siiresince substrat/boyar madde igermeyen ortamda biiyiitme (biyotik

kontrol) ve inokiile edilmeyen substrat/boyar madde igeren petriler (abiyotik kontrol)
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olmak tiizere iki kontrol grubu daha caligmaya dahil edilmistir. Deneylerin tiimii 3
paralel halinde gerceklestirilmis olup veriler paralellerin ortalamalar1 alinarak

degerlendirilmistir.

2.2.2. Farkh Kiiltiir Teknikleri ve Substratlarin Ligninolitik Enzim Uretimine

Etkisi

Calismanin bu asamasinda, farkl kiiltiir sistemleri ve indiikleyicilerin segilen
makrofungus izolatlarinin ligninolitik enzim {iretimlerine etkisi arastirilmistir. Secilen
izolatlarin 3 farkli kiiltiir (derin, statik ve kat1 faz ) sisteminde ve gesitli tarimsal atiklar
(portakal kabugu, cay atig1, bugday kepegi) ile ticari bir indiikleyici oldugu bilinen 2,5-
ksilidin (Sigma) varliginda biiyiimeleri sirasinda ligninolitik enzim {iretimi zamana

bagli olarak izlenmistir.

2.2.2.1. Atiklar ve Indiikleyicinin Hazirlanmasi

Kiiltiir tiplerinde kullanilacak portakal kabugu, cay atig1 ve bugday kepegi gibi
atiklar, kaynagindan atik formunda alinarak laboratuvar ortamina getirilmistir. Organik
asit icerigi bakimindan zengin bir atik oldugu bilinen portakal kabugu atig, 1:3
oraninda Cozelti 1 ile bir saat muamele edilerek On noétralizasyon islemine tabii
tutulmustur. Distile ile su ile yikanan substratlar, 30 °C’de kurutularak kullanima hazir

hale getirilmistir (Rosales et al., 2007).

Derin ve statik kiiltiir sistemlerinde, atik tiplerinin indiikleyici etkisinin
karsilagtirilmas1 amaciyla karbon kaynagi olarak yalnizca glikoz igeren ortam negatif
kontrol olarak kullanilirken, ticari bir indiikleyici olarak ¢ok fazla kullanilan 2,5-ksilidin
pozitif kontrol olarak ¢alismaya dahil edilmistir. Etanolde (%50) ¢6ziilen 2,5-ksilidin
0.22 mikronluk filtreden gegcirilerek steril edilmis ve karbon kaynagi olarak glikoz
igeren Besiyeri 5 ortamina, inkiibasyonun 3. giiniinde, son konsantrasyonu 1 mM olacak

bigimde ilave edilmistir.
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2.2.2.2. Makrofungus Izelatlarimin Kiiltiir Ortamlarina Inokiilasyonu

Bu amagla PDA ortaminda aktiflestirilen makrofungus izolatlarinin
misellerinden elde edilen 6 mm c¢apinda disklerden 5 adet alinarak 100 ml PMP
ortamma aktarilmasi yolu ile inokiilasyon saglanmustir. Inokiilasyonu gerceklestirilen
izolatlar ¢alkalamali etiivde (Edmund Buhler) 100 rpm’ de 30 °C’ de 4 giin
biiyiitiildiikten sonra, fazla besiyeri dokiiliip, fungus pelletleri 2 kez steril distile su ile
yikanarak ©on gelistirme besiyeri kalintilarindan arindirilmistir. Daha sonra dokiilen
besiyeri miktar1 kadar steril distile su fungus pelletleri iizerine ilave edilerek,
homojenizatér (Heidolph) yardimiyla pargalanarak homojen bir inokiilant elde
edilmistir. Elde edilen homojenizattan her bir kiiltiir tipi i¢in kullanilan erlenlere % 4

oraninda inokiilasyon yapilmistir (Kizileik ve ark., 2010).

2.2.2.3. Farkl Kiiltiir Tiplerinde Biiyiime Sirasinda Ligninolitik Enzim Uretimi

2.2.2.3.1. Derin Kiiltiir Yontemi

Homojenize edilen makrofungus izolatlari, indiikleyici olarak portakal kabugu,
cay atig1, bugday kepegi ve 2,5-ksilidin iceren ligninolitik enzim indiiksiyon ortami 1
(Besiyeri 6) * e inokiile edilerek calkalamali etiivde 30 °C' de, 100 rpm’ de ve 20 giin
boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon siiresince 0, 4, 8, 11, 13, 15, 17 ve 20.
giinlerde erlenlerdeki kiiltiir ortam1 Whatman No: 1 filtre kagidindan siiziilerek hasat
edilmis, elde edilen filtrat 5000 rpm’de 10 dk. santrifiij edilmistir. Elde edilen ham

kiltiir sivisinda ligninolitik enzim {iretimi ve biiylime parametreleri arastirilmistir.

2.2.2.3.2. Statik Kiiltiir Yontemi

Bu yontemde, derin kiiltiir yontemi ile ayni besiyeri ortamlar1 ve inkiibasyon
kosullart kullanilmis olup, inkiibasyon c¢alkamali kosullar yerine durgun sekilde
gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sirasinda erlenlerin yiizeyinde film olusumunu

engellemek ve oksijen gecisinin saglanmasi igin erlenler giinde bir kez hafifce
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calkalanmistir. Erlenlerden ekstraksiyon islemi ve inceleme parametreleri derin kiiltiir

yonteminde belirtilen bicimde gergeklestirilmistir.

2.2.2.3.3. Kat1 Faz Kiiltiir Yontemi

Kat1 faz kiiltlir sisteminin ligninolitik enzim {retimine etkisinin arastirilmasi
amactyla, homojenize edilen makrofungus izolatlar1 baslangi¢ nem orani nemlendirme
stvist ile % 70 ¢ e ayarlanan enzim indiiksiyon ortami 2 (Besiyeri 7)’ ye inokiile
edilerek, statik kosullarda 30 °C' de 20 giin boyunca inkiibasyona birakilmistir.
Inkiibasyon siiresince uygun zaman araliklarinda (0, 4, 8, 11, 13, 15, 17 ve 20. giinler)
ekstraksiyon iglemi yapilarak elde edilen kiiltiir sivisinda ligninolitik enzim aktivitesi ve
biliylime parametreleri incelenmistir. Ekstraksiyon islemi i¢in, 50 ml soguk distile su
erlenlere aktarildiktan sonra misel ve substrat karisimi parcalanarak, 4 °C' de 1 saat
calkalandiktan sonra Whatman No:1 filtre kagidindan siiziilmiis ve 5000 rpm’de 10 dk.
santrifiij edilmistir (Tychanowicz et al., 2003).

2.2.2.4. Analitik Yontemler

2.2.2.4.1. Ligninolitik Enzim Ol¢iimii

Makrofungus izolatlarinin ligninolitik enzim iiretim kapasitesi; lakkaz, mangan
peroksidaz (MnP) ve lignin peroksidaz (LiP) enzimlerinin uygun reaksiyon ortami ve
substratlarin varliginda spektrofotometrik olarak (Shimadzu UV-2450) yapilan 6lgiimler
sonucunda elde edilen absorbans degerlerinin U/L cinsinden hesaplanmas: ile

belirlenmistir.

Lakkaz enzim aktivitesi; substrat olarak ABTS (0.1 mM) bulunan sodyum asetat
(80 mM, pH: 4.5) tamponunda 420 nm dalga boyundaki absorbans degisiminin

Olctlilmesi ile belirlenmistir.

Mangan peroksidaz (MnP) enzim aktivitesinin belirlenmesi amaciyla, 2,6

dimethoxyphenol (DMP) (1 mM) substratinin bulundugu sodyum tartarat (0.15 M, pH:
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4.5) tamponuna MnSQOq4 (1 mM) ve H,O, (0.4 mM) eklendikten sonra 469 nm’de DMP

oksidasyonu Ol¢lilmiistiir.

Lignin peroksidaz (LiP) enzim aktivitesi ise sodyum tartarat (76.6 mM, pH: 2.5)
tamponunda H,0;, (0.4 mM) varliginda veratril alkol (20 mM) aracilig1 ile 310 nm’de
yapilan lciimler ile gerceklestirilmistir. (Oztiirk Urek ve Kasikara Pazarlioglu, 2004;
Couto, 2007).

2.2.2.4.2. Protein Miktar Tayini

Ortamdaki protein miktar1 Bradford yontemi kullanilarak izlenmistir. Protein
miktarlar1 6rnek lizerine Bradford reaktifi (Cozelti 2) ilave edilerek 595 nm’ de okunan
absorbans degerlerinin, aynit yontem ile Bovine Serum Albumin (BSA) kullanilarak
hazirlanan standart egri grafikleri lizerinden hesaplanmasi ile belirlenmis ve mg/ml

cinsinden ifade edilmistir (Sekil 2.3) (Temizkan ve ark., 2008).

1,4
12 y=0,936x+0,047
! R?=0,997
1 -
z 08 -
£
[=]
A2 06 -
<T
0,4 -
0,2 -
0 T T T
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
Bovin Serum Albumin (mg/ml)

Sekil 2.3. Protein miktar tayininde kullanilan standart egri grafigi
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2.2.2.4.3. Toplam Karbonhidrat Tayini

Ekstrakte edilen kiiltiir sivisindaki toplam karbonhidrat miktarini belirlemek i¢in
FSA (Fenol Siilfrik Asit) yontemi kullanilmistir. Bu amagcla, ham kiiltiir sivisi, Cozelti
3 ve derisik H,SOy ile muamele edildikten sonra orneklerin 490 nm dalga boyundaki
absorbanslar olgiilerek, glikoz kullanilarak hazirlanan standart egri grafikleri tizerinde

mg/ml cinsinden hesaplanmistir (Sekil 2.4) (Dubois et al., 1956).

1,4
12 y=6,638x-0,019
' R?=0,999
1
vl
c
S 08
S
2 06
<
0.4
0,2
0
0 0,05 0,1 0,15 0,2 0,25
Glikoz konsantrasyonu (mg/ml)

Sekil 2.4. Toplam karbonhidrat miktar tayininde kullanilan standart egri grafigi

2.2.2.4.4. pH Tayini

Calisma sirasinda ligninolitik enzim iiretim ortam pH’ sinda meydana gelen

degisimler ekstraksiyon giinlerinde pH metre ile Ol¢iilerek izlenmistir.

2.2.3. Makrofungus izolatlarinin Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi

Calismanin molekiiler yontemlerle tanimlama kismindaki tim deney asamalari

ve elde edilen bulgularin degerlendirilmesi asagidaki yontemler kullanilarak Ars. Gor.
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Biikay Yenice Giirsu’ nun yardimi ile Biyolog Ayse Betiil Karaduman tarafindan

gerceklestirilmistir.

Makrofungus izolatlar1 dncelikle PDB ortaminda 30 °C’ de 100 rpm’de 7 giinliik
inkiibasyon sonunda elde edilen pelletler besiyerinden ayrilarak distile su ile
yikandiktan sonra liyofilize edilmistir (Christ Alpha). Liyofilize 6rneklerden CTAB
(Murray and Thompson,1980) yontemi ile DNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edilen
DNA pelletleri -20 °C’ de saklanmustir. Dizi analizi yapilacak olan bolge ITS 1 — ITS 4
evrensel primerleri kullanilarak amplifiye edilmistir (Martin and Rygiewicz, 2005).
Reaksiyon iiriinleri elektroforezde % 1’ lik agaroz jel kullanilarak 90 V’ ta 40 dk
yuriitme ile kontrol edilmistir. PCR iriinleri jel ekstraksiyon kiti kullanilarak elde
edilmis ve saflastirma sonrasi iirlin varlig1 agaroz (Biomax) jel elektroforezi ile tekrar
kontrol edilmistir. Elde edilen PCR reaksiyon iriiniiniin tek yonlii DNA dizi analizi
hizmet alimi1 bigiminde gerceklestirilmis olup, her izolat i¢in analiz sonucunda elde
edilen dizi verileri icin BLAST analizi yapilmis, veritabaninda kayitli olan izolatlar ile
benzerlik seviyeleri belirlenmistir. Her izolata iligskin veriler Mega 5 software araciligi
ile UPGMA (unweighted pair group method with arithmetic averages) metodu

kullanilarak filogenetik aga¢ haline doniistiiriilmiistiir.

2.2.4. Enzimlerin Girisim / Maskeleme Oranlarimin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda substrat oksidasyonuna bagli olarak olgiilen aktivitelerin
ifade edilen enzimlere 6zgii olup olmadigina, diger bir deyis ile enzimlerin girigim
yapip yapmadigina iligkin onaylama testlerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla MnP
enziminin ABTS substratina, lakkaz enziminin ise DMP substratina girisim yapip

yapmadig1 kurgulanan iki farkl testle arastirilmistir.

2.2.4.1. Mangan Peroksidaz — ABTS Girisim Testi

Lakkaz enzimi Ol¢limii sirasinda kullanilan ABTS substratinin oksidasyonuna

MnP enziminin katkist olup olmadigini belirlemek amaciyla bu test uygulanmistir.
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MnP, mangan ve hidrojen peroksit varliginda ¢alisan bir enzimdir. Bu bakis agisi ile
ham kiiltiir sivisindaki enzim aktivite tayini sirasinda H,O, ilave edilmedigi gibi
besiyerinde olmasi olas1 hidrojen peroksiti (H»,O;) pargalamak i¢in, dncelikle kiiltiir
stvist 1000 U/ml katalaz enzimi (Fluka, 153272 U/L) ile 1 saat boyunca muamele
edilmistir. Katalaz ile muamele edilen ve edilmeyen kiiltiir sivisi, substrat olarak ABTS
(0.1mM) bulunan sodyum asetat (80 mM, pH: 4.5) tamponu ortamina eklenerek, 469

nm’ de verdigi absorbans artis1 spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir

2.2.4.2. Lakkaz — DMP Girisim Testi

DMP oksidasyonunun tamamindan sorumlu enzimin MnP enzimi olup
olmadigini belirlemek amaciyla bu test uygulanmistir. Bu amagla ham kiiltiir sivisinin,
hidrojen peroksit ve mangan siilfat eklendigi ve eklenmedigi durumlardaki DMP
oksidasyonu belirlenmistir. Aktiviteler hesaplanarak, DMP oksidasyon derecelerine

gore girisim gozlenip gézlemlenmedigi belirlenmistir.

2.2.5. Polyporus arcularius izelatimn Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesini

Belirlenmesi

Makrofungus izolatinin boyar madde renk giderim kapasitesinin belirlenmesi
amaciyla oncelikle izolattan enzim ekstraksiyonu yapilmistir. Daha dnceki ¢aligmalarda
enzim tretiminin maksimum oldugu belirlenen kat1 faz kiiltiir yontemiyle cay atiginda
izolatin biiylimesi sirasinda, inkiibasyonun 11. giiniinde, Bolim 2.2.2.5 te belirtilen
yontemlerle enzim ekstraksiyonu yapilarak elde edilen kiiltiir sivist (ham enzim) boyar

madde renk giderim ¢alismalarinin materyalini olusturmustur.

2.2.5.1. Boyar Maddelerin Dalga Boylarinin Belirlenmesi

Enzim(ler)in boyar madde renk giderim ozellikleri 6 farkli boya ile
aragtirtlmistir. Bu amagla ligninolitik enzim iiretim kapasitesinin varliginin taranmasi

asamasinda da kullanilan RBBR, remazol black, cibacron blue 3R, amarant, kristal
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viyole ve malasit yesili boyalar1 kullanilmistir. Calismalar 6ncesinde her bir boya i¢in
310 — 750 nm dalga boylar1 arasinda spektrum taramasi yapilarak, maksimum absorbans
verdikleri dalga boyu belirlendikten sonra, 0.2 — 1.2 absorbans verdikleri araliklardaki

derisimleri belirlenerek, standart egri grafikleri hazirlanmistir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Caligmada kullanilan boyar maddelerin standart egri grafikleri

Ham enzimin dekolorizasyon yeteneginin belirlenmesi ¢alismalart sirasinda
boyar maddelerin baslangi¢c konsantrasyonu olarak 1.3 absorbansa karsilik gelen
derisimleri kullanilmistir (Osma et al., 2006). Calisma siiresince kullanilacak olan bu
derisimler ve her bir boyar maddenin oOl¢iildigli dalga boylar1 Cizelge 2.5°te

sunulmustur.
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Cizelge 2.5. Boyar madde renk giderimi ¢alismalarinda kullanilan dalga boylar1 ve

derisimler
Maksimum absorbans veren 1.3 absorbans veren boya
BOYALAR
dalga boyu (nm) derigimleri (mM)

RBBR 593 0,120
Remazol Black 596 0,043
Cibacron Blue 3R 626 0,190
Amarant 520 0,038
Kristal Viyole 590 0,008
Malasit Yesili 617 0,013

2.2.5.2. Enzimin Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesinin Belirlenmesi

Boyar madde renk giderim galismalar1 ¢aligmalari, ham enzim ¢ozeltisinin boyar
madde c¢ozeltisi ile 1:1 oraninda karigtirilmast ile elde edilen karisimda
gerceklestirilmigtir.  Enzim ¢ozeltisi ile inkiibe edilen boyar maddelerin verdigi
absorbans degeri boyar maddelere 6zel dalga boyunda belirli zaman araliklarinda (0 -
240 dk.) spektrofotometrik olarak Ol¢iilmiistiir. Elde edilen absorbans degerleri
asagidaki formiil aracilig1 ile hesaplanarak, boyar maddelerin zamana bagli olarak %

boya renk giderim degerleri belirlenmistir.

[lk Absorbans — Son Absorbans
Dekolorizasyon (%) : x 100
flk Absorbans
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Spektrofotometrede kor olarak 1:1 oraninda distile su ile karigtirilan ham enzim
cozeltisi kullanilirken, negatif kontrol olarak ise kaynatilmis ham enzim - boya ¢ozeltisi

(1:1) karisimi kullanilmasgtir.

2.2.5.3.Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesinin Mediator Araciigiyla

Arttirilmasi

Ham enzim ¢0zeltisinin boyar madde renk giderim yeteneginin arttirilmasi
amactyla, ligninolitik enzimlerin ¢alismasinda mediatdr gorevi gordiigii bilinen ve
etkilerinin arttirilmasinda kullanilan 1-Hidroxy-1H-benzotriazol (HBT) (Sigma) ayr1 bir
deney grubu olarak c¢alismaya dahil edilmistir (Call and Miicke, 1996; Khlifi et al.,
2009; Michizoe et al., 2003). Mediator, boyar madde ¢ozeltisine reaksiyondan hemen
once son derisimi 1 mM olacak sekilde 1:1 oraninda karistirilan ham enzim — boyar
madde ¢6zeltisine son derisimi 1 mM olacak sekilde ilave edildikten sonra, 1:1 oranda
ham enzim ¢ozeltisi eklenerek reaksiyon baglatilmistir. Boyar madde renk giderimi,
madiatdrsiiz ortamda oldugu gibi ayni yontemler ve formiil kullanilarak hesaplanmis ve

ifade edilmistir.

2.2.5.4.Boyar Madde Renk Gideriminden Sorumlu Enzim(ler)in Belirlenmesi

Polyporus arcularius izolatiyla daha 6nce yapilan galigmalarda izolatin, ¢ay atig1
tizerinde kat1 faz kiiltiir yontemi ile iiretilmesi sirasinda inkiibasyonun 11. giiniinde MnP
ve lakkaz enzimlerini iirettigi belirlenmistir. Uretimi gozlenen bu iki enzimden MnP
enziminin aktivitesinin daha fazla oldugu bilinmekle birlikte boyar madde gideriminde
her iki enzim de gorev alabilmektedir. Ham kiiltiir sivisinda bulunan iki enzimden
hangisinin boyar madde renk gideriminde rol aldigin1 belirlemek amaciyla enzimlerin
inhibitorleri oldugu bilinen sodyum azid (NaN3z) (Merck) ve n-propil galat (n-PG)
(Sigma) enzimlerin spesifik inibisyon ¢alismasinda kullanilmistir. Elde edilen veriler

degerlendirilerek, boyar madde giderim ¢aligmasi tekrarlanmistir.
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Enzimlerin inhibisyonunu saglamak i¢in sodyum azid i¢in 10, 25, 50, 75, 100
UM konsantrasyonlari kullanilirken, n-PG inhibitori i¢in 500, 600, 750, 1000, 5000 uM
konsantrasyonlar1 kullanilmistir. Sodyum azid ¢ozeltileri distile su ile hazirlanirken, n-
PG ¢ozeltileri etanol ile hazirlanmistir. Ham enzim ¢o6zeltisine (2 ml), her bir inhibitor
konsantrasyonu son derigimleri saglanacak sekilde 500 pl ilave edikten sonra karigim 4
saat boyunca 30 ‘C’ de inkiibe edilmistir. Her bir konstrasyondaki inhibitorlerden 0, 2
ve 4. saatlerde ornekleme yapilarak, daha 6nce belirtilen yontemlerle lakkaz ve MnP
enzim aktiviteleri spektrofotometrik olarak 6l¢iilmiistiir. Inhibisyon oranlari, aymi
kosullarda hi¢c muamele edilmeyen ham enzim aktivitesiyle kiyaslanarak asagidaki
formiil kullanilarak % inhibisyon olarak hesaplanmistir. Calisma kapsaminda n-PG igin
negatif kontrol olarak ¢oziicii olarak kullanilan etanoliin de inhibitdr etkisi

arastirilmistir.

Ham enzim aktivitesi — Inhibe edilen enzim aktivitesi
Inhibisyon (%) : x 100
Ham enzim aktivitesi

Enzimlerin spesifik olarak inhibe oldugu inhibitor, inhibitor konsantrasyonu ve
zaman belirlendikten sonra boyar madde renk gideriminden sorumlu enzimi belirleme
asamasina gecilmistir. Spesifik inhibe etkisi belirlenmis inhibitér ve inhibitor
konsantrasyonu ile muamele edilen enzim c¢ozeltisinin boyar madde giderimi
arastirilmistir. Bu amagla, ham enzim sodyum azid ve n-PG ile belirlenen son derisim
saglanacak sekilde 4 saat inkiibe edildikten sonra, inkiibasyon sonrasinda her bir boyar
madde ¢ozeltisi ile 1:1 oraninda muamele edildikten sonra her bir boya i¢in uygun dalga
boyunda 0 ve 4. saatlerde spektrofotometrede absorbans 6lgiimii yapilmistir. Olgiilen
absorbans degerleri kullanilarak daha o6nce belirtilen formiil yardimiyla %
dekolorizasyon hesaplanmistir. Calismada kontrol gruplari olarak, sadece sodyum azid,

n-PG ve etanol ile muamele edilen boyar maddeler de kullanilmistir.
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2.2.6. Mangan Peroksidaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Kinetik Cahismalar

Ham enzim ¢o6zeltisinde bulunan ligninolitik enzimlerden mangan peroksidaz
enziminin boyar madde dekolorizasyonunda gorev alan enzim oldugu belirlendikten
sonra, bu enzimin ¢aligmasinda etkili faktorlerin belirlenmesi i¢in kinetik ¢aligsmalar
yapilmistir. Substrat olarak DMP varliginda, dncelikle enzimin calistigi optimum pH ve
sicaklik noktalar1 ve bu noktalardaki stabiliteleri belirlendikten sonra Ky, ve Vmax

degerleri hesaplanmustir.

2.2.6.1. Enzimin Optimum pH’ simin Belirlenmesi

Enzimin optimum calistig1 pH noktasini belirlemek amaciyla, 2 ile 8 arasinda 15
farkli pH noktasinda enzim aktivitesi degerlendirilmistir. Bu amagla pH 2 — 5.5 arasinda
0.25 M sodyum tartarat tamponu ve pH 6 — 8 arasinda 0.25 M fosfat tamponu
kullanilmistir (Urek ve Pazarlioglu, 2003). DMP substratinin, farkli pH’lara sahip
tamponlarda MnSO,4 ve H,0, varligindaoksidasyonuna bagl olarak aktivite 469 nm’de
belirlenmis ve reaksiyon hiz sabiti (k) asagida belirtilen formilii kullanilarak

hesaplanmustir.

2.2.6.2. Enzimin pH Stabilitesinin Belirlenmesi

Optimum calisma pH’ s1 belirlenen ham enzimin, bu pH noktasinda ne kadar
siire sabit kaldiginin belirlenmesi amaciyla; enzim belirlenen pH tamponunda 30 °C’ de
72 saat inkiibe edilmistir. Ik 12 saat birer saat arayla, 12. saatin sonunda 24 saatte bir
olmak iizere ornekleme yapilarak enzim aktivitesi Ol¢lilmiistiir. Enzimin 0. anindaki

aktivitesi referans alinarak enzim aktivitesi % tizerinden ifade edilmistir.
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2.2.6.3. Enzimin Optimum Sicakhi@imin Belirlenmesi

Enzim aktivitesinin maksimum oldugu sicaklik noktasinin belirlenmesi
amaciyla, pH calismasinda belirlenen optimum kosullarda, 25 — 60 °C arasinda 8 farkli
sicaklik noktasinda spektorofotometrik Ol¢clim yapilmistir. Enzim aktivitesi degerleri,
her bir sicaklifa Ozel reaksiyon hiz sabiti (k) grafikleri formiil ile hesaplanarak

cizilmistir.

2.2.6.4. Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi

Optimum c¢aligma sicakligi belirlenen boyar madde gideriminden sorumlu
oldugu diisiiniilen MnP enziminin, bu sicaklik noktasinda ne kadar siire stabil kaldiginin
belirlenmesi amaciyla; ham enzim sivisi belirlenen sicaklikta 72 saat inkiibe edilmistir.
Ik 12 saat her saat basi, 12. saatin sonunda 24 saatte bir olmak iizere 6rnekleme
yapilarak bir onceki asamada belirtilen yontemlerle enzim aktivitesi degerlendirilmis,

enzim aktivitesi % olarak ifade edilmistir.

2.2.6.5. Enzimin K, ve Vax Degerlerinin Belirlenmesi

Mangan peroksidaz enziminin Ky, ve Vmax degerlerinin hesaplanmasi amaciyla,
DMP substratinin 0.1, 0.2, 0.3, 0.4, 0.5 ve 5.0 uM derisimleri kullanilarak subtrat
oksidasyon hizlar1 6lglilmiistiir. Substrat derisimleri (S) ve bu derisimlere ait ilk hiz
degerleri (V) kullanilarak, ve 1/S’e karsi 1/V grafigi ¢izilerek Lineweaver-Burk
diyagrami elde edilmistir. Elde edilen diyagram iizerinden Michealis-Menten esitligi

1 _ Km 1 1

V~ VmaxS$ vmax

kullanilarak Kp, Ve Vinax degerleri hesaplanmustir.
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2.2.7. Ham Enzimin Amonyum Siilfat Coktiirmesi ile Konsantre Edilmesi

Makrofungus izolatindan ekstrakte edilen kiiltiir sivisina amonyum siilfat
coktiirmesi ve diyaliz islemleri uygulanarak, kiiltiir sivisinda bulunan enzimlerin

konsantre hale getirilmesi amaglanmustir.

2.2.7.1. Amonyum Siilfat Coktiirmesi

Ligninolitik enzimlerin bulundugu ham kiiltiir sivisina iki basamakli amonyum
stilfat ¢oktiirmesi islemi uygulanmistir. Ham kiiltiir sivist bir beher igerisine alinarak 4
°C’ ye sogutulmus, % 30’ luk doygunluk derecesi i¢in gerekli amonyum siilfat (Merck)
miktar1 toz haline getirilerek sogutulmus ham kiiltiir sivisina ilave edilmis, sogutmali
inkiibatorde (Innova 44) 4 °C’ de 1 gece boyunca karistirildiktan sonra ¢ozelti 3000 xg’
de 30 dk. siireyle santrifiij edilmistir. Santrifiij sonras1 siipernatant ve ¢okelti ayrilarak,
cokelti 3 ml distile suda ¢oziindiiriilmistiir. Ikinci basamakta % 30’luk ¢oktiirme
uygulanan stipernatant i¢in % 70 doygunluk derecesi hesaplanarak, ilk islemler
tekrarlanmistir. Tekrar satrifiij isleminden sonra, elde edilen ¢okelti 3 ml distile suda

¢ozlindurilmistiir (Temizkan ve ark., 2008; Utkan ve ark., 2011).

2.2.7.2. Diyaliz

Amonyum siilfat ¢oktiirmesi yapildiktan sonra, siipernatant ve ¢okeltiler diyaliz
isleminden gecirilmistir. Bu amagla 12400 MWCO (Molecular Weight Cut Off) por
capinda diyaliz tiipleri (Sigma) kullanilmistir. Diyaliz tliplerinden uygun parcalar
kesilerek, % 2 NaHCO3 ve % 0,05 EDTA igeren tampon igerisinde 10 dk. kaynatildiktan
sonra oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Bu islemin ardindan birkag kez distile su
ile kaynatilan membranlar kullanim Oncesinde distile su ile yikandiktan sonra
siipernatant ve ¢okeltiler, ayr1 ayr1 diyaliz tiiplerine aktarilmis ve yaklasik hacimlerinin
10 kat1 kadar distile suya kars1 4 °C’ de diyaliz islemine birakilmustir. 4 — 5 saat siireyle
diyaliz islemi gerceklestirildikten sonra sivilar tiiplerden geri alinarak, siipernatant ve

cokeltilerde protein ve enzim aktivite tayinleri Boliim 2.2.2.6° da belirtilen yontemler
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kullanilarak yapilmistir (Temizkan ve ark., 2008; Utkan ve ark., 2011). Elde edilen
bulgular kullanilarak asagida belirtilen formiiller yardimiyla spesifik aktivite (mg

protein basina diisen enzim aktivitesi) ve saflastirma faktorii hesaplanmstir (Erkurt,
2006).

Toplam Enzim Aktivitesi ( U/ml)
Spesifik Aktivite (U/mg) :

Toplam Protein Miktar1 (mg/ml)

Fraksiyonun Spesifik Aktivitesi
Saflastirma Faktorii :

Orjinal Ornegin Spesifik Aktivitesi

2.2.8. Sodyum Alginat ile Immobilize Edilen Konsantre Enzimin Boyar Madde
Renk Giderim Kapasitesinin Belirlenmesi

Konsantre hale getirilerek aktivite degerleri arttirilan enzimler, kullanim
kolaylig1 saglanmasi ve ardisik kullanilabilir bir preperat haline getirilmesi amaciyla
sodyum alginat ile immobilize edilmistir. Sodyum alginata tutuklanan enzimlerin, boyar
maddelerin bir araya getirilmesiyle olusturulan yapay atik boyar madde ¢ozeltisini

giderim kapasitesi arastirilmagtir.

2.2.8.1. Yapay Atik Boyar Madde Cozeltisinin Hazirlanmasi

Konsantre enzimin tekstil atik sularinin gideriminde kullanim potansiyelini
arastirmak amaciyla, tekstil atik su Ornegi olusturacak bir yapay atik c¢ozeltisi
olusturulmustur. Yapay atik boyar madde ¢o6zeltisi hazirlanmasi amaciyla RBBR,
remazol black, cibacron blue 3R, amarant, kristal viyole ve malasit yesili olmak iizere 6
farkli boyar maddenin Cizelge 2.4’ te belirtilen 1.3 absorbansa karsilik gelen derisimleri

kullanilmistir. Her bir boyar madde cizelgede yer alan son derisimleri saglanacak
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sekilde tartilarak distile suda ¢ozdiikten sonra, tiim ¢ozeltiler karistirilarak yapay boyar
madde ¢ozeltisi hazirlanmistir. Olusturulan yapay boyar madde ¢ozeltisine spektrum
taramasi yapilarak maksimum absorbans verdigi 585 nm dalga boyu calismanin diger
asamalarinda dekolorizasyonu belirlemek amaciyla kullanilmistir. Dekolorizasyon
calismalarinda yapay atik ¢ozeltisinin baslangi¢ konsantrasyonu 585 nm dalga boyunda
1.3 absorbans verecek sekilde ayarlanmistir. (Osma et al., 2006).

2.2.8.2. Konsantre Enzimin Sodyum Alginata immobilizasyonu

Konsantre enzim c¢ozeltisinin sodyum alginata immobilizasyonunu saglamak
amaciyla, tartilan sodyum alginat (% 2.5) manyetik karistirict ile karigtirilan enzim
cozeltisi icerisine eklenerek tamamen ¢oziilmiistiir. Sodyum alginat — enzim karisimi
(10 ml) peristaltik pompa (Ismatech) yardimiyla 2 mm g¢apindaki hortumlar
kullanilarak, 50 ml CaCl, (0.2 M) ¢ozeltisi igerisine 1.4 ml/dk hizda damlatilarak,
konsantre enzim tutuklanmis alginat boncuklari elde edilmistir (Sekil 2.6) Elde edilen
boncuklar 2 kez distile su ile yikanarak CaCl, ¢ozeltisi artiklarindan armdirilmigtir
(Phetsom ve ark., 2009). Immobilizasyon sirasindaki enzim kagis oraninin belirlenmesi
amaciyla immobilizasyon Oncesi konsantre enzim ¢d6zeltisinde ve immobilizasyon

sonras1 CaCl; ¢cozeltisinde lakkaz ve MnP enzim aktiviteleri 6l¢iilmiistiir.

Sekil 2.6. Konsantre enzim ¢06zeltisinin alginat ile tutuklanmasi ile elde edilen

boncuklar
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2.2.8.3. Immobilize Edilen Enzimlerin Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesinin

Belirlenmesi

Immobilize enzim boncuklarmin, yapay boyar madde ¢ozeltisinde renk giderim
kapasitesinin belirlenmesi amaciyla, yapay boyar madde ¢ozeltisine boya gideriminde
sorumlu MnP enziminin aktivitesinde rol oynayan MnSQO4(20 mM) ve H,0, (4 mM) ile
mediator olarak HBT (1 mM) son derisimleri saglanacak sekilde ilave edilmistir. Bu
sekilde hazirlanmis yapay atik ¢ozeltisi (50 ml) iceren erlenlere, konsantre enzim (10
ml) ¢ozeltisinden hazirlanmis alginat boncuklari eklenerek 30 °C sicaklikta 100 rpm’de
inkiibe edilmistir. Erlenlerden 0, 2, 4 ve 24. saatlerde 6rnekleme yapilarak 585 nm’ de
absorbans  olgiimleri  gerceklestirilmistir.  Immobilize ~ enzimlerin  tekrar
kullanilabilirliginin belirlenmesi amaciyla 24. saatin sonunda yapay boyar madde
¢ozeltisinin tamami1 ortamdan alinarak, ortama taze yapay boyar madde cozeltisi ilave
edilmis ve ayni saatlerde absorbans degerleri Ol¢iilmiistir. Bu islem 4 kez
tekrarlanmistir. Elde edilen absorbans verileri Bolim 2.5.2.2° de belirtilen formiil

araciligi ile degerlendirilerek % dekolorizasyon degerleri hesaplanmistir.

2.2.9.Immersiyon Tip Reaktorde Boyar Madde Renk Giderimi

Yapay atik boyar madde dekolorizasyon yetenekleri basarili bulunan immobilize
enzim c¢ozeltisinin giderim kapasitesi, 6l¢ek bliylitme uygulanarak reaktér boyutunda
arastiritlmistir. Bu amagla immersiyon tip biyoreaktorde (Sekil 2.7) steril olmayan
kosullarda ¢alisilmistir. Olusturulan yapay atik c¢ozeltisi (3.5 L) reaktor igerisine
aktarildiktan sonra, immobilize konsantre boncuklar (0.5 L) 100 cm® hacminde 1.5 mm
capinda delikler barindiran 2 adet kafese yerlestirilmis ve reaktdr sicaklign 30 °C’ ye
ayarlanmigtir. Zamanlayict pnomatik sisteme bagli bir piston yardimiyla, immobilize
enzim boncuklarimin bulundugu kafesler 0.25 batig/sn hizla yapay boyar madde
cozeltisine daldirilmistir. Reaktoriin  6rnek portundan 24 saat boyunca belirli
araliklarlarla 6rnek almarak, 585 nm’ de absorbans Olgiimleri gergeklestirilerek %
dekolorizasyon ( Bkz. boliim 2.2.5.2) hesaplanmistir. Immobilize enzimlerin reaktor
sisteminde tekrar kullanilabilirliginin arastirilmasi amaciyla, 24. saatin sonunda reaktor

icerisindeki yapay atik tamamen bosaltilarak tekrar yapay atik boyar madde ¢ozeltisi
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(3.5 L) sisteme eklenerek, ayn1 kosullarda degradasyon iglemine devam edilmistir. 24
saat boyunca belirli araliklarla ornekleme yapilarak % dekolorizasyon degerleri

hesaplanmustir.

Sekil 2.7. Immersiyon tip reaktor

2.2.10. Renk Gideriminin Toksisite Uzerine EtKkisi

Immersiyon tip biyoreaktdr sisteminde gesitli oranlarda renk giderimi saglanan

orneklerin toksisiteleri Artemia salina larvalar1 kullanilarak arastirilmustir.

Artemia salina larvalarmin elde edilmesi amaciyla, gelisimin saglanacagi tank
151k almayan kosullarda 2/3 oraninda yapay deniz suyu (Cozelti 3) ile doldurulduktan
sonra hava motoru ve hava tas1 araciligiyla havalandirilmigtir. Ticari olarak temin edilen
Artemia salina yumurtalart1 4 g kist oraninda tank igerisine aktarildiktan sonra, su

yiizeyinin yaklasik 20 cm st kismina 75 W’ lik ampuller yerlestirilerek hem 1s1 hem
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yumurtadan ¢ikan larvalarin hareketi saglanmistir. Oda sicakliginda 24 saat boyunca
larvalarin olgunlagsmasi beklenmis ve olgun hale getirilen larvalar toksisite testlerinde

kullanilmak tizere ortamdan toplanmistir (Dvorak et al., 1999).

Degradasyon triinlerinin toksisitelerini belirlemek amaciyla, petri kuyucuklarina
her bir ornekten 0.3 ml aktarilmis ve Cozelti 3 ile son hacimleri 2.5 ml’ye
tamamlanmistir. Abiyotik kontrol olarak sadece yapay deniz suyu, pozitif kontrol olarak
ise islem gérmemis boya ¢ozeltisi ¢alismaya dahil edilmistir. Her kuyucuga gelistirilen
A. salina larvalarindan 10 adet atildiktan sonra 0, 6, 12, 18, 24 ve 30. saatlerde oli
bireyler sayilmistir. Her deneme grubu 3 paralel halinde calisilmis ve sonuglar
paralellerin ortalamalar1 alinarak kullanilmistir. Elde edilen veriler kullanilarak zamana

bagli olarak bireylerin 6liim yiizdeleri hesaplanmistir (De Souza et al., 2007).
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3. BULGULAR

3.1. Makrofungus izolatlarimin Ligninolitik Enzim Uretim ve Boyar Madde Renk

Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Calisma kapsaminda toplam 40 adet Basidiomycetes izolat: ligninolitik enzim
iretim ve boyar madde renk giderim kapasiteleri agisindan taranmistir. Tarama
ortamlarina inokiile edilen makrofungus izolatlarinin verdigi pozitif reaksiyonlar,
belirtilen zaman araliklarinda inkiibasyon boyunca incelenmis ve gerekli hesaplamalar
yaptlmistir. Fakat daha etkin aktiviteye sahip izolatlarin secilebilmesi igin,
inkiibasyonun erken evresindeki veriler oncelikli olarak dikkate alinmistir. Calisma
sonucunda elde edilen veriler her bir substrat ve boya i¢in ayr1 ¢izelgeler halinde

sunulmustur (Cizelge 3.1- 3.9).



Cizelge 3.1. Izolatlarin neden oldugu ABTS substratiin oksidasyonuna bagl spesifik renk degisim parametreleri

IZOLATLAR inceleme Parametreleri® IZOLATLAR inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e (OBCC Kodu) a b c d e
24 1 17 | 465 | 517 | 57 2519 : : 0.0 0.0 0.0
26 1 17 51.4 57.1 4.2 2520 1 17 44.2 49.1 1.7
36 1 11 43.7 48.5 1.7 3001 1 9 69.6 77.4 1.2
1004 1 11 66.0 73.3 1.4 3002 - - 0.0 0.0 0.0
1009 @ & 0.0 0.0 0.0 3004 1 20 30.3 33.7 3.6
1015 1 15 45.6 50.6 55 3006 1 13 55.9 62.1 2.4
1021 1 - 56.8 63.2 4.4 3007 1 8 73.4 81.6 1.1
1022 1 15 55.1 61.2 9.2 3501 1 11 68.0 75.6 3.8
1023 1 - 26.4 29.3 0.6 5002 1 9 67.8 75.4 1.4
1024 1 - 135 15.0 0.2 5008 1 9 64.4 71.5 0.8
1025 1 - 16.8 18.7 0.2 5017 2 13 47.7 53.0 1.3
1028 - - 0.0 0.0 0.0 5019 1 - 39.0 43.4 4.8
1033 5 - 7.0 7.8 0.1 5024 1 - 5.7 6.3 0.3
1038 1 - 10.9 12.1 0.4 5027 - - 0.0 0.0 0.0
1045 1 - 40.7 45.2 1.4 5040 5 13 28.4 31.6 2.2
1047 - - 0.0 0.0 0.0 5041 1 9 60.8 67.5 1.3
1050 1 13 61.1 67.9 1.6 5042 1 - 37.4 41.5 2.1
1054 1 17 37.0 41.1 0.7 5043 1 - 22.1 24.5 0.7
1058 1 15 59.7 66.4 7.6 5044 1 17 33.6 37.3 0.8
2001 1 13 55.6 61.8 1.4 ATCC 200801 1 9 76.08 84.53 3.0
2502 1 17 439 48.8 2.1

56

1. a: spesifik renk degisiminin ilk goriildiigii giin; b: spesifik renk degisiminin petrinin tamamini kapladig1 giin; c: spesifik renk degisiminin zon ¢ap1 (mm) (7. giin); d: spesifik
renk degisiminin zon ¢apmin tiim petrinin ¢apina (90 mm) orani (%) (7. giin); e: spesifik renk degisiminin zon ¢apinin fungus koloni ¢apina orani (7. giin)

2. inkiibasyon siiresi sonuna kadar spesifik renk degisiminin hi¢ baslamamast durumu,

3: spesifik renk degisimi zon ¢apinin inkiibasyon siiresi sonunda petrinin tamamini kaplamamasi durumu.



Cizelge 3.2. izolatlarin neden oldugu Guaicol substratinin oksidasyonuna bagl spesifik renk degisim parametreleri

IZOLATLAR inceleme Parametreleri® IZOLATLAR Inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e (OBCC Kodu) a b c d e
24 1 : 305 | 338 | 51 2519 : : 00 | 00 | 00
26 1 - 42.3 46.9 2.0 2520 1 - 37.3 41.5 15
36 1 - 46.2 51.3 0.6 3001 1 - 62.8 69.8 1.0
1004 1 - 55.8 62.1 1.3 3002 2 - 26.3 29.3 4.4
1009 - - 0.0 0.0 0.0 3004 1 - 32.7 36.3 1.1
1015 1 - 42.1 46.7 1.0 3006 1 - 50.3 55.9 1.2
1021 1 - 49.2 54.7 1.0 3007 1 - 53.4 59.4 1.0
1022 1 - 41.8 46.4 0.9 3501 1 - 31.3 34.8 2.5
1023 1 - 32.3 35.8 1.0 5002 1 - 62.3 69.2 1.0
1024 1 - 35.4 39.4 1.0 5008 1 - 64.8 72.0 1.4
1025 1 - 40.4 44.9 1.1 5017 9 - 0.0 0.0 0.0
1028 - - 0.0 0.0 0.0 5019 1 - 35.1 39.0 5.9
1033 - - 0.0 0.0 0.0 5024 1 - 37.2 41.4 4.8
1038 17 - 0.0 0.0 0.0 5027 1 - 31.8 35.3 1.0
1045 1 - 37.3 41.4 15 5040 - - 0.0 0.0 0.0
1047 2 13 21.6 24.0 4.2 5041 1 - 62.2 69.1 0.9
1050 1 - 48.0 53.4 1.1 5042 1 - 19.5 21.7 3.2
1054 1 - 6.2 6.8 1.0 5043 1 - 6.3 7.0 0.5
1058 1 - 41.2 45.8 6.9 5044 1 - 6.5 7.2 0.5
2001 1 - 35.0 38.9 1.9 ATCC 200801 1 - 61.6 68.5 0.7
2502 4 17 28.0 31.1 1.1

1 : Tim inceleme parametreleri ve kisaltmalal” Cizelge 3.1’ de sunuldugu gibidir.
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Cizelge 3.3. Izolatlarin neden oldugu Gallik asit substratinin oksidasyonuna bagli spesifik renk degisim parametreleri

IZOLATLAR inceleme Parametreleri® IZOLATLAR inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e (OBCC Kodu) a b c d e
24 1 : 312 | 347 | 52 2519 : : 0.0 0.0 0.0
26 1 : 327 | 364 | 33 2520 15 | 479 | 532 | 09
36 1 20 30.6 34.0 5.2 3001 13 50.2 55.8 1.8
1004 1 - 33.4 37.1 0.4 3002 - - 0.0 0.0 0.0
1009 - - 0.0 0.0 0.0 3004 - - 0.0 0.0 0.0
1015 1 - 25.0 27.8 2.8 3006 1 20 40.6 451 2.2
1021 1 - 31.8 35.4 2.6 3007 1 8 72.4 80.4 1.0
1022 1 - 33.6 37.3 3.4 3501 1 20 58.3 64.7 0.4
1023 1 13 40.8 45.3 0.7 5002 1 - 50.5 56.1 1.4
1024 1 17 2.3 2.6 0.0 5008 1 - 37.8 42.0 0.7
1025 1 13 46.4 51.6 0.7 5017 9 20 0.0 0.0 0.0
1028 - - 0.0 0.0 0.0 5019 1 - 30.0 33.3 5.0
1033 - - 0.0 0.0 0.0 5024 1 - 14.8 16.4 0.6
1038 2 - 6.8 7.5 0.8 5027 - - 0.0 0.0 0.0
1045 1 - 31.8 35.3 1.6 5040 2 - 11.8 13.1 0.5
1047 7 11 34.4 38.2 2.3 5041 1 11 57.1 63.5 1.0
1050 1 17 46.1 51.3 1.8 5042 1 - 7.0 7.8 1.2
1054 2 - 30.4 33.7 0.7 5043 1 - 5.8 6.5 0.1
1058 1 - 29.6 32.8 4.9 5044 2 17 15.8 17.6 0.3
2001 1 20 471 52.3 55 ATCC 200801 1 - 48.5 53.9 3.3
2502 1 8 80.8 89.8 0.9

1: Tim inceleme parametreleri ve kisaltmalal” Cizelge 3.1” de sunuldugu gibidir.
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Cizelge 3.4. izolatlarin RBBR boyar maddesinde neden oldugu renk giderimine bagli inceleme parametreleri
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iZOLATLAR inceleme Parametreleri® IZOLATLAR inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e f g h (OBCC Kodu) a b c d e f g h
24 13.7 | 2.0 2 - 19.1 | 50.0 | 21.2 1.4 2519 34.0 4.9, - - 0.0 58.6 0.0 0.0
26 215 | 31 3 - 183 | 69.1 | 204 0.9 2520 74.6 10.7 5 11 58.3 82.9 64.8 0.8
36 69.4 | 9.9 1 9 69.4 | 879 | 77.1 1.0 3001 78.3 11.2 1 8 72.0 87.0 80.0 0.9
1004 72.3 | 10.3 1 8 76.2 | 80.3 | 84.7 1.1 3002 63.3 9.0 - - 0.0 70.3 0.0 0.0
1009 742 1106 | @ | @ | 00 | 911 | 00 | 0.0 3004 428 | 61 | 4 - | 317 | 909 | 352 | 07
1015 578 | 83 2 13 36.8 | 64.2 | 40.9 0.6 3006 36.5 5.2 1 15 48.0 81.3 53.3 1.3
1021 78.1 | 11.2 4 9 57.3 | 103.0 | 63.7 0.7 3007 90.0 | 12.9 2 7 90.0 100.0 | 100.0 1.0
1022 823 | 11.8 2 11 53.6 | 914 | 59.6 0.7 3501 63.1 9.0 1 11 56.0 79.4 62.3 11
1023 69.4 | 9.9 - - 0.0 96.9 0.0 0.0 5002 78.1 11.2 1 8 79.6 86.8 88.5 1.0
1024 78.0 | 111 - - 0.0 | 1160 0.0 0.0 5008 75.8 10.8 1 9 75.8 84.2 84.2 1.2
1025 76.9 | 11.0 - - 0.0 97.9 0.0 0.0 5017 67.7 9.7 - - 0.0 112.0 0.0 0.0
1028 56.6 | 8.1 - - 0.0 88.0 0.0 0.0 5019 15.6 2.2 - - 0.0 60.4 0.0 0.0
1033 389 | 56 - - 0.0 62.1 0.0 0.0 5024 18.4 2.6 - - 0.0 79.8 0.0 0.0
1038 314 | 45 - - 0.0 | 1186 | 0.0 0.0 5027 799 | 114 - - 0.0 103.3 0.0 0.0
1045 444 | 6.3 - - 0.0 | 1125| 0.0 0.0 5040 55.9 8.0 - - 0.0 73.4 0.0 0.0
1047 90.0 | 129 3 7 90.0 | 100.0 | 100.0 | 1.0 5041 796 | 114 2 8 85.0 88.4 945 1.1
1050 365 | 52 1 15 | 45.7 | 455 | 50.8 | 1.3 5042 17.9 2.6 - - 0.0 91.0 0.0 0.0
1054 524 | 75 - - 0.0 91.3 0.0 0.0 5043 44 .4 6.3 - - 0.0 163.6 0.0 0.0
1058 30.1 | 43 1 20 26.7 | 704 | 29.7 0.9 5044 41.4 5.9 - - 0.0 98.8 0.0 0.0
2001 254 | 3.6 1 - 378 | 282 | 420 15 ATCC 200801 90.0 12.9 1 7 90.0 100.0 100.0 1.0
2502 529 | 7.6 7 15 | 36.6 | 109.8 | 40.6 | 0.7

1 : a: fungusun boya igeren petrideki koloni ¢ap1 (mm) (7. giin); b: fungusun boya igeren petride bilyiime hiz1 (mm/giin); c: renk gideriminin bagladig1 giin; d: renk gideriminin
tamamen bittigi (rengin tamamen ag¢ildig1) giin; e: renk gideriminin zon ¢ap1 (mm) (7. giin); f: kontrole (boyasiz ortamdaki gelismeye) gore gelisim (%) (7. giin) g: renk gideriminin

zon ¢apinin tiim petrinin ¢apma (90 mm) orani (%) (7. giin); h: renk gideriminin zon ¢apinin fungus koloni ¢apina orani (7. giin).
2. inkiibasyon siiresi sonuna kadar renk gideriminin hi¢ baglamamasi durumu,

3: renk giderimi zon ¢apinin inkiibasyon siiresi sonunda petrinin tamamini kaplamamasi durumu.




Cizelge 3.5. izolatlarin Remazol Black boyar maddesinde neden oldugu renk giderimine bagli inceleme parametreleri
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iZOLATLAR inceleme Parametreleri® iZOLATLAR Inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e f g h (OBCC Kodu) a b c d e f g h
24 114 | 1.6 - - 0.0 41.5 0.0 0.0 2519 37.2 5.3 - - 0.0 64.0 0.0 0.0
26 21.2 | 3.0 17 - 0.0 68.3 0.0 0.0 2520 29.2 4.2 - - 0.0 32.5 0.0 0.0
36 79.8 | 114 4 9 56.7 | 101.0 | 63.0 1.4 3001 774 | 111 2 - 59.7 86.0 66.3 0.8
1004 77.0 | 11.0 - - 0.0 85.6 0.0 0.0 3002 90.0 | 12.9 - - 0.0 100.0 0.0 0.0
1009 78.1 | 11.2 - - 0.0 96.0 0.0 0.0 3004 34.0 49 - - 0.0 72.3 0.0 0.0
1015 619 | 8.8 8 11 0.0 68.7 0.0 0.0 3006 37.6 5.4 - - 0.0 83.7 0.0 0.0
1021 67.7 | 9.7 7 9 19.8 | 89.3 | 22.0 0.3 3007 81.0 | 11.6 - - 0.0 90.0 0.0 0.0
1022 59.6 | 85 8 17 0.0 66.2 0.0 0.0 3501 90.0 | 12.9 3 7 90.0 113.4 | 100.0 | 1.0
1023 68.3 | 9.8 - - 0.0 95.4 0.0 0.0 5002 76.0 | 10.9 2 11 42.5 84.5 47.2 0.6
1024 745 | 10.6 - - 0.0 | 110.7| 0.0 0.0 5008 90.0 | 12.9 4 9 451 100.0 | 50.1 2.0
1025 64.0 | 9.1 - - 0.0 81.5 0.0 0.0 5017 68.2 9.7 - - 0.0 112.8 0.0 0.0
1028 144 | 21 - - 0.0 22.3 0.0 0.0 5019 7.2 1.0 - - 0.0 27.9 0.0 0.0
1033 72.7 | 104 - - 0.0 | 116.0| 0.0 0.0 5024 8.0 1.1 - - 0.0 34.8 0.0 0.0
1038 298 | 4.3 - - 0.0 | 1126 | 0.0 0.0 5027 70.1 10.0 - - 0.0 90.7 0.0 0.0
1045 530 | 7.6 - - 0.0 | 1341 | 0.0 0.0 5040 66.2 9.5 - - 0.0 73.5 0.0 0.0
1047 90.0 | 12.9 3 7 90.0 | 100.0 | 100.0 | 1.0 5041 74.1 | 10.6 3 - 63.5 82.4 70.6 0.9
1050 502 | 7.2 - - 0.0 62.6 0.0 0.0 5042 66.9 9.6 - - 0.0 340.1 0.0 0.0
1054 68.8 | 9.8 - - 0.0 | 1198 | 0.0 0.0 5043 61.4 8.8 - - 0.0 226.4 0.0 0.0
1058 26.0 | 3.7 - - 0.0 60.8 0.0 0.0 5044 61.5 8.8 - - 0.0 146.7 0.0 0.0
2001 628 | 9.0 - - 0.0 69.8 0.0 0.0 ATCC 200801 90.0 | 12.9 1 - 51.3 100.0 57.0 0.6
2502 239 | 34 - - 0.0 49.6 0.0 0.0

1: Tim inceleme parametreleri ve kisaltmalal' Cizelge 3.4’ te sunuldugu gibidir.




Cizelge 3.6. izolatlarin Cibacron Blue 3R boyar maddesinde neden oldugu renk giderimine bagli inceleme parametreleri
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iZOLATLAR inceleme Parametreleri® iZOLATLAR Inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e f g h (OBCC Kodu) a b c d e f g h
24 195 | 2.8 11 - 0.0 70.9 0.0 0.0 2519 64.0 9.1 - - 0.0 110.1 0.0 0.0
26 16.4 | 2.3 20 - 0.0 52.8 0.0 0.0 2520 27.6 4.3 17 - 0.0 30.6 0.0 0.0
36 503 | 7.2 1 11 | 50.3 | 63.7 | 559 | 1.0 3001 78.5 11.2 2 8 76.3 87.2 84.8 1.0
1004 73.0 | 104 2 8 576 | 81.1 | 640 | 0.8 3002 90.0 12.9 - - 0.0 100.0 0.0 0.0
1009 75.3 | 10.8 - - 0.0 92.4 0.0 0.0 3004 45.0 6.4 - - 0.0 95.7 0.0 0.0
1015 646 | 9.2 8 13 0.0 71.7 0.0 0.0 3006 52.2 7.5 1 11 545 | 116.2 60.6 1.0
1021 70.4 | 10.1 7 9 277 | 929 | 308 | 04 3007 79.1 11.3 2 8 74.9 87.9 83.2 0.9
1022 778 | 11.1 5 11 | 453 | 86.4 | 50.3 | 0.6 3501 70.2 10.0 3 9 70.2 88.4 78.0 1.0
1023 70.3 | 10.0 - - 0.0 98.2 0.0 0.0 5002 75.9 10.8 2 8 73.8 84.3 82.0 1.0
1024 67.2 | 9.6 - - 0.0 99.8 0.0 0.0 5008 90.0 12.9 1 7 90.0 | 100.0 100.0 1.0
1025 509 | 7.3 - - 0.0 64.8 0.0 0.0 5017 55.7 8.0 - - 0.0 92.2 0.0 0.0
1028 147 | 21 - - 0.0 22.9 0.0 0.0 5019 13.1 1.9 - - 0.0 50.7 0.0 0.0
1033 75.4 | 10.8 - - 0.0 | 120.3| 0.0 0.0 5024 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1038 428 | 6.1 - - 0.0 |161.7| 0.0 0.0 5027 70.3 | 10.0 - - 0.0 90.9 0.0 0.0
1045 73.9 | 10.6 - - 0.0 | 187.0| 0.0 0.0 5040 57.6 8.2 - - 0.0 64.0 0.0 0.0
1047 79.6 | 114 3 9 79.6 | 885 | 885 | 1.0 5041 717.7 111 3 7 90.0 86.4 100.0 1.2
1050 283 | 4.0 - - 0.0 35.3 0.0 0.0 5042 77.0 | 11.0 - - 0.0 391.1 0.0 0.0
1054 75.1 | 10.7 - - 0.0 | 1309 | 0.0 0.0 5043 69.8 | 10.0 - - 0.0 257.3 0.0 0.0
1058 183 | 2.6 - - 0.0 42.6 0.0 0.0 5044 61.5 8.8 - - 0.0 146.8 0.0 0.0
2001 705 | 101 2 8 690 | 784 | 766 | 1.0 ATCC 200801 90.0 12.9 1 6 90.0 | 100.0 100.0 1.0
2502 146 | 21 - - 0.0 30.3 0.0 0.0

1: Tim inceleme parametreleri ve kisaltmalal' Cizelge 3.4’ te sunuldugu gibidir.




Cizelge 3.7. izolatlarin Amarant boyar maddesinde neden oldugu renk giderimine bagl inceleme parametreleri
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iZOLATLAR inceleme Parametreleri® IZOLATLAR Inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e f g h (OBCC Kodu) a b c d e f g h
24 19.9 2.8 - - 0.0 72.3 0.0 0.0 2519 60.0 | 8.6 - - 0.0 103.3 0.0 0.0
26 34.9 5.0 3 17 346 | 1124 | 384 1.0 2520 90.0 | 12.9 - - 0.0 100.0 0.0 0.0
36 90.0 | 12.9 5 9 49.3 | 1139 | 54.8 1.8 3001 90.0 | 12.9 2 15 58.5 | 100.0 | 65.0 0.6
1004 78.8 | 11.3 - - 0.0 87.5 0.0 0.0 3002 90.0 | 12.9 - - 0.0 100.0 0.0 0.0
1009 90.0 | 12.9 - 0.0 | 1106 | 0.0 0.0 3004 404 | 5.8 - - 0.0 85.9 0.0 0.0
1015 59.8 8.5 9 9 0.0 66.5 0.0 0.0 3006 539 | 7.7 - - 0.0 | 12.0.1 0.0 0.0
1021 66.0 9.4 5 13 20.2 | 87.2 | 225 0.3 3007 90.0 | 12.9 - - 0.0 100.0 0.0 0.0
1022 53.5 7.6 11 13 0.0 59.5 0.0 0.0 3501 90.0 | 12.9 3 7 90.0 | 1134 | 100.0 | 1.0
1023 63.8 9.1 - - 0.0 89.0 0.0 0.0 5002 90.0 | 12.9 2 6 90.0 | 100.0 | 100.0 | 1.0
1024 73.4 | 105 - - 0.0 |109.1| 0.0 0.0 5008 90.0 | 12.9 4 11 44.8 | 100.0 | 49.7 2.0
1025 715 | 10.2 - - 0.0 91.0 0.0 0.0 5017 56.3 | 8.0 - - 0.0 93.2 0.0 0.0
1028 521 | 74 - - 0.0 81.0 0.0 0.0 5019 206 | 2.9 - - 0.0 79.8 0.0 0.0
1033 69.2 | 9.9 - - 0.0 1104 | 0.0 0.0 5024 17.7 | 25 - - 0.0 76.8 0.0 0.0
1038 265 | 3.8 - - 0.0 | 100.3| 0.0 0.0 5027 72.2 | 10.3 - - 0.0 93.4 0.0 0.0
1045 489 | 7.0 - - 0.0 1239 | 0.0 0.0 5040 62.2 | 8.9 - - 0.0 69.1 0.0 0.0
1047 90.0 | 12.9 3 6 90.0 | 100.0 | 100.0 | 1.0 5041 90.0 | 12.9 3 6 90.0 | 100.0 | 100.0 | 1.0
1050 76.3 | 10.9 - - 0.0 95.2 0.0 0.0 5042 329 | 4.7 - - 0.0 | 167.0 0.0 0.0
1054 493 | 7.0 - - 0.0 85.8 0.0 0.0 5043 38.0| 54 - - 0.0 | 1401 0.0 0.0
1058 409 | 5.8 - - 0.0 95.4 0.0 0.0 5044 514 | 7.3 - - 0.0 | 122.7 0.0 0.0
2001 75.0 | 10.7 - - 0.0 83.4 0.0 0.0 ATCC 200801 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
2502 73.6 | 10.5 - - 0.0 | 152.7 | 0.0 0.0

1: Tim inceleme parametreleri ve kisaltmalal’ Cizelge 3.4’ te sunuldugu gibidir.




Cizelge 3.8. izolatlarin Kristal Viyole boyar maddesinde neden oldugu renk giderimine bagl inceleme parametreleri
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iZOLATLAR inceleme Parametreleri® iZOLATLAR Inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e f g h (OBCC Kodu) a b c d e f g h
24 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 2519 10.2 15 - - 0.0 175 0.0 0.0
26 222 | 3.2 - - 0.0 715 0.0 0.0 2520 9.5 1.4 - - 0.0 10.6 0.0 0.0
36 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 3001 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1004 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 3002 20.9 3.0 - - 0.0 23.2 0.0 0.0
1009 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 3004 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1015 189 | 2.7 - - 0.0 21.0 | 0.0 0.0 3006 9.4 1.3 - - 0.0 20.9 0.0 0.0
1021 12.2 1.7 - - 0.0 16.1 0.0 0.0 3007 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1022 8.0 1.1 - - 0.0 8.9 0.0 0.0 3501 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1023 159 | 2.3 - - 0.0 22.2 0.0 0.0 5002 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1024 11.6 1.7 - - 0.0 17.2 0.0 0.0 5008 17.3 2.5 - - 0.0 19.2 0.0 0.0
1025 111 | 1.6 - - 00 | 141 | 0.0 0.0 5017 27.1 3.9 - - 0.0 44 .8 0.0 0.0
1028 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5019 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1033 104 | 15 - - 00 | 166 | 0.0 0.0 5024 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1038 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5027 17.1 2.4 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1045 8.5 1.2 - - 00 | 216 | 0.0 0.0 5040 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1047 21.3 | 3.0 5 - 213 | 236 | 236 | 1.0 5041 8.8 1.3 - - 0.0 9.8 0.0 0.0
1050 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5042 14.2 2.0 - - 0.0 72.2 0.0 0.0
1054 9.1 1.3 - - 0.0 | 158 | 0.0 0.0 5043 9.8 1.4 - - 0.0 36.0 0.0 0.0
1058 9.3 1.3 - - 00 | 21.7 | 0.0 0.0 5044 9.6 1.4 - - 0.0 23.0 0.0 0.0
2001 8.2 1.2 - - 0.0 91 0.0 0.0 ATCC 200801 24.2 3.5 2 - 28.2 | 269 | 314 1.2
2502 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0

1: Tim inceleme parametreleri ve kisaltmalal’ Cizelge 3.4’ te sunuldugu gibidir.




Cizelge 3.9. izolatlarin Malasit Yesili boyar maddesinde neden oldugu renk giderimine bagli inceleme parametreleri
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iZOLATLAR inceleme Parametreleri® IZOLATLAR Inceleme Parametreleri
(OBCC Kodu) a b c d e f g h (OBCC Kodu) a b c d e f g h
24 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 2519 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
26 150 | 21 15 - 0.0 | 482 | 0.0 0.0 2520 0.0 0.0 - - 0.0 00 0.0 0.0
36 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 3001 13.3 1.9 1 - 6.0 14.8 6.7 0.5
1004 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 3002 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1009 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 3004 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1015 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 3006 8.2 1.2 1 - 6.0 18.3 6.7 0.7
1021 10.0 1.4 - - 0.0 13.2 | 0.0 0.0 3007 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1022 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 3501 7.8 1.1 2 - 34.0 9.8 37.7 0.2
1023 104 | 15 - - 0.0 146 | 0.0 0.0 5002 0.0 0.0 15 - 0.0 0.0 0.0 0.0
1024 9.1 1.3 - - 0.0 135 | 0.0 0.0 5008 6.0 0.9 3 - 25.6 6.7 28.4 0.2
1025 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5017 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1028 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5019 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1033 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5024 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1038 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5027 13.0 1.9 - - 0.0 16.8 0.0 0.0
1045 106 | 15 - - 0.0 | 26.7 | 0.0 0.0 5040 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1047 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5041 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1050 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5042 10.6 15 - - 0.0 53.8 0.0 0.0
1054 8.9 1.3 - - 0.0 | 155 | 0.0 0.0 5043 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0
1058 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 5044 1.7 1.1 - - 0.0 18.4 0.0 0.0
2001 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0 ATCC 200801 15.8 | 2.23 1 - 40.0 18.0 | 44.3 3.0
2502 0.0 0.0 - - 0.0 0.0 0.0 0.0

1: Tim inceleme parametreleri ve kisaltmalal' Cizelge 3.4’ te sunuldugu gibidir.
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Tarama g¢alismasinda kullanilan makrofungus izolatlarinin, substrat ve boyar
maddelerle verdigi reaksiyonlar sonucu elde edilen veriler her izolat icin bir arada
degerlendirilmistir. Bu yolla ligninolitik enzim iiretim ve boyar madde renk giderim
kapasitesine sahip izolatlar arasinda en yiiksek aktivite gosterenler bir sonraki asamada
degerlendirilmek iizere se¢ilmistir. Bu secim sirasinda, spesifik renk degisimi/boyar
madde renk gideriminin ilk goriildiigii glin, petrinin tamamini kapladigi giin, spesifik
renk degisimi/boyar madde renk gideriminin zon ¢apimin tiim petri ¢apina orani ve
fungus koloni ¢apina orani gibi bazi parametreler daha iyi bir se¢im yapabilmek amaci
ile 6n planda tutulmustur. Yapilan degerlendirmeler sonucunda OBCC 1047 ve OBCC

3501 izolatlar1 bir sonraki asamada ¢alisilmaya deger bulunmustur (Cizelge 3.10).
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Cizelge 3.10. Tarama ¢aligmasi sonucu secilen izolatlar ve standart susun substrat ve boyar maddeler ile verdigi reaksiyon sonuglari

OBCC OBCC ATCC OBCC OBCC ATCC
Substrat/Boyar Madde Substrat/Boyar Madde
1047 3501 200801 1047 3501 200801
a - 1 1 a 3 3 1
b - 11 9 . b 9 9 6
ABTS Cibacron Blue 3R
c 0.0 75.6 84.53 c 88.5 78.0 100.00
d 0.0 3.8 1.35 d 1.0 1.0 1.0
a 7 1 1 a 3 3 -
. . b 11 20 - b 6 7 -
Gallik Asit Amaranth
c 38.2 64.7 53.87 c 100.0 100.0 0.0
d 2.3 0.4 3.34 d 1.0 1.0 0.0
a 2 1 1 a 5 - 2
. b 13 - - . . b - - -
Guaicol Kristal Viyole
c 24.0 34.8 68.47 c 23.6 0.0 31.37
d 4.2 2.5 0.68 d 1.0 0.0 1.17
a 3 1 1 a - 2 1
b 7 11 7 ) . b - - -
RBBR Malasit Yesili
c 100.0 62.3 100.0 c 0.0 37.7 4434
d 1.0 11 1.0 d 0.0 0.2 2.53
a 3 3 1
b 7 7 -
Remazol Black
c 100.0 100.0 56.94
d 1.0 1.0 0.57
a: Spesifik renk degisimi/dekolorizasyonun ilk goriildiigii giin, b: Spesifik renk degisimi/dekolorizasyonun petrinin tamamimi kapladigi giin, c:

Spesifik renk

degisimi/dekolorizasyonun zon c¢apnin tiim petrinin (90 mm) capina orant (%)(7.giin), d: Spesifik renk degisimi/dekolorizasyonun fungus koloni capina orani (7.giin)
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3.2.Farkh Kiiltiir Teknikleri ve Substratlarin Ligninolitik Enzim Uretimine Etkisi

Calismanin bu asamasmin temel amaci hangi makrofungus izolatinin, hangi
kiiltiir tipinde ve indiikleyici varliginda, inkiibasyonun kaginct giiniinde ve hangi enzimi
en iyi Urettigi sorularmma cevap bulabilmektir. Bu amacla elde edilen veriler her bir

izolat i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.

3.2.1.0BCC 1047 Kodlu Makrofungus izolatinin Ligninolitik Enzim Uretimi

OBCC 1047 kodlu makrofungus izolati ligninolitik enzim aktivitesinin zamana
bagli olarak izlenebilmesi amaciyla derin, statik ve kati faz kiiltiir kosullarinda ve farkli
tarimsal atik ya da ticari indiikleyicilerin varliginda iiretilmistir. Makrofungus izolati
tim kiiltiir sistemlerinde iyi bir ilireme gostermesine karsin (Sekil 3.1), ligninolitik

enzim Ol¢iimlerinde lakkaz, MnP ve LiP enzimlerinin varligina rastlanamamaistir.
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Sekil 3.1. OBCC 1047 izolatinin derin (a), statik (b) ve kat1 faz kiiltiir (c) sistemlerinde
biiyiimesi (11.giin)

3.2.2.0BCC 3501 Kodlu Makrofungus izolatinin Ligninolitik Enzim Uretimi

OBCC 3501 kodlu izolat1 da, derin, statik ve kat1 faz kiiltlir yontemleri ve farkl
tarimsal atik ya da ticari indiikleyicilerin varliginda biiyiitiilerek, ligninolitik enzim

tiretimi izlenmistir (Sekil 3.2).



69

Sekil 3.2. OBCC 3501 izolatinin derin (a), statik (b) ve kati faz kiiltiir (c) sistemlerinde
biiylimesi (13.giin)

Inkiibasyon siiresince belirli giinlerde ekstraksiyon yapilarak her bir kiiltiir tipi
ve indiikleyici varliginda izolatin ligninolitik enzim iiretimi belirlenmistir (Sekil 3.3 ve
3.4). Kat1 faz kiiltlir yonteminde, portakal atig1 {izerinde herhangi bir gelisim ve enzim
tiretimine rastlanmadigindan grafiklendirilmemistir. Elde edilen tiim veriler Cizelge
3.11 — 3.13° da sayisal olarak sunulmustur. Arastirilan tiim kiiltiir tipleri ve
indiikleyicilerden elde edilen enzim iiretimi verilerinin bir arada degerlendirilebilmesi
igin, kiltiir tiplerine gére en iyi indiikleyiciler ve enzim miktarlart Sekil 3.5 de

sunulmustur.
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Sekil 3.3. OBCC 3501 izolatinin kati faz kiiltlir ydonteminde ligninolitik enzim aktivitesi
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Sekil 3.4. OBCC 3501 izolatinin derin (a) ve statik (b) kiiltiir yontemlerinde ligninolitik

enzim aktivitesi
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Cizelge 3.11. OBCC 3501 izolatinin derin kiiltiir tipinde farkli indiikleyicilerin varliginda zamana bagli ligninolitik enzim aktivitesi (U/L)

INDUKLEYICI

BUGDAY KEPEGI CAY ATIGI PORTAKAL KABUGU GLIKOZ KSILIDIN
H -
[«B}
= - - - - -
5 Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP
0 0.3+0.1 0.,7+0.1 0.0£0.0 0.0+0.1 9.942.2 4.6%1.6 0.0+£0.0 0.1+0.3 0.0£0.0 0.0+0.0 0.1+0.0 0.0+0.0 0.0£0.1 0.1+0.0 0.0£0.0
4 43415 99.4+4.8 0.0£0.0 3.3+0.8 6.9+4.8 4.6+1.6 2.5+1.1 24.849.9 0.0£0.0 0.5+0.3 6.6+2.7 0.0£0.0 0.0£0.0 0.7+0.1 0.0£0.0
8 36.4+49.6 108.0+7.0 0.0£0.0 12.0+0.7 75.3+5.3 12.5+0.0 28.2+5.2 126.7+1.5 0.6+0.8 4340.3 45.0+0.0 0.0£0.0 1.9+0.8 25.2+0.0 0.0£0.0
11 163.4+0.0 136.8+0.0 7.4+42.4 12.842.3 85.0+4.5 11.4+3.2 63.1+4.6 259.1+1.3 41.6+4.0 2.9+1.0 53.0+7.3 0.60.0 44415 52.2+0.0 0.0£0.0
13 37.4+4.1 117.0£12.0 0.0£0.0 14.8+1.2 82.9+0.0 10.6+3.5 53.2+2.1 185.9+£17.0 7.242.6 17.6+0.0 68.4+0.0 0.0+0.0 2.1+0.1 61.6+0.0 0.0£0.0
15 422477 98.2+10.4 0.0£0.0 15.742.1 94.4+10.3 12.5+1.6 43.8+1.2 150.0+16.9 5.7+0.0 31.0+6.8 114.5+0.0 0.0+0.0 40.2+0.0 123.8+0.0 0.0£0.0
17 35.7+5.5 96.1+0.7 0.0£0.0 17.2+1.6 70.7+7.0 11.4+0.0 50.34.2 156.3+16.3 14.8+3.2 | 29.5+10.5 90.0+0.0 0.0+£0.0 28.4+0.0 109.5+0.0 0.0+£0.0
20 38.9+5.4 83.1+4.1 0.0£0.0 14.4+1.5 66.0+7.5 35.944.0 57.543.9 189.2+12.6 14.245.6 15.9+4.5 35.7+0.0 0.0+£0.0 24.9+11.9 96.8+0.0 2.3+0.0
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Cizelge 3.12. OBCC 3501 izolatinin statik kiiltiir tipinde farkli indiikleyicilerin varliginda zamana bagli ligninolitik enzim aktivitesi (U/L)

INDUKLEYICI

BUGDAY KEPEGI CAY ATIGI PORTAKAL KABUGU GLIKOZ KSILIDIN
H -
[«B}
= - - - - -
5 Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP
0 0.3+0.1 0.7+0.1 0.0£0.0 0.0£0.1 11.240.2 4.6+0.0 0.0+£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.0 0.1+0.0 0.0+0.0 0.0£0.0 0.1+0.0 0.0+0.0
4 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0+0.7 0.0£0.0 4.6+0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0 0.0£0.0
8 2.0£0.1 7.3+1.2 0.0£0.0 11.0+1.4 95.8+4.7 0.1£0.2 22.242.2 118.6+1.7 0.6+0.3 4.7+1.2 23.6+0.0 0.0+£0.0 21.6+0.1 149.6+0.0 0.6+0.8
11 1.840.6 13.542.6 0.0£0.0 15.142.2 110.6+7.2 0.0£0.0 40.0+4.6 177.5+10 0.0£0.0 4.6+1.5 39.043.1 0.0+£0.0 25.242.2 208.0+16 2.3+0.0
13 2.5+0.8 7.2+1.6 0.0£0.0 14.2+0.0 77.8+5.8 0.0£0.0 19.0+1.1 71.8+8 0.0£0.0 5.0+0.1 32.9+5.9 1.1+0.0 224424 164.0+21 0.0£0.0
15 3.6+1.0 16.042.5 0.0£0.0 14.6+2.0 89.6+5.8 0.0£0.0 12.6+1.3 66.00.0 0.0£0.0 3.0£1.4 33.2+0.0 0.6+0.8 9.3+1.8 81.2+12.8 0.0£0.0
17 5.9+1.7 32.3+0.0 0.0£0.0 9.4+0.3 70.7+1.7 0.0£0.0 13.4+1.2 60.2+5.2 0.0£0.0 47421 57.8+0.0 0.6+0.8 13.7+4.1 50.2+0.0 0.0+£0.0
20 2.9+1.0 6.842.1 0.0£0.0 7.1£3.3 53.0+10.0 0.0£0.0 20.50.0 69.2+0.0 0.0£0.0 3.1£1.0 43+0.0 0.0£1.6 9.6+0.2 89.5+0.0 0.0+£0.0




Cizelge 3.13. OBCC 3501 izolatinin kat1 faz kiiltiir tipinde farkl indiikleyicilerin varliginda zamana bagl ligninolitik enzim
aktivitesi (U/L)

INDUKLEYICI

. BUGDAY KEPEGI CAY ATIGI PORTAKAL KABUGU
2

5 Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP Lakkaz MnP LiP

0 0.0£0.1 0.240.1 0.0+0.0 0.0+0.0 1.540.3 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
4 52.5+3.7 345.8+0.0 0.0+0.0 32.4+1.1 186.6+15.1 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
8 108.0£155 | 427.4+0.0 0.0+0.0 66.6=6.6 370.5+30.1 5.1+0.8 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
1 1042103 | 330.1+31.9 | 48.4+15.3 114.5+14.9 438.1+5.5 15.9+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
13 53.9:0.3 268.5+0.0 0.8+0.7 94.3+6.2 322.1+3.6 2.3+4.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
15 79.0+10.3 278.1£36.0 16.5+2.4 80.7+6.7 228.1+11.3 308.50.0 0.0+0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
17 71.1+0.0 281.3+44.4 16.5+2.4 51.0+7.6 266.1+47.4 308.5+0.0 0.0+£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
20 36.2+4.7 118.3+2.4 29.6+11.3 54.3+5.3 139.6+10.1 47.2+4.0 0.0+£0.0 0.0+0.0 0.0+0.0
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Sekil 3.5. OBCC 3501 izolatinin kiiltiir tipine bagli olarak se¢ilmis ligninolitik enzim

aktiviteleri

OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatinin farkli kiiltiir tipi ve indiikleyiciler

varliginda biiyiitiilmesi sonucu elde edilen verilerinin degerlendirilmesi sonucunda,

izolatin daha diisiikk miktarda lakkaz ve LiP enzimlerini {liretmesinin yaninda yiiksek

miktarda MnP enzimi trettigi belirlenmistir. En yliksek MnP aktivitesi kat1 faz kiiltiir

yontemi ile ¢ay atigi ortaminda, inkiibasyonun 11. giiniinde, 438,1+5,5 U/L olarak

belirlenmistir. Kat1 faz kiiltiir yontemi ile bugday kepeginin substrat olarak kullanildig:
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kiiltiir ortaminda en yiiksek MnP aktivitesi ise inkiibasyonun 8. giiniinde 427,4+0,0 U/L
olarak belirlenmistir. Ancak bu Kiltiir yonteminde, LiP aktivitesi de gbéz Oniinde
bulundurularak ¢ay atig1 daha basaril1 bir substrat olarak gézlemlenmekte ve bu ortamda

diger deneysel parametreleri de iceren biiyiime 6zellikleri Sekil 3.6° da belirtilmektedir.
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Sekil 3.6. OBCC 3501 izolatinin kat1 faz sisteminde cay atig1 indiikleyicisi varliginda

bliylime 6zellikleri

Calisilan tiim makrofungus izolatlarin, kiiltiir tipleri ve indiikleyiciler ile enzim
uretimleri birlikte incelendiginde, ligninolitik enzim iretimine atiklarin katkisini
vurgulamasi agisindan c¢ay atiginda en iyi aktivite gostermesi ve en iyi enzim tiretimini
inkiibasyonun erken evrelerinde gergeklestirmesi nedenlerinden o&tiiri OBCC 3501
kodlu makrofungus izolatinin enzimleri ¢alismanin gelecek asamalarinda boya giderimi

kapasitesi acisindan ¢alisilmak iizere se¢ilmistir.
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3.3. Makrofungus Izolatlarinin Molekiiler Yontemlerle Tanimlanmasi

3.3.1. OBCC 1047 Kodlu Makrofungus Izolatimn Molekiiler Yontemlerle

Tanimlanmasi

Dizi analizi ¢aligmalari ile OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatimizin rDNA-
ITS dizilimi su bigimde elde edilmistir:

TTCGGTCTGCTACCTCTTACCCATGTCTTTTGAGTACCTTCGTTTCCTCGGCG
GGTCCGCCCGCCGATTGGACAACATTCAAACCCTTGTCAGTTGCAATCAGCG
TCTGAAAAAACATAATAGTTACAACTTTCAACAACGGATCTCTTGGTTCTGG
CATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAGTGTGAATGTCAGAATT
CAGTGAATCATCGAATTCTTGAACGCACATGTCGCCCCTTGGTATTCCATGG
GGCATGCCTGTTCGAGCGTCATTTGTACCTTCAAGCTCTGCTTGGTGTTGGG
TGTTTGTCTCGCCTCTGCGTGTAGACTCGCCTTAAAACAATTGGCAGCCGGC
GTATTGATTTCGGAGCGCAGTACATCTCGCGCTTTGCACTCATAACGACGAC
GTCCAAAAGTACATTTTTACACTCTTGACCTCGGATCAGGTAGGGATACCCG
CTGAACTTAAGCATATCAATAGCCGGAGGAA

Belirlenen rDNA-ITS diziliminin GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov veri

tabaninda BLAST analizi yapilmasi sonucunda, OBCC 1047 kodlu makrofungus
izolatimizin hem Epicoccum spp. (Accession# JF694747.1 ve HQ914879.1) hem
Phellinus pectinatus (AY189705.1) suslarina % 98 oraninda benzedigi belirlenmistir
(Sekil 3.7). Bu nedenle geleneksel yontemler ile isimlendirilemeyen OBCC 1047 kodlu
makrofungus izolat1 kullanilan molekiiler ydntemler ile isimlendirilememistir. Izolatin
bu taksonlarin ayirt edilmesinde kullanilan diger primerler ile tekrar calisiimasi

planlanmaktadir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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gi|329184981|gb|JF449817_1| Uncultured Epicoccum clone SW_2d_EQ9
| gi|329756987|gb|JF495192_1] Uncultured Epicoccum clone KL_2d_2B05

| Qi|329184980|gb|JF449816_1| Uncultured Epicoccum clone SW_2d_E08
Qi|329184962|gb|JF449798 1| Uncultured Epicoccum clone SW_2d_C09

gi|327387911|gb|HQ914879.1| Epicoccum sp. OUCMBI101240
gi|28396170|gb|AY 189705 _1| Phellinus pectinatus

& M170_ITS1
—I_ gi|327387909|gb|HQY14877.1| Fnicacrim an OUCMBI101237

gi|332647604|gb|JFE4747 1| rain HS-1

20 15 10 05 a0

Sekil 3.7. OBCC 1047 kodlu makrofungus izolatinin yakin iliskili tiirler ile iligkisini
ifade eden filogenetik agac

3.3.2. OBCC 3501 Kodlu Makrofungus Izolatimn Molekiiler Yontemlerle

Tanimlanmasi

Dizi analizi ¢aligmalar1 ile OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatimizin rDNA-
ITS dizilimi su bigimde elde edilmistir:

GGGTTGTAGCTGGCCTTCCGAGGCATGTGCACGCCCTGCTCATCCACTCTAC
ACCTGTGCACTTACTGTGGGTTTCAGGAGCTTCGAAGCGAGGGTTTAATCGC
TCTCGCCGAGTTGTTACTGGGCCTACGTTTATCACAAACTCTTAAAGTATCA

GAATGTAAACGCGTCTAACGCATCTATATACAACTTTCAGCAACGGATCCTT
TGGCTCTCGCATCGATGAAGAACGCAGCGAAATGCGATAAGTAATGTGAAT
TGCAGATCTAGTGAATCATCGAATCTTTGAACGCACCTTGCGCTCCTTGGTA
TTCCGAGGAGCATGCCTGTTTGAGTGTCATGAAATTCTCAACCTAACAAGTT
CTTAACGGGACTTGCGTAGGCTTGGACTTGGAGGCTTGTCGGCTCTAGCAGT
CGGCTCCTCTCAAATGCATTAGCTTGGTTCCTTGCGGATCGGCTCACGGTGT

GATAATTATCTGCGCCGCGACCGTTGAAGCGTTTAATGGCCAGCTTCTAATC
GTCTCTTGCGAGACAGCTTTCATCGAACTCTGACCTCAAATCAGGTAGGACT
ACCCGCGTAACTTAAGCATATCAATAGGCCGGAGGAA
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Belirlenen rDNA-ITS diziliminin GenBank: www.nchi.nlm.nih.gov veri

tabaninda BLAST analizi yapilmasi sonucunda, OBCC 3501 kodlu makrofungus
izolatimizin Polyporus arcularius tiiriine (Accession# AF516524.1) % 97 oraninda
benzedigi belirlenmistir. Bu nedenle geleneksel yontemler ile isimlendiremedigimiz
OBCC 3501 kodlu makrofungus izolati Polyporus arcularius olarak isimlendirilmistir.
Sekil 3.8° de OBCC 3501 kodlu izolatin GenBank: www.ncbi.nlm.nih.gov veri

tabaninda yer alan yakin iligkili tiirler ile birlikte degerlendirilmesine olanak saglayan

filogenetik agaci ifade edilmektedir.

0i[33325279|ab|AF516524.1] Polyporus arcularius CUITENN7TS83 SBI 2

Qi|288887166|gh|GU207245 1| Polyporus arcularius isolate TFBE9473

gi|18478550|dbj|ABOT0868.1| Polyporus arcularius strain:CulTENN10929 SBI 2 Polyporus arcularius
0il18478547|dbj|ABO70867.1| Polyporus arcularius strain:CulTENN10929 SBI 1
gi|18478541|dbj|ABO70865.1| Polyporus arcularius strain:CulTENN10299 SBI 2

@ Isolate C2

— gi|339736753|gb|JN043321.1| Daedaleopsis confragosa sirainNAAS0 1490
gi[187941016jgb|EUGE1877 1] Lenzites tricolor strain 006

I I I I I I |
0006 0005 Qo ooz o0z 0.001 000

Sekil 3.8. OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatinin yakin iliskili tiirler ile iligkisini
ifade eden filogenetik agac

Sekil 3.9. Polyporus arcularius makrofungusunun karpofor goriintiisii (Mustafa Yamacg)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

80

Enzimlerin Girisim / Maskeleme Oranlarinin Belirlenmesi

Makrofungusun sahip oldugu enzimler Onceki c¢aligmalarda substrat
oksidasyonuna bagli olarak 6l¢iilmiistiir. Ancak ¢alismanin ilerleyen asamalarinda MnP
aktivitesi Olglimiinde kullanilan DMP substratinin, lakkaz enziminin de substrati
olabildigine dair bulgulara ulasilmistir (Nyanhongo et al., 2001; Johannes
andMajcherczyk, 2000). Ayni sekilde ABTS substratinin hem MnP hem de lakkaz
enzimlerinin substrat1 olabildigi bildirilmektedir (Yuri et al., 2006; Xiaobin et al.,
2007). Bu nedenle substrat oksidasyonuna bagli 6l¢iimlerin, enzimlere 6zgii olup
olmadigina dair onaylama testlerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla MnP enziminin
ABTS substratina, lakkaz enziminin ise DMP substratina girisim yapip yapmadigi

arastirilmistir.

3.3.3.Mangan Peroksidaz — ABTS Girisim Testi

Bu test ile lakkaz enzimi ol¢iimiinde substrat olarak kullanilan ABTS nin okside
edilmesinde MnP enziminin katkist olup olmadiginin belirlenmesi amaglanmistir.
Mangan peroksidaz enziminin, ortamda mangan ve hidrojen peroksit bulundugu
durumlarda calistigi bilinmekle beraber bu iki madde ortama sonradan eklenmese bile
besiyeri bilesenlerinde ve metabolizma sonucu ekstraseliilar iiretim yoluyla kiiltiir
stvisinda bulunabilmektedir. Bu nedenle ham kiiltiir sivis1 katalaz enzimi ile muamele
edilerek ortamda bulunmasi olas1 hidrojen peroksit parcalanmistir. Calisma sonucunda
katalaz ile muamele edilmemis kiiltiir sivisinda 114 U/L’ lik bir aktivite belirlenirken,
katalaz ile muamele edilmis olan kiiltiir sivisinda ise 100 U/L aktivite belirlenmistir
(Sekil 3.10). Katalaz ile ortamdaki hidrojen peroksitin giderilmesine ragmen ABTS
oksidasyonunda dikkate deger bir fark goriilmemesi nedeniyle hidrojen peroksit
varhginda c¢alistigt  bilinen MnP  enziminin oksidasyonda gorev almadig

diistiniilmektedir.
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Sekil 3.10. ABTS oksidasyonuna MnP ve lakkaz enzimlerinin katkisi. a: kontrol grubu,

b: ham kiiltiir sivisi, c: katalaz ile muamele edilmis ham kiiltiir sivisi

3.3.4.Lakkaz — DMP Girisim Testi

Makrofungus izolatinin enzim aktivitesinin belirlenmesi asamasinda kullanilan
DMP substratinin oksidasyonundan sorumlu enzimin MnP enzimi olup olmadigini
belirlemek amaciyla bu test uygulanmistir. Bu amagla farkli reaksiyonlar kurulmus,
lakkazin DMP oksidasyonuna etkisi olup olmadig: arastirilmistir. Bu amagla ortama
hidrojen peroksit ve mangan siilfat eklenmedigi durumlarda meydana gelen DMP
oksidasyonunun lakkaz enzimi tarafindan gergeklesmesi beklenmektedir. Bu sekilde
kurulan reaksiyonda DMP oksidasyonu 35 U/L olarak belirlenirken, ayni kosullarda
hidrojen peroksit ve mangan siilfat varliginda kurulan reaksiyonda 438 U/L olarak
belirlenmistir (Sekil 3.11). Bir bagka deyisle elde edilen veriler degerlendirildiginde,
ortamda bulunan DMP oksidasyonunun % 91° inin MnP enzimi tarafindan

gerceklestirildigi belirlenmistir.
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Sekil 3.11. DMP oksidasyonu MnP ve lakkaz enzimlerinin katkisi. a: kontrol grubu, b:
H,0, ve MnSO, varliginda ham kiiltiir s1visi, ¢: H,O, ve MnSO, yoklugunda ham kiiltiir

S1V1S1

3.4. Polyporus arcularius izolatimn Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesinin

Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda Polyporus arcularius (OBCC 3501) izolatinin kati
faz kiltiir yontemi ile ¢ay atigi ortaminda iirettigi enzimin boyar madde renk giderim
kapasitesi arastirilmis, boyar madde renk giderim oraninin mediatdor yardimiyla

arttirtlmasi hedeflenmis ve boya renk gideriminden sorumlu enzim belirlenmistir.

3.4.1.Enzimin Boyar Madde Renk Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi ve

Arttirilmasi

RBBR, remazol black, cibacron blue 3R, amarant, kristal viyole ve malasit yesili
olmak tizere 6 farkli boyar madde ile enzim(ler)in boyar madde renk giderim
yetenekleri ve mediator yardimiyla arttirilmasi ¢aligmalar gerceklestirilmis, elde edilen

bulgular her bir boyar madde i¢in ayr1 ayr1 degerlendirilmistir.



3.4.1.1. RBBR
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Ham enzimle muamele edilen RBBR boyar maddesinin % dekolorizasyonu 4.

saat sonunda % 62 olarak belirlenirken, reaksiyon karistmina HBT meditoriiniin ilave

edilmesiyle bu oran 2 saatin sonunda % 92’ ye ¢ikarilmis olup sonraki dl¢iimlerde sabit

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.12 - 3.13).

% Dekolorizasyon

100 -
90 -
80 -
70 -
60 -
50 -
40 -
30 -
20 -
10 -

=1

RBBR

+
Ham enzim

Zaman({dakika)

+
Ham enzim + HBT

Sekil 3.12.

giderim kapasitesi

Polyporus arcularius izolatinin RBBR boyar maddesinde renk
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inki basyon slresi (Saat)

Sekil 3.13. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz RBBR boyar

Kaynatilimig
Enzim

Enzim

Enzim+ HBT

maddesinde renk giderim kapasitesi

3.4.1.2. Remazol Black

Remazol Black boyar maddesinin ham enzimle muamele edilmesi durumundaki
% dekolorizasyonu 4. saat sonunda % 8 olarak belirlenmistir. Reaksiyon karigimina

HBT meditoriiniin de ilave edilmesiyle bu oran % 82’ ye ulagmustir (Sekil 3.14 - 3.15).
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REMAZOL BLACK

100 4
90 4
a0 4
70 4
60 4
50 A
40 4
30 4
20 A
10 4

% Dekolorizasyon

Zaman (dakika)

Ham enzim Ham enzim + HBT

Sekil 3.14. Polyporus arcularius izolatinin remazol black boyar maddesinde renk
giderim kapasitesi

inkiibasyon siiresi (Saat) I
0 1 2 a

Sekil 3.15. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz remazol black boyar

Kaynatilmis
Enzim

Enzim

Enzim+ HBT

maddesinde renk giderim kapasitesi
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3.4.1.3. Cibacron Blue 3R

Ham enzimle muamele edilen cibancron blue 3R boyar maddesinin 4. saat
sonunda % 80 dekolorize oldugu goriilmiistiir. Bu oran, reaksiyon karistmma HBT

mediatoriiniin ilave edilmesiyle 1.5 saat sonunda % 100’e ¢ikarilmistir (Sekil 3.16 -

3.17).

CIBACRON BLUE

100 - L i L u
90
80
70 4
60 -
50 4
40 4
30 4
20 4
10 4

% Dekolorizasyon

=
=
w
o
=
+=
w
[=2]
=

a0 120 150 180 240
Zaman (dakika)

—_— ——
Ham enzim Ham enzim + HBT

Sekil 3.16. Polyporus arcularius izolatinin cibacron blue 3R boyar maddesinde renk

giderim kapasitesi
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inkiibasyon siiresi (Saat) I

Sekil 3.17. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz cibacron blue 3R

Kaynatilmis
Enzim

Enzim

Enzim+ HBT

boyar maddesinde renk giderim kapasitesi

3.4.1.4. Amarant

Ham enzimle muamele edilen Amarant boyar maddesinin % dekolorizasyonu 4.
saat sonunda % 20 olarak belirlenirken, reaksiyon karigtmima HBT meditoriiniin ilave

edilmesiyle bu oran 2. saatin sonunda % 100’ ¢ ¢ikarilabilmistir (Sekil 3.18 - 3.19).
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AMARANTH

100
90 A
a0 A
70 A
60
50 A
40 A
30 A

20 A
10
[ T T T T T T T T T

0 15 30 45 60 90 120 150 130 240
Zaman (dakika)
—— ——

% Dekolorizasyon

Ham enzim Ham enzim + HBT

Sekil 3.18. Polyporus arcularius izolatinin amarant boyar maddesinde renk giderim

kapasitesi

inkﬁbasyonsi)resi (Saat) |

Sekil 3.19. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz amarant boyar

Kaynatilmis
Enzim

Enzim

Enzim+ HBT

maddesinde renk giderim kapasitesi



3.4.1.5. Kristal Viyole
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Kristal Viyole boyar maddesi ham enzimle muamele edildiginde 4. saatin

sonunda % 57 dekolorize olurken, reaksiyon karisimina HBT meditoriiniin ilave

edilmesiyle bu oran % 87’ ye kadar ¢ikarilabilmistir (Sekil 3.20 - 3.21).

% Dekolorizasyon

100
90 4
a0 4
70 4
60 4
50 A
40 4
30 4
20 4
10 4

KRISTAL ViYOLE

15

30

45 60 90 120 150

Zaman({dakika)
Ham enzim Ham enzim + HBT

1a0

240

Sekil 3.20. Polyporus arcularius izolatimin kristal viyole boyar maddesinde renk

giderim kapasitesi
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Inkubasyon slresi (Saat)

Sekil 3.21. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz kristal viyole boyar

Kaynatilmis
Enzim

Enzim+ HBT

Enzim

maddesinde renk giderim kapasitesi

3.4.1.6. Malasit Yesili

Ham enzimle muamele edilen Malasit Yesili boyar maddesi % dekolorizasyonu
4. saat sonunda % 37 olarak belirlenirken, reaksiyon karisimina HBT meditoriiniin ilave

edilmesiyle bu oran 3. saatin sonunda % 100’ e ulagmistir (Sekil 3.22 - 3.23).



100
90
a0
70
60
50

% Dekolorizasyon

10 A

MALASIT YESiLI

40 -
30 -
20 -

45 60 90 120 150
Zaman({dakika)

Ham enzim Ham enzim + HBT

1a0

240
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Sekil 3.22. Polyporus arcularius izolatinin malasit yesili boyar maddesinde renk

giderim kapasitesi

inkﬂbasyonsijresi (Saat) I

Kaynatilmig
Enzim

Enzim

Enzim+ HBT

Sekil 3.23. Polyporus arcularius izolatinin HBT ilaveli ve ilavesiz malasit yesili boyar

maddesinde renk giderim kapasitesi
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3.4.2.Boyar Madde Renk Gideriminden Sorumlu Enzim(ler)in Belirlenmesi

Calismanin onceki asamalarinda MnP ve lakkaz enzimlerini {irettigi belirlenen
Polyporus arcularius izolatindan ekstrakte edilen ham kiiltiir sivisi ile boyar madde
renk giderim galismalar1 yapilmis ve olduk¢a basarili sonuglar elde edilmistir. Ancak
ham kiiltiir stvisinda bulunan bu iki enzimden hangisinin boyar madde renk gideriminde
rol aldigini belirlemek amaciyla sodyum azid ve n-PG inhibitorlerinin farkl

konsantrasyonlarinin etkisi aragtirilmistir.

Sodyum azid, hem lakkaz hem de peroksidazlar1 inhibe etme yetenegi oldugu
bilinen ligninolitik enzimlerin spesifik inhibisyonunda yaygin olarak kullanilan bir
inhibitordiir (Johannes and Majcherczyk, 2000; Novotny et al., 2004). Calisma
kapsaminda sodyum azidin 5 farkli konsantrasyonu kullanilmis, elde edilen bulgular
Cizelge 3.14° te sunulmustur. Lakkaz ve MnP enzimlerinin 100 uM sodyum azid ile 4
saatlik muamele sonucunda % 90 ve 99 oraninda inhibe oldugu gézlemlenmis ve bu
derisimin boyar madde renk gideriminin enzim kaynakli olup olmadiginin

anlasilmasinda kullanilabilecegi belirlenmistir (Sekil 3.24 — Sekil 3.25).

Cizelge 3.14. Farkli sodyum azid konsantrasyonlarinin Polyporus arcularius izolati

tarafinda iiretilen ligninolitik enzimleri inhibisyon oranlari

NaN3 Siire Lakkaz Mangan Peroksidaz
Konsantrasyon (saat)
(LM)
0 52 53
10 2 27 76
4 25 72
0 66 78
25 2 54 88
4 57 90
0 71 84
50 2 86 94
4 80 100
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Cizelge 3.14. Farkli sodyum azid konsantrasyonlarinin Polyporus arcularius izolati

tarafinda iiretilen ligninolitik enzimleri inhibisyon oranlar1 (Devami)

NaN;
Siire .
Konsantrasyon Lakkaz Mangan Peroksidaz
(saat)
(uM)
0 74 84
75 2 82 95
4 82 95
0 86 92
100 2 87 97
4 20 99
Ham enzim - -
Ham enzim 10 uM 25 uM 50 uMm 75 uM 100pM

Sekil 3.24. Polyporus arcularius izolat1 tarafindan iiretilen lakkaz enziminin sodyum

azid ile inhibisyonu
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Ham enzim

Sekil 3.25. Polyporus arcularius izolati tarafindan tiretilen MnP enziminin sodyum azid

10pM  25uM  50uM 75 uM 100uM

ile inhibisyonu

Kullanilan diger bir inhibitér olan n-Propil gallat, yaygin olarak lakkaz
inhibitérii olarak kullanilmasina ragmen MnP inhibe ettigine dair ¢alismalar
bulunmaktadir (Kasinath et al.,, 2002; Novotny et al., 2004). Cizelge 3.15° de
sunuldugu iizere, 5 farkli konsantrasyonda inhibisyon 6zelligi test edilen n-PG, 5000
uM derisimde lakkazi % 100 inhibe ederken, MnP’ 1 % 57 inhibe etmesiyle daha ayirt
edici bir inhibisyon olusturmustur (Sekil 3.26 — Sekil 3.27).



Cizelge 3.15. Farkli n-propil gallat konsantrasyonlarinin

tarafinda tiretilen ligninolitik enzimleri inhibisyon oranlar1

95

Polyporus arcularius izolati

n-PG
Siire
Konsantrasyon Lakkaz Mangan Peroksidaz
(saat)
(LM)
0 100 40
500 2 86 34
4 75 34
0 100 58
600 2 89 46
4 87 45
0 100 55
750 2 93 43
4 75 42
0 100 57
1000 2 96 47
4 91 45
0 100 77
5000 2 100 56
4 100 57
0 40 31
Etanol 2 17 22
4 18 24
Ham enzim - -
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Hamenzim 500pM 600pM 750 uM 1000 pM  5000uM

Sekil 3.26. Polyporus arcularius izolati tarafindan firetilen lakkaz enziminin n-propil

gallat ile inhibisyonu

Hamenzim 500pM 600puM 750 puM 1000 pM  5000uM

[ 0.an ]

[ 2.saat ]

[ 4.saat ]

Sekil 3.27. Polyporus arcularius izolati tarafindan iiretilen MnP enziminin n-propil

gallat ile inhibisyonu

Boylece Polyporus arcularius izolati tarafindan tretilen ligninolitik enzimlerin

ayirt edici bicimde inhibisyonunu saglayan inhibitér konsantrasyonlari ve uygulama
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siireleri belirlenmistir. Bu veriler 1s18inda her enzim ayri1 ayr1 inhibe edilerek boyar
madde renk giderim ¢alismasi tekrarlanmistir. Lakkaz ve MnP enzimlerini tamamen
inhibe eden sodyum azid konsantrasyonu ile muamele edilen ham enzim ¢ozeltisinin,
boyar madde renk giderim kapasitesinin tamamen yok oldugu gézlemlenmistir (Cizelge
3.16). Bu bilgiye dayanarak, elde edilen boyar madde renk gideriminin Polyporus
arcularius izolat1 tarafindan {iretilen lakkaz ya da MnP enzimlerinden kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Lakkaz enzim aktivitesi tamamen inhibe olurken, MnP enziminin aktivitesinin
% 43 oraninda korundugu 5000 uM derisimindeki n-propil gallat ile 4 saat muamele
edilen ham kiiltiir sivisi ile gergeklestirilen boyar madde renk giderim calismalarinda
ise, giderimin oransal olarak diisme gdstermesine ragmen gergeklestigi gozlemlenmistir
(Cizelge 3.16). Bu verilere dayanarak boyar madde renk gideriminden sorumlu enzimin

MnP enzimi oldugu diistiniilmektedir.

Cizelge 3.16. Inhibitdrler ile muamele edilen ham enzimin 4. saat sonunda boyar madde

renk giderimleri

BOYAR MADDE DEKOLORIZASYONU (%)
BOYAR ] NaN;z; + Ham n-PG + Ham
MADDELER Ham enzim enzim NaNj; enzim n-PG | Etanol
RBBR 62 0 0 9 1 0
Remazol Black 8 1 0 3 0 0
Cibacron Blue 3R 80 0 0 15 0 0
Amarant 20 0 0 13 0 0
Kristal Viyole 57 3 3 20 2 0
Malasit Yesili 37 0 1 29 0 0
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3.5. Mangan Peroksidaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Kinetik Cahismalar

Polyporus arcularius izolati tarafindan optimum kosullarda iiretilen mangan
peroksidaz enziminin optimum c¢alisma pH s1, sicakligi, Ky ve Vmax degerleri

belirlenmistir.

3.5.1. Enzimin Optimum pH’ sinin Belirlenmesi

MnP enziminin optimum aktivite gosterdigi pH noktasini belirlemek amaciyla
farkli tamponlar kullanilarak 15 farkli pH degeri arastirilmis, farkli pH derecelerinde

elde edilen reaksiyon hiz sabiti (k) degerleri Sekil 3.28” de sunulmustur.

0,050 4

0,040 +

0,030 +

0,020

0,010

0,000
2 25 3 35 4 45 465 48 5 55 6 65 7 75 8

pH

Sekil 3.28. Polyporus arcularius izolatinin MnP enziminin reaksiyon hiz sabiti (k)

degerlerinin pH’ ya bagl degisimi

Elde edilen reaksiyon hiz sabiti degerleri incelendiginde, makrofungus
tarafindan tretilen MnP enziminin optimum aktivite gosterdigi pH’ nin 4.5 ile 4.8

civarinda oldugu goriilmektedir.
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3.5.2.Enzimin pH Stabilitesinin Belirlenmesi

Optimum aktivite gosterdigi pH olarak 4.8 se¢ilen mangan peroksidaz enziminin
pH stabilitesi, optimum pH olarak se¢ilen 4.8 degerinde 72 saat boyunca incelenmistir.
Makrofungus izolatinin enzim aktivitesinin 12. saatten sonra diismeye basladigi
gozlemlenmesine karsin 72. saatin sonunda enzimin aktivitesini % 50 oraninda

korumaya devam ettigi belirlenmistir (Sekil 3.29).

120

100 4

a0 A

60 4

40

% Enzim Aktivitesi

20 4

c 1 2 3 4 5 & 7 & 9 10 11 12 24 36 43 &0 72

Saat

Sekil 3.29. Polyporus arcularius izolatinin MnP enziminin pH: 4.8’ de zamana bagl

enzim aktivitesi degisimi
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3.5.3.Enzimin Optimum Sicakhiginin Belirlenmesi

Ham kiiltiir stvisindaki MnP enziminin optimum aktivite gosterdigi sicaklik, 25
— 60 °C araliginda enzim aktivite tayini ile belirlenmistir. Farkli sicaklik derecelerinde

elde edilen reaksiyon hiz sabiti (k) degerleri Sekil 3.30° da sunulmustur.

0,080 -
0,060 -
k 0,040 -
0,020
0,000
25 30 35 40 45 50 55 60
Sicaklik {°C)

Sekil 3.30. Polyporus arcularius izolatinin MnP enziminin reaksiyon hiz sabiti (k)

degerlerinin sicakliga bagl degisimi

Calisma kapsaminda 8 farkli sicaklik derecesinde ol¢iilen reaksiyon hiz sabitleri

incelendiginde, enzimin en iyi galigma sicakligi 40 °C olarak belirlenmistir.

3.5.4. Enzimin Sicaklik Stabilitesinin Belirlenmesi

Polyporus arcularius izolati tarafindan tretilen MnP enziminin sicaklik
stabilitesi, optimum sicaklik oldugu diisiiniilen 40 °C* de 72 saat boyunca incelenmistir.
Izolatin enzim aktivitesinin 5. saatten sonra diismeye baslamasma karsin 72. saat

sonunda % 47 oraninda korundugu gozlemlenmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31. Polyporus arcularius izolatinin MnP enziminin 40 °C’ de zamana baglh

enzim aktivitesi degisimi

3.5.5. Enzimin Ky, ve Vmax Degerlerinin Belirlenmesi

Mangan peroksidaz enzimi ile gergeklestirilen DMP oksidasyon c¢aligmasi
sonucunda elde edilen verilerin Michealis-Menten esitligine uygun olarak
kullanilmasiyla Lineweaver-Burk grafigi ¢izildikten sonra, elde edilen formiil
kullanilarak Kp, degeri 1.37 mM ve Vpmax degeri 0.135 mM/sn olarak hesaplanmistir
(Sekil 3.32).
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120 +

y=10,119x+7,4093
100 - R2:0,9983

80 -
/v 60
40 |

20 A

Sekil 3.32. MnP enzimi ile gerceklestirilen DMP oksidasyon g¢alismalart sonucunda

olusturulan Lineweaver-Burk grafigi

3.6. Ham Enzimin Amonyum Siilfat Coktiirmesi ile Konsantre Edilmesi

Ham kiiltiir sivisinda bulunan ligninolitik enzimlerin kismi saflastirmasini
saglamak amaciyla, proteinlerin saflastirilmasinda kullanilan primer ayirma teknikleri
olan amonyum siilfat c¢oktiirmesi ve diyaliz islemleri uygulanmstir. Oncelikle
uygulanan amonyum siilfat ¢oktiirmesinde sirasiyla % 30 ve % 70 saturasyon dereceleri
kullanilarak, ligninolitik enzimlerin tamaminin ¢oktiigii saturasyon orani belirlenmistir.
Daha sonra her iki ¢okelti ve kalan silipernatanta diyaliz islemleri uygulanarak, ¢ozelti
ve ¢Okelti kisimlarinda kalan kii¢iik molekiillerle birlikte siv1 igerisinde kalan amonyum

siilfat ortamdan uzaklastirilmistir.

Yapilan ¢oktiirme ve diyaliz islemleri sonrasi, her bir asamada enzim aktiviteleri
ve protein miktarlar1 dlciilerek, spesifik aktivite ve saflagtirma faktorleri hesaplanarak

Cizelge 3.17°de sunulmustur (Sekil 3.34 — 3.35).
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Cizelge 3.17. Ham kiiltlir sivisina uygulanan amonyum siilfat ¢oktiirmesi ve diyaliz

sonucunda elde edilen enzim ve protein miktarlari ile bunlara bagli olarak hesaplanan

spesifik aktivite ve saflagtirma faktorii degerleri

Enzim Miktari
Protein Spesifik Saflastirma
(U/ml) il } /
mg/m Aktivite (U/m Faktori
Lakkaz MnP (mg/m) ( 9

Ham kiltiir sivisi 0,12 0,44 0.340 1.647 -
% 30 Cokelti 0.04 0.18 0.433 0.508 0.308
% 70 Cokelti 1,36 4,56 2.602 2.275 1.381
Kalan kiltir sivisi 0.00 0.00 0.000 0.000 0.000

Sekil 3.33. Amonyum siilfat ¢Oktiirmesi ile saflastirma asamalarindaki ABTS

oksidasyonuna bagl lakkaz ol¢limii; a: Ham kiiltiir sivisi, b: % 30 Cokelti, c: % 70

Cokelti, d: Kalan kiiltiir sivisi.
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4
l I

Sekil 3.34. Amonyum siilfat c¢oktiirmesi ile saflagtirma asamalarindaki DMP

oksidasyonuna baglit MnP 0l¢limii; a: Ham kiiltlir sivisi, b: % 30 Cokelti, c: % 70
Cokelti, d: Kalan kiiltiir sivisi.

Sekil 3.35. Amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile saflastirma asamalarindaki Bradford

Olclimiine bagl belirlenen protein miktarlart; a: Ham kiiltiir sivisi, b: % 30 Cokelti, c: %

70 Cokelti, d: Kalan kiiltiir sivisi.

Amonyum siilfat ¢oktiirme sonucu Cizelge 3.20 ‘de elde edilen veriler
incelendiginde en fazla spesifik aktiviteye sahip olmasinin yaninda ¢oktiirme sonrasinda
kalan silipernatantta herhangi bir enzim aktivitesi gozlemlenmediginden, % 70 ‘lik
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucu kiiltiir stvisindaki ligninolitik enzimlerin tamaminin

cokeltiye gectigi goriilmektedir.
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3.7.Sodyum Alginat ile immobilize Edilen Enzimin Boya Renk Giderim

Kapasitesinin Belirlenmesi

Ham kiiltiir sivisindan ekstrakte edilerek konsantre edilen enzim ¢ozeltisi alginat
ile tutuklanarak immobilize bir preperat haline getirilmis ve yapay atik boyar madde

cozeltisinde renk giderim yetenegi 6l¢iilmiistiir.

Konsantre enzimlerin alginata immobilizasyon iglemi sirasinda, immobilizasyon
oncesi enzim ¢ozeltisinde ve immobilizasyon sonrast CaCl, ¢ozeltisi igerisinde lakkaz
ve MnP enzimlerinin aktiviteleri dl¢iilerek, immobilizasyon islemi sirasinda enzimlerde
aktivite kayb1 olusup olusmadigi belirlenmistir (Cizelge 3.18). Elde edilen veriler
incelendiginde kosantre enzim ¢ozeltisi icerisinde bulunan 1360 U/L lakkaz
aktivitesinden 60 U/L’ lik aktivite gosteren enzim miktar1 CaCl, ¢ozeltisine gegerken,
4560 U/L MnP enzimi aktivitesinden 140 U/L kadar enzimin CaCl, ¢ozeltisine gegtigi

belirlenmistir.

Cizelge 3.18. Konsantre edilen ham enzim ¢6zeltisi ve immobilizasyon islemi sonrasi

CaCl, ¢ozeltisinde bulunan lakkaz ve MnP enzim aktiviteleri

Konsantre Kiiltiir Sivis1 CaCl; Cozeltisi
Lakkaz 1360 U/L 60 U/L
MnP 4560 U/L 140 U/L

Konsantre enzim ¢ozeltisi igerisinde kalan enzimlerin tamami alginat
boncuklarina tutuklanmis ve 1:5 oraninda yapay atik boya ¢dzeltisi bulunan erlenlere
aktarilmigtir. Zamana bagli olarak Olgiilen absorbans degerlerine bagli olarak
hesaplanan % dekolorizasyon oranlar1 ve immobilize enzimlerin kullanim tekrar sayilari
Cizelge 3.19 ve Sekil 3.36° da ifade edilmistir. Immobilize enzimler, ilk 24 saatin

sonunda yapay atik c¢oOzeltisinde % 87 dekolorizasyona sebep olurken, sonraki
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tekrarlarda bu oran sirasiyla % 88, 73 ve 63 olarak hesaplanmistir. immobilize enzim
kullanim tekrar1 arttik¢a renk giderim yetenegi diismesine karsin, aktivitesini korudugu

gozlemlenmistir (Sekil 3.40 ve Sekil 3.41).

Cizelge 3.19. Alginata immobilize edilmis konsantre enzim c¢oOzeltisinin yapay atik

boyar madde renk giderim kapasitesi ve tekrar kullanilabilirligi

Tekrar Sayis1 | Saat % Dekolorizasyon

0 36
2

1 69
4 77
24 87
0 13
2

2 55
4 65
24 88
0 13
2

3 47
4 53
24 73
0 13
2

4 41
4 47
24 63
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100 -

90 -

80 -

70 -

60 -

50 -

40 -

30

Ortamda kalan boya miktari (%)

20

10 -+

Saat

Sekil 3.36. Alginata immobilize edilmis konsantre enzim ¢6zeltisinin yapay atik boya
¢ozeltisini renk giderim kapasitesi

Sekil 3.37. Yapay atik boyar madde ¢ozeltisi ile islem Oncesinde (a) ve sonrasinda (b:

Birinci tekrar, c: ikinci tekrar, d: Ugiincii tekrar, e: Dérdiincii tekrar) alginat boncuklar
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Sekil 3.38. Alginat boncuklari ile islem oncesinde (a) ve 24 saat sonrasinda (b: Birinci
tekrar, c: Ikinci tekrar, d: Uglincii tekrar, e: Dordiincii tekrar) yapay atik boyar madde

¢oOzeltileri

3.8.Immersiyon Tip Reaktorde Boyar Madde Renk Giderimi

Konsantre edilerek aktivitesi arttirilan ve immobilize preperat haline getirilen
enzim boncukarinin, boyar madde renk giderim kapasitelerinin aragtirilmasinda 6lgek
biliylitme uygulanmis ve reaktor Olceginde c¢alisilmistir. Bu amagla immersiyon tip

biyoreaktor kullanilmistir.

Reaktorde yapay atik boyar madde gideriminden sorumlu enzim miktarini
belirlemek amaciyla immobilizasyon islemi Oncesi konsantre enzim ¢ozeltisinde,
immobilizasyon islemi sonrasi CaCl, ¢ozeltisinde, birinci ve ikinci tekrar sonrasinda
reaktorden alinan yapay atik boyar madde ¢ozeltisinde MnP ve lakkaz enzim aktiviteleri

hesaplanmustir (Cizelge 3.20).
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Cizelge 3.20. Reaktér oOlgeginde boyar madde giderim asamalarinda kullanilan

¢Ozeltilerde bulunan lakkaz ve MnP enzim aktiviteleri

Konsantre CacCl, Yapay Atik Boyar Madde Cozeltisi
Kiiltiir Sivisi Cozeltisi 1.Uygulama 2.Uygulama
Lakkaz 1360 U/L 60 U/L 43 U/L 0.3 U/L
MnP 4560 U/L 140 U/L 87 U/L 0.8 U/L

Reaktor sisteminde immobilize preperatin yapay atik ¢ozeltisi ile 0.25 batig/sn

stireyle 24 saatlik inkiibasyon sonucunda % dekolorizasyon degerleri hesaplanmig ve

Sekil 3.45° te grafik halinde sunulmustur. Elde edilen veriler incelendiginde 24. saat

sonunda reaktérde bulunan yapay atik ¢ozeltisinin % 88 oraninda dekolorize olurken,

renk giderim ¢alismasinin tekrarinda bu

belirlenmistir (Sekil 3.39).

oran 24.

90 4
*
80
*
704
5 60 - *
o *
c 50 4 *
% *
o 40 - *
s . * * A A A
2 30 - A
o *
8 20 - A
10
0 )
0 1 3 4 5 [ 9 12 15 18 21 24
Saat
# 1.Uygulama A 2.Uygulama

saatin sonunda % 37 olarak

Sekil 3.39. Immobilize konsatre enzim ¢dzeltisinin reaktdr dlgeginde yapay atik boyar

madde renk giderim kapasitesi
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Sekil 3.40. Immobilize enzim preperati kullanilarak immersiyon tip biyoreaktdrde

yapay atik boyar madde ¢6zeltisinin renk giderimi, a: 0. Saat; b: 24. Saat

3.9. Renk Gideriminin Toksisite Uzerine EtKkisi

Reaktér oOlceginde yapay atik boyar madde giderimi esnasinda yapilan
orneklemeler sonucu % 28, 50, 73 ve 88 oraninda renk giderimi saglanan yapay atik
¢ozeltisinde boyar maddelerin renk giderim oranlariyla toksisiteleri arasinda baglanti
olup olmadigi Artemia salina larvalari kullanilarak gerceklestirilen toksisite testi ile
belirlenmistir. immobilize enzimler ile muamele gérmeyen boyar madde ¢ozeltisinin 18
saatte ortamda bulunan tiim larvalarda 6liim meydana getirirken, boyar maddelerin

rengi giderildikge 6liim oraninin azaldig1 gozlemlenmistir (Sekil 3.41; Cizelge 3.21).



Cizelge 3.21. Immersiyon tip biyoreaktdr

sisteminde farkli

boyar

konsantrasyonlarinin Artemia salina larvalari tizerindeki toksisite oranlari

Yapay Atik Derigimi Z(g;na?)n Oliim Oram (%)
0 0+0
6 20+0
100% 12 65+7
18 100£0
24 100 £0
30 100 £0
0+0
0+0
7906 12 500
18 63+11
24 65+7
30 75+7
0 0+0
0+0
50% 12 20+0
18 20+ 0
24 35+7
30 83+ 11
0+0
0+0
2904 12 15+7
18 20+ 0
24 35+7
30 60+0

111

madde



112

Cizelge 3.21. Immersiyon tip biyoreaktdr sisteminde farklh boyar madde

konsantrasyonlarinin Artemia salina larvalari tizerindeki toksisite oranlar1 (Devami)

Yapay Atik Derisimi Z(g;&tl;‘l Oliim Oram (%)

0 0+0

6 0+0
12% 12 10+ 0

18 20+ 0

24 20+0

30 30+0

0 0+0

0+0

Negatif kontrol 12 0£0
18 0+0

24 13+6

30 17+6

100 4 » - .

90 -
80
70 4
60 -
50 A
40 4

30

Bireylerin Oliim Orani (%)

20 4

10 -

Saat

Yapay atik boyar madde konsantrasyonlari
—+—100% —W—72% —A—50% ——22% ——12% —e—Negatifkontrol

Sekil 3.41. Immersiyon tip biyoreaktér sisteminde farkli boyar madde

konsantrasyonlarmin  Artemia salina larvalar1 {izerindeki toksisite grafikleri
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4. TARTISMA ve SONUC

4.1 Makrofungus izolatlarinin Ligninolitik Enzim Uretim ve Boyar Madde Renk

Giderim Kapasitelerinin Belirlenmesi

Calismanin bu asamasinda ligninolitik enzim {retim ve boyar madde renk
giderim kapasitesine sahip yeni ve etkili suslarin belirlenmesi amaciyla, tilkemizin farkli
bolgelerinden izole edilen ve ligninolitik enzim yetenekleri daha 6nce ¢alisilmamis olan
40 adet Basidiomycetes izolatinin enzim iiretim ve boyar madde giderim potansiyelleri
arastirilmistir. Kiiltiir koleksiyonunda bulunan izolatlar arasindan hizli ve etkili bir
secim yapilabilmesi amaciyla, pek c¢ok arastirici tarafindan kullanilan (Levin e al.,
2004a; Casieri et al.,, 2010; Kalmis ve ark., 2007) agarli besiyeri ortamina enzim
spesifik substrat ve renk giderim yetenegi belirlenecek boyar maddelerin eklenmesi
yontemi kullanilmigtir. Segilen bu yOntem sayesinde besiyeri ortamina salinan
ligninolitik enzimler direkt olarak substrat ve boyar maddeler ile reaksiyon vererek,
yiksek enzim {iretim ve boyar madde renk giderim kapasitesine sahip izolatlarin
secilmesinde kolaylik saglanmistir. Minimal Kirk ortami diisiik karbon igerigine bagh
olarak izolatlarin ligninolitik enzim {iretimini arttirmasi sebebiyle tarama besiyeri olarak

tercih edilmistir.

Makrofungus izolatlarinin  ligninolitik enzim {iretim potansiyellerinin
belirlenmesi amaciyla ABTS (Eggert et al., 1996), gallik asit ve guaicol (Imran et al.,
2012;) substratlar1 kullanilmistir. Ligninolitik enzim iiretim ve boyar madde renk
giderimi kapasitesi daha onceden pek ¢ok calismaya konu olan Trametes versicolor
ATCC 200801 susu da pozitif kontrol olarak ¢alismaya dahil edilmistir (Yesilada ve
ark., 2003; Ratto et al., 2000; Birhanli ve Yesilada, 2006).

Substrat iceren besiyerlerinde 20 giinliik inkiibasyon sonucunda elde edilen
fungal biliyiime ve substrat spesifik renk reaksiyon zon caplar1 Olgiilerek 6 farkl
parametreye gore degerlendirilmis (Cizelge 3.1 - 3.3), ancak spesifik renk degisiminin
ilk goriildiigii giin, petrinin tamamini kapladig1 giin, zon ¢apinin tiim petri ¢apina orant
(7.glin) ve fungus koloni ¢apina orani (7.giin) gibi parametreler aktivitenin daha iyi

vurgulanmasi1 amaciyla dikkate deger bulunarak izolat se¢ciminde 6n planda tutulan
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Ozellikler olmustur. Tarama kapsamindaki 40 izolatin 38 tanesinin en az bir substrat ile
reaksiyon verme kapasitesine sahip oldugu belirlenmistir. Benzer sekilde yapilan
calismalardan, Hernandez-Luna ve arkadaslar1 (2007) Meksika’ nin giineybati
bolgesinden izole ettikleri 92 beyaz ¢iiriik¢iil fungusun 15’ inin, Levin ve ark. (2004a)
Arjantin’ den izole ettikleri 26 fungusun 10’ unun, Machado ve arkadaslar1 (2005)
Brezilya’ dan izole ettikleri 125 fungusun 106’ smnin ligninolitik enzim {iretim
yetenekleri oldugunu bildirmislerdir. Bu anlamda Tiirkiye’ den izole edilen yerel
makrofungus kiiltliriilerinin ligninolitik enzim {iretim potansiyelleri dikkate deger
goriilmektedir. Inkiibasyonun 11. giiniinde reaksiyon zon ¢apmn petrinin tamamini
kaplamasimin yaninda aktivite zon c¢apinin fungus koloni c¢apinin 3.8 kati olmasi
nedeniyle OBCC 3501 kodlu izolat ABTS substratinda en basarili izolat olarak goze
carpmaktadir. OBCC 1047 kodlu makrofungus izolat1 ise hem guaicol hem de gallik asit
substratlarinda reaksiyonun tiim petriyi kaplamasi ve aktivite zon ¢apinin fungus koloni
capina oranlarinin sirasityla 4.2 ve 2.3 olmasi nedeniyle ligninolitik enzim iiretimi
acisindan basarili goriilmektedir. Bu nedenle OBCC 3501 ve OBCC 1047 kodlu
makrofungus izolatlarinin  ligninolitik enzim iiretme potansiyellerin  diger
makrofunguslara oranla daha yiiksek oldugu disiiniilmektedir. Bu makrofungus
izolatlarinin verileri ¢aligma kapsaminda pozitif kontrol olarak kullanilan Trametes
versicolor ATCC 2008001 susunun substrat reaksiyonlari ile kiyaslandiginda, OBCC
3501 kodlu makrofungus izolattmizin ABTS ve gallik asit reaksiyonlari, OBCC 1047

kodlu izolatimizin ise guaicol ile verdigi reaksiyon dikkat ¢ekici bulunmaktadir.

Tekstil endiistrisinde kullanildig1 bilinen ve tekstil atik sularinda bulunma
potansiyelleri fazla olan farkli kimyasal gruplara ait 6 farkli boyar madde, ¢aligmanin
ilerleyen agamalarina 6ngorii olusturmasi amaciyla tarama calismasina dahil edilmistir.
Bu amagla makrofungus izolatlari, RBBR, remazol black, cibacron blue 3R, amarant,
kristal viyole ve malasit yesili boyar maddeleri iceren tarama besiyerlerinde 20 giin
boyunca inkiibe edilmis ve 7 farkli parametreye gore degerlendirilmistir (Cizelge 3.4 —
3.9). Ancak subtrat reaksiyonlart icin belirtilen 4 6zellik izolatlarin dekolorizasyon
yeteneginin vurgulanmasi i¢in dncelikli olarak degerlendirilmistir. OBCC 36, OBCC
1015, OBCC 1021, OBCC 1022, OBCC 1047, OBCC 3501, OBCC 5002 ve OBCC

5008 kodlu makrofungus izolatlarinin inkiibasyonun degisik zamanlarinda RBBR,
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remazol black, cibacron blue 3R ve amaranth boyar maddelerinde tamamen
dekolorizasyonu neden oldugu gozlemlenirken, kristal viyolede ve malasit yesili tam
dekolorizasyon gosteren izolat(lar)a rastlanamamuistir. Literatiirde daha zor yikildigi
goriilen kristal viyole boyar maddesinde yalnizca OBCC 1047 kodlu izolat
inkiibasyonun 5. giiniinden itibaren aktivite gosterse de, aktivitenin % 23.6° da kaldig1
gozlemlenmistir. Yine OBCC 26, OBCC 3001, OBCC 3006, OBCC 3501, OBCC 5002,
OBCC 5008 kodlu izolatlar, zor yikilan malasit yesili boya maddesinde aktivite
baslangic1 gosteren izolatlar olarak gboze carpmaktadir. Diger boyar maddelere gore
daha toksik bir yap1 gostermesi ve daha zor yikilmasi nedeniyle kristal viyole ve malasit
yesili (Jayasinghe ve ark., 2008) boyar maddelerinde pozitif reaksiyon saglayan
izolatlar, tam bir dekolorizasyon gozlemlenmese de dikkate deger bulunmaktadir.
OBCC 3501 ve OBCC 1047 kodlu makrofungus izolatlarinin, remazol black ve
amaranth boyar maddelerinde kontrol susuna gore daha etkili renk giderimine neden

oldugu goriilmektedir.

Substrat ve boyar madde reaksiyonlar1 bir arada degerlendirildiginde OBCC
1047 ve OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatlarinin ligninolitik enzim {iiretim
yetenekleri ve boyar madde giderim potansiyellerinin diger izolatlara oranla daha
yiiksek oldugu ve standart sus ile kiyaslandiginda dikkate deger oldugu
gozlemlenmektedir (Cizelge 3.10). Bu nedenlerle bahsedilen iki makrofungus izolati
calismanin diger asamalarinda kullanilmak iizere secilmistir. Calisilan  diger

makrofungus izolatlarinin sonraki aragtirmalara konu olmasi planlanmaktadir.

4.2. Farkh Kiiltiir Teknikleri ve Substratlarin Ligninolitik Enzim Uretimine Etkisi

Mikroorganizmalarin, biiyiimeleri sirasinda iginde bulunduklart  ortam
kosullariin iireme ve metabolit iiretimi {lizerinde oldukca etkili oldugu bilinmektedir.
Ortamda bulunan besinsel bilesenler ve fiziksel kosullar, organizmalar tarafindan
tiretilen enzim, hormon, antimikrobiyal madde gibi metabolitlerin miktar ve karakterini
etkileyebilmektedir. Makrofungus kiiltiirlerinin ligninolitik enzim {iretim yeteneklerinin

fungusun tiiriine bagh oldugu kadar, iizerinde bliylidiigii lignoseliillozik materyale ve
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kullanilan kiltiir tipine de bagli oldugu rapor edilmektedir (Elisashvili et al., 2008).
Basidiomycetes tiirlerinin ligninoseliilozik igerigi yiiksek olan bitkisel kaynakli atik
materyal {izerinde biiyiimeleri sirasinda ligninolitik enzim {iretim yeteneklerinin
indiikledigi pek ¢ok arastirici tarafindan vurgulanmaktadir (Murugesan et al., 2006;
Osma et al., 2006; Irshad et al., 2011). Bu nedenle ¢alismanin bu asamasinda, farkl atik
tipleri ve kiiltiir kosullar1 kullanilarak secilen makrofungus izolatlarinin ligninolitik

enzim iiretim potansiyellerinin arttirilmasi amaglanmaistir.

Bu amagla evsel ve endiistriyel iiretim prosesleri sonucu atik formuna doniisen
cay posasit ve portakal kabugu ile ligninolitik enzim tiretimini arttirdigt vurgulanan
bugday kepegi (Aslam and Asgher, 2011; De Souza et al., 2001; Murugesan et al.,
2006) kullanilarak makrofungus izolatlarinin 3 farkli kiiltiir tipinde (kat1 faz, derin ve
statik kiiltiir) biiylimeleri sirasinda ligninolitik enzim tiretimleri zamana bagl olarak
incelenmistir. Kullanilan substratlarin izolatlarin ligninolitik enzim {iretimini indiikleme
oranlarinin kiyaslanmasi amaciyla, bu enzimlerin iiretimini indiikledigi belirtilen 2,5-

ksilidin de ¢alismaya dahil edilmistir.

Yapilan ¢alismalar sonucunda OBCC 1047 kodlu makrofungus izolatinin farkli
kiiltiir tiplerinde kullanilan substratlarda iyi biiyiime gostermesine karsin, yapilan
Ol¢iimlerde lakkaz, mangan peroksidaz ve lignin peroksidaz enzimlerinden higbirinin
varligmma rastlanamamistir. Bu sonug, makrofungus izolatinin lignoseliilozik
matreyallerde gelisimi icin lignoseliilloz yapisinda bulunan bilesenlere yonelik farkli
enzimler liretme yetenegine sahip oldugunu diisiindiirmektedir. Bu nedenle izolatimizin
Olciilmeyen farkli peroksidaz, hidrolaz, tirozinaz, seliilaz, ksilanaz gibi enzimlerden bir

veya bir kaginin tireticisi olabilecegi diisiiniilmektedir.

OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatinin, kat1 faz, derin ve statik kiiltiir
yontemleri kullamilarak farkli atik tiplerinde biiyiitiilmesi sonucu, ligninolitik enzim
{iretimi zamana bagli olarak incelenmistir. Izolatin, kat1 faz kiiltiir yonteminde portakal

atig1 disinda tiim kiiltiir tipleri ve substratlarda biiyiime gosterdigi gozlemlenmistir.

Derin kiiltiir yontemi mikroorganizmalardan ticari enzim iiretiminde en g¢ok

kuallanilan fermentasyon yontemlerinden biridir. Makrofungus izolatinin bu yontem ile
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inkiibasyonu sonucunda en 1iyi enzim iretimlerini bugday kepegi ortaminda
inkiibasyonun 11. giinlinde 163.4 U/L lakkaz, 136.8 U/L MnP ve 7.4 U/L LiP; cay atig1
ortaminda inkiibasyonun 15. giiniinde 15.7 U/L lakkaz, 94.4 U/L MnP, 12.5 U/L LiP;
portakal kabugu atiginda inkiibasyonun 11. gliniinde 63.1 U/L lakkaz, 259.1 U/L MnP,
41.6 U/L LiP; glikoz ortaminda inkiibasyonun 11. giiniinde 31 U/L lakkaz, 114.5 U/L
MnP ve ksilidin indiikleyicisi varliginda inkiibasyonun 11. giiniinde 31 U/L lakkaz,
114.5 U/L MnP olarak gosterdigi belirlenmistir. Derin kiiltiir yonteminde enzim
tretimine en etkili substratin bugday kepegi oldugu gozlemlenirken, ksilidin
indiikleyicisinin ortamda yalniz glikoz bulunan kontrole gore degerlendirildiginde

onemli derecede bir indiiksiyon gostermedigi gdzlemlenmistir.

OBCC 3501 izolatinin statik kiiltiir yonteminde farkli indiikleyiciler varligindan
biiyiitiilmesi sonucunda en 1iyi enzim iretimlerinin bugday kepegi ortaminda
inklibasyonun 15. giliniinde 3.6 U/L lakkaz, 16 U/L MnP; cay atig1 ortaminda
inkiibasyonun 11. giiniinde 15.1 U/L lakkaz, 110.6 U/L MnP; portakal kabugu atiginda
inkiibasyonun 11. giiniinde 40 U/L lakkaz, 177.5 U/L MnP; glikoz varliginda
inkiibasyonun 17. giiniinde 4.7 U/L lakkaz, 57.8 U/L MnP ve ksilidin varliginda
inkiibasyonun 11. giiniinde 25.2 lakkaz, 208 U/L MnP olarak 6l¢iilmiistiir. Ksilidin
indiikleyicisi bu kiiltiir yonteminde en 1yi indiikleyici olarak géze carpmaktadir ancak
enzim miktarlar1 incelendiginde bu kiiltiir yonteminin ligninolitik enzim {iretiminde

OBCC 3501 izolat1 i¢in ¢ok uygun olmadig1 goriilmektedir.

Kat1 faz kiiltiir yontemi 6zellikle funguslar i¢in yaygin bicimde kullanilan bir
kiiltiir yontemidir. Son yillarda bu kiiltiir yontemi ticari enzim {retimi i¢in oldukca
yaygin kullanim alani bulmaktadir. OBCC 3501 izolatimizin bu kiiltiir yontemiyle
biiyiitiilmesi sirasinda en iy1 enzim {iretimleri bugday kepegi ortaminda inkiibasyonun 8.
giiniinde 108 U/L lakkaz, 427.4 U/L MnP ve cay atig1 ortaminda inkiibasyonun 11.
giininde 114.5 U/L lakkaz, 438.1 U/L MnP, 15.9 U/L LiP olarak belirlenirken,
organizma portakal kabugu atiginda biiylime gdstermediginden herhangi bir enzim
aktivitesine rastlanmamistir. Elde edilen veriler degerlendirildiginde kati faz kiiltiir
yontemi ile fermentasyon siirecinde en iyi indiikleyici tipinin fenolik igerigi fazla olan

cay atig1 oldugu goze ¢arpmaktadir.
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Calisma kapsaminda degerlendirilen kiiltiir yontemlerinden OBCC 3501 kodlu
makrofungus izolatt i¢in en uygun yontemin kati faz kiltir yontemi oldugu
belirlenirken, makrofungusun bu kiiltiir yonteminde c¢ay atiginda inkiibasyonun 11.
giiniinde her ii¢ ligninolitik enzimi maksimum iirettigi goriilmektedir. Shimokawa ve
arkadaslar1 (2008) ozellikle lignin degrade etme yetenegine sahip beyaz giiriik¢iil
funguslarin dogal yasam alanlarini temsil ettigi i¢in kat1 faz kiiltiir yonteminin funguslar
tarafindan ligninolitik enzim {iretiminde daha

basarili bir yontem oldugunu

belirtmislerdir. Elde edilen bu sonug bu goriisii desteklemektedir.

Cizelge 4.1. Baz1 basidiomiset izolatlarin kat1 faz kiiltiir yontemi ile ligninolitik enzim

tretimleri
Maksimum Aktivite
Tiir Ad Indiikleyici Lakkaz MnP Lip Giin Referans
Ganoderma Bugday ) Murugesan
lucidum Kepegi 2540Ulg | 211 UM " | etal, 2006
Pleurotus Bugday i i De Souza et
pulmonaris kepegi 8600 Urg 5 al., 2001
Trametes Muz Osmaetal.,
pubescens kabugu 1600 U/ i i 20 2006
. ker
Earliella se Guerra et al.,
scabrosa kflml$1. 4.4 Ulg 3.692 U/g - 11 2008
kiispesi
. Sekerkamisi i Guerraetal.,
Trametes maxima Kiispesi 0.313 U/g 2.166 Ulg 14 2008
Ganoderma Sekerkamusi i Guerraetal.,
zonatum kiispesi 4.1 Ulg 54 Ulg 9 2008
Trametes hirsuta Kagit 7695 U/L - - 9 | Couto, 2007
atiklari
Lentinus i
Squarrosu|us Misir sap1 154.5 U/L 13 U/L - 6 Izltkahluezng)qzn
Schizophyllum Irshad et al.,
commune Muz sap1 367 U/ml - - 6 2011
- Aslam and
Plerotus Bugday 455UMml | 211Ul | ssuMml | 7 Asgher,
ostreatus kepegi
2011
Schziophyllum Xiaobin et
sp. Cam odunu - 200 U/L - 10 al.. 2006
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Cizelge 4.1. Baz1 basidiomiset izolatlarin kat1 faz kiiltiir yontemi ile ligninolitik enzim

tiretimleri (Devami)

Maksimum Aktivite
Tiir Ad1 Indiikleyici Lakkaz MnP Lip Giin Referans
Yalanci Verme and
P. chrysosporium | tespih agaci 34.2 Ulg 54.2 Ulg 243 Ulg 20 Maddwar,
govdesi 2002
Yalanci Verme ve
P. ostreatus tespih agaci 156.2 Ulg 20.2 Ulg 254 Ulg 20 Maddwar,
govdesi 2002
o 1145 U/L 438.1U/L | 159 U/L
OBCC 3501 Cay atig1 22.9 Ulg 87.62 Ulg 3.18 Ulg 11 Bu calisma

Lignin parcalama 6zelligine sahip beyaz ciirlik¢lil funguslarin tarimsal atiklar
kullanilarak kati faz fermentasyonu ile enzim iiretimleri pek ¢ok arastirmaya konu
olmustur. Bu amagla yapilan bazi ¢aligmalar ve elde edilen enzim iiretim sonuglar
Cizelge 4.1’ de sunulmustur. OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatimizin ¢ay atigi
iceren ortamda iirettifi enzim miktarlar1 literatiirle kiyaslandiginda dikkate deger

bulunmaktadir.

Eldeki verilerin degerlendirilmesi sonucu, c¢aligmanin ilerleyen asamalarinda
OBCC 3501 kodlu izolatimizin en yiiksek enzim iretimini gergeklestirdigi kosullar

kullanilmistir.

4.3.Makrofungus izolatlarinin Molekiiler Yontemlerle Tanmilanmasi

Calisma materyalini olusturan Basidiomycetes izolatlari, Eskisehir Osmangazi
Universitesi, Fen Edebiyat Fakiiltesi, Biyoloji Boliimii, Fungikiiltiir Laboratuvarinda
calismis bulunan Onceki arastiricilar tarafindan toplanarak laboratuvar ortamina
getirilmis ve geleneksel yontemlerle tanimlanmaya calisilmistir. Ancak son yillarda
gelisen molekiiler yontemler kullanilarak DNA temelli tanimlama yontemleri,
izolatlarin tanilanmasi ve isimlendirilmesi agisindan daha degerli bilgiler sunmaktadir.

Bu nedenle ligninolitik enzim iiretim yetenekleri farkli kiiltiir tipleri ve indiikleyiciler
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ortaminda arastirilan OBCC 1047 ve OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatlari,

geleneksel yontemlerin yani sira molekiiler yontemlerle de tanimlanmaya ¢alisiimistir.

Makrofungus izolatlari, rDNA-ITS dizilimlerinin Gen Bank:
www.ncbi.nlm.nih.gov veri tabaninda BLAST taramas1 yapilarak veri tabanina kayith
makrofungus suslart ile benzerlik oranlarinin belirlenmesi yolu ile tanilanmistir. Elde
edilen filogenetik agaclarin incelenmesi sonucunda OBCC 1047 kodlu izolatin
Epicoccum spp. (Accession# JF694747.1 ve HQ914879.1) ve Phellinus pectinatus
(AY189705.1) suslarina % 98 oraninda benzedigi belirlenirken, OBCC 3501 kodlu
izolatin Polyporus arcularius tiiriine (Accession# AF516524.1) % 97 oraninda
benzedigi belirlenmistir. Boylece OBCC 3501 kodlu makrofungus izolatt hem
geleneksel hem de hem molekiiler yontemlerle Polyporus arcularius olarak

tanimlanirken, OBCC 1047 kodlu izolat kesin olarak tanimlanamamustir.

Farkli substrat ve kiiltiir kosullarinda MnP, lakkaz ve LiP enzimlerini {irettigi
belirlenen Poylporus arcularius izolatinin, daha 6nce yapilan galismalarda da bu
enzimleri Urettiginin belirlenmesi ¢alismalarimizla paralellik gostermektedir (Okino et

al., 2001).

4.4. Enzimlerin Girisim / Maskeleme Oranlarinin Belirlenmesi

Substrat oksidasyonuna bagli olarak yapilan spektrofotometrik Olg¢timler
sonucunda Polyporus arcularius izolatinin lakkaz, MnP ve LiP enzimlerini {iretme
yetenegine sahip oldugu belirlenmistir. Ancak bazi arastiricilar tarafindan DMP
substratinin lakkaz aktivitesi Ol¢timiinde (Nyanhongo et al., 2001; Johannes and
Majcherczyk, 2000), ABTS substratinin ise MnP aktivitesi 6lg¢iimiinde (Yuri et al.,
2006; Xiaobin et al., 2007) kullanildig: bilgilerine rastlanmistir. Bu nedenle substrat
oksidasyonuna bagli 6l¢iimlerin, enzimlere 6zgii olup olmadigina dair onaylama
testlerine ihtiya¢ duyulmustur. Bu amagla MnP-ABTS ve lakkaz-DMP girisim testleri

uygulanmigtir.
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Yapilan MnP-ABTS girisim testi sonucunda, MnP enziminin ABTS
oksidasyonuna dikkate deger bir katki yapmadig1 gozlemlenmistir. Ayni sekilde DMP
oksidasyonundan sorumlu enzimatik aktivitenin tamaminin MnP kaynakli olup
olmadiginin anlagilmasi i¢in yapilan lakkaz-DMP girisim testi sonucunda DMP
oksidasyonun % 91’ inin MnP kaynakli oldugu belirlenmistir. Elde edilen verilere
dayanarak c¢alisma kapsaminda yapilan substrat oksidasyonuna bagli 6lgiimlerin biiyiik

cogunlugunda substrat spesifikligini korudugu belirlenmistir.

4.5. Polyporus arcularius izolatimn Boyar Madde Renk Giderim Kapasitesini

Belirlenmesi

Lignin parcalama ozelligine sahip beyaz ¢iiriik¢iil funguslar tarafindan iiretilen
ligninolitik enzimlerin, klorlu organik bilesikler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar,
sentetik polimerler ve sentetik azo boyar maddeler gibi pek c¢ok rekalsitrant
ksenobiyotiklerin degradasyonunda goérev aldigi bildirilmektedir (Svobodova et al.,
2006; Rabinovich et al., 2004). Ligninolitik funguslar tarafindan gergeklestirilen boyar
madde gideriminin ise lakkaz, MnP ve LiP enzimlerinin iretimleriyle dogru orantili
oldugu goriilmektedir (Saparrat and Guillen, 2005; Levin et al., 2004b). Bu bilgilere
dayanarak Polyporus arcularius izolati tarafindan tiretilen ligninolitik enzimlerin, tekstil

endiistrisinde kullanilan boyar madde renk giderim potansiyelleri arastirilmigtir.

Polyporus arcularius izolatinin ¢ay atig1 ortaminda kat1 faz kiltiirii yontemiyle
bliylimesi sonucundan inkiibasyonun 11. giiniinde ekstrakte edilen ham enzim ¢6zeltisi
6 farkli boyar madde ile muamele edilerek kiiltiir sivisinda bulunan ligninolitik
enzimlerin in vitro kosullarda boyar madde renk giderim kapasitesi belirlenmistir. Bu
amagla RBBR (antrakinon grubu), remazol black (reaktif), cibacron blue 3R (reaktif),
amaranth (azo grubu), kristal viyole (trifenil metan grubu) ve malasit yesili (trifenil
metan grubu) boyar maddelerinin renk giderimi arastirilmis ve ham enzim ile 4 saat
inkiibasyon sonucunda boyar maddelerin sirasiyla % 62, 8, 80, 20, 57 ve 37 oraninda

renginin giderildigi belirlenmistir. Cibacron blue 3R boyasi ham enzim c¢ozeltisi
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tarafindan en fazla rengi giderilen boyar madde olurken, remazol black renk gideriminin
en disik oldugu gozlemlenmistir. Makrofungus izolatinin ham enzim ¢ozeltisinin
yiiksek toksisiteye sahip ve zor yikilan 6zellikteki kristal viyole ve malasit yesili boyar
maddelerinde meydana getirdigi renk giderim oranlar1 da dikkate deger goriilmektedir
(Jones and Falkinham, 2002).

Organik kirleticilerin degradasyonu esnasinda ortama ilave edilen molekiiler
agirhig diistik redoks mediatorlerinin ligninolitik enzimlerin ¢alismasini diizenleyerek
aktiviteleri arttirdigi bilinmektedir (Husain and Husain, 2008; Michizoe, 2003). Bu
nedenle hem MnP hem de lakkaz enzimlerinin ¢alismasi esnasinda ortamin redoks
potansiyelini disiirerek, enzimlerin ¢alismasini diizenledigi bilinen HBT maddesi
ortama ilave edilerek, ham enzim ¢6zeltisinin boyar madde renk giderim kapasitesi
arastirtlmistir (Call and Miicke, 1996; Khlifi et al., 2009; Michizoe et al., 2003). Ortama
mediator ilave edilmesi ile RBBR dekolorizasyonu 2. saatte % 92’ ye, remazol black
dekolorizasyonu 4. saatin sonunda % 82’ ye, cibacron blue 3R dekolorizasyonu 1.5
saatte % 100’ e, amaranth dekolorizasyonu 2. saatin sonunda % 100’ e, kristal viyole
dekolorizasyonu 4 saatte % 87’ ye ve malasit yesili dekolorizasyonu 3. saatin sonunda
% 100 e c¢ikarilmistir. Ortama HBT mediatorii ilavesi ile cibacron blue 3R, amaranth ve
malagit yesili boyar maddelerinin renginin tamami giderilirken diger boyar maddelerin

renk giderim oranlarinin gézle goriiliir derecede arttigi gozlemlenmistir.

Beyaz ciirtik¢iil funguslarin boyar madde ilaveli karbon ve azot kaynaklarinda
biiytitiilmesi sirasinda (in vivo) boyar madde renk giderimi ¢alismalar1 ¢ogunlukta olsa,
fungal kiiltiirlerden elde edilen ham enzimlerle yapilan in vitro ¢aligmalarin daha kisith
oldugu goriilmektedir. Xiaobin ve arkadaslarinin (2007) Schizophyllum sp. F17
susundan 1zole ettikleri MnP enzimi ile Kongo red, Orange G ve Orange IV boyar
maddelerinin giderimini arastirmig, Orange IV boyar maddesinin rengi 1 saat igerisinde
% 30 oraninda giderilirken HyO, yoklugunda diger boyar maddelerde renk giderimi
gozlemlenmemistir. Bir diger calismada Irpex lacteus makrofungusunun statik ve
karistirmali kiiltiirlerde biiyiitiilmesi ile elde edilen MnP enzimi ile yapilan in vitro
boyar madde giderim calismasinda RBBR, Bromofenol blue ve Cu-fitalosiyanin

sentetik boyar madde kullanilmigtir ve sirasiyla % 95, 88 ve 39.5 renk giderimi elde
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etmistir (Svobodova et al., 2006). Unyayar ve arkadaslari (2004), Funalia trogii
fungusunun kati faz fermentasyonu ile biiyiitiilmesi ile elde edilen ham kiiltiir filtratiyla,
bir metalo azo boyar madde olan Drimaren blue X3LR giderimini arastirmis ve % 81.33
renk giderimi elde etmislerdir. Polyporus arcularius izolatindan elde edilen MnP enzimi
ile gerceklestirdigimiz in vitro boyar madde giderimi ¢alismamizda, ortama madiator

ilavesi ile elde edilen renk giderim degerlerinin dikkate deger oldugu goriilmektedir.

Beyaz ciirlik¢iil funguslar tarafindan iiretilen lakkaz ve MnP gibi ligninolitik
enzimlerin her ikisinin de boyar madde gideriminde rol aldigi pek ¢ok arastirici
tarafindan konu edilmistir (Saparrat and Guillen, 2005; Nagai et al., 2002; Levin et al.,
2004b). Polyporus arcularius’ tan elde edilen ham kiiltiir sivisinda agirlikla MnP ve
lakkaz ligninolitik enzimlerinin varligi belirlenmistir. Kiiltlir sivisinda bulunan iki
enzimden hangisinin boyar madde gideriminde rol aldigin1 belirlemek amaciyla
enzimlerin spesifik inhibisyonu saglanarak boyar madde dekolorizasyonlar
arastirilmistir. Bu amagcla lakkaz ve MnP enzimlerinin belirli oranlarda spesifik olarak
inhibe ettikleri rapor edilen sodyum azid ile lakkaz enziminin spesifik inhibisyonu
oldugu belirtilen n-propil gallat kullanilmistir (Kasinath et al., 2002; Novotny et al.,
2004; Johannes and Majcherczyk, 2000). Enzimlerin bulundugu ham kiiltiir ¢ozeltisi
degisik konsantrasyonlarda sodyum azid ve n-propil gallat ile zamana bagli olarak
muamele edilerek elde edilen veriler Cizelge 3.14 ve 3.15° de sunulmustur. Kiiltiir
stvisinda bulunan MnP ve lakkaz enzimlerinin 4 saat boyunca 100 uM sodyum azid ile
muamele edilmesiyle % 90 ve 99 oraninda inhibe olurken, 5000 uM n-propil gallat ile
muamele sonucunda sirasiyla % 57 ve 100 oraninda inhibe oldugu belirlenmistir.
Kasinath ve arkadaslar1 (2002) tarafindan gerceklestirilen benzer bir ¢calismada 100 pM
derisimdeki n-propil galatin MnP enzimi {izerinde % 68, lakkaz enzimi iizerinde % 100
inhibisyona neden oldugu bildirilmistir ki bu sonu¢ bizim sonuc¢larimizla ortiismektedir.
Ayni arastiricilarin bir baska calismasinda sodyum azid inhibitoérii kullanilarak elde
edilen inhibisyon oranlar1 da ¢galismamizin sonuglarini destekler niteliktedir (Novotny et

al., 2004).

Spesifik inhibisyonu gergeklestirilen lakkaz ve MnP enzimleri ile boyar madde

dekolorizasyon ¢alismalar1 tekrarlanmis ve elde edilen veriler Cizelge 3.16° da
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sunulmustur. Yapilan ¢alismalar sonucunda ham enzim ¢o6zeltisi yoluyla elde edilen
boyar madde renk gideriminin MnP enzimi kaynakli oldugu belirlenmistir. Cameroro ve
arkadaglar1 (2005) tarafindan yapilan c¢alismada, P. chrysosporium tarafindan
gerceklestirilen azo boyar madde renk gideriminin MnP kaynakli oldugu rapor
edilmistir. Trametes trogii makrofungusu ile gerceklestirilen bir diger calismada,
malasit yesili boyar maddesi renk gideriminden sorumlu enzimin MnP oldugu

belirtilmistir (Levin et al., 2004b).

4.6. Mangan Peroksidaz Enziminin Aktivitesi Uzerine Kinetik Cahsmalar

Enzimler tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin en yiiksek verimde
gerceklesmesi, pH ve sicaklik gibi temel fiziksel faktorlerin optimize edilmesine
baghdir (Erkurt, 2006). Enzimlerin optimum aktivite gosterdigi pH ve sicaklik noktalari
ile bu noktalardaki stabiliteleri, iiretici mikroorganizma ve kullanilan substrat karakteri
gibi Ozelliklere gore degisim gosterebilmektedir. Bu nedenle calisma kapsaminda
Polyporus arcularius izolati tarafindan firetilen ve boyar madde giderim kapasitesi
belirlenen mangan peroksidaz enziminin aktivite gosterdigi optimum pH ve sicaklik
noktalart DMP substrat1 kullanilarak arastirilmistir. Belirlenen optimum pH ve sicaklik

noktalarinda enzim aktivitesinin ne kadar siire ile devam ettigi belirlenmistir.

Makrofungus tarafindan tiretilen MnP enziminin pH 4.8° de optimum aktivite
gosterdigi belirlenirken, bu pH noktasinda 12 saat boyunca aktivitesini korudugu
gozlemlenmistir. 72 saat boyunca devam eden stabilite calismasi sonucu 72. saatin
sonunda enzim aktivitesinin % 50 oraninda korundugu belirlenmistir. Makrofungus
tirlerinden izole edilen mangan peroksidaz enzimlerinin optimum ¢alistiklart pH
noktalar1 baska arastiricilar tarafindan da konu edilmis, Pleurotus ostreatus,
Phanerochaete chrysosporium ve Stereum ostrea funguslarindan izole edilen MnP
enziminin bizim ¢alismamizla benzer sekilde pH 4.5 maksimum aktivite gosterirken,
Schziophyllum sp. fungusundan izole edilen MnP’ nin pH 6.8 noktalarinda maksimum
aktivite gosterdigi belirtilmistir (Urek ve Pazarlioglu, 2003; Xinobin et al., 2007;
Praveen et al., 2012).
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Calisma kapsaminda 8 farkli sicaklik derecesi arastirilmig, mangan peroksidaz
enziminin en iyi ¢alisma sicaklign 40 °C olarak belirlenmistir. Bu sicaklik derecesinde
enzim aktivitesinin ilk 5 saat siliresince sabit devam ettigi, 72. saatin sonunda aktivitenin
% 53 oraninda kaybedildigi belirlenmistir. Praveen ve ark. (2012) tarafindan yapilan
MnP aktivitesi ¢alismasinda enzimin optimum sicaklign 35 °C olarak belirlenirken,
bizim de belirledigimiz gibi enzimin 60 °C’ ye kadara aktivitesi korudugu
belirlenmistir.  Yine degisik makrofungus tiirleri 1ile gergeklestirilen sicaklik
calismalarinda MnP enzimlerinin optimum ¢alisma araliklari 30 — 40 °C olarak

belirlenmistir (Urek ve Pazarlioglu, 2003; Xinobin et al., 2007; Yamak ve ark., 2009).

Michealis-Menten esitligine bagli olarak yapilan kinetik hesaplamalarla
enzimlerin farkli subtratlara olan ilgileri belirlenmektedir. Polyporus arcularius
izolatimizdan elde edilen mangan peroksidaz enziminin DMP substrati varliginda K, ve
Vmax degerleri sirastyla 1.37 mM ve 0.135 mM/sn olarak belirlenmistir. Yiiksek Km
degerine sahip substratlarin diisiik enzim ilgisine sahip oldugu, dolayisiyla Ky, degeri
yiiksek olan bilesiklerin enzimler tarafindan daha zor yikildigi Enayatzamir ve
arkadaslar1 (2009) tarafindan bildirilmistir. Bu nedenle, elde etti§imiz enzimin diisiik
Km degerine sahip olmasi dikkat g¢ekici bulunmaktadir. Benzer sekilde Xiaobin ve
arkadaglar1 (2007) Schizophyllum sp. F17 mangan peroksidazinin subtrat spesifik
kinetik parametrelerinin arastirdiklar1 ¢alismalarinda DMP substrati igin 122.9 uM Ky,

Ve 6.4 Vmax degerleri hesaplamislardir.

4.7. Ham Enzimin Amonyum Siilfat Céktiirmesi ile Konsantre Edilmesi

Polyporus arcularius izolatinin kat1 faz kiiltiir yontemiyle biiyiitiilmesi ile elde
edilen ham Kkiiltiir sivisindaki lakkaz ve MnP enzimlerin konsantre hale getirmek
amaciyla iki kademeli amonyum siilfat ¢oktlirmesi uygulanmistir. Coktiirmenin birinci
asamasinda % 30 ¢ luk doygunluk derecesi kullanilarak, biiyiik molekiil agirligina sahip
proteinlerin ¢oktiiriilmesi saglanmistir (Erarslan, 2000). % 30 ¢ luk ¢oktiirme sonrasinda
kiiltiir stvisinda bulunan lakkaz ve MnP enzimlerinin bir kismi ¢okeltiye ge¢mesine

karsin, biiyiik bir kismimin sivida kaldigi gozlemlenmis bu nedenle bir {ist ¢oktiirme
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derecesine ¢ikilmistir. Uygulunan % 70 ° lik ¢oktiirme sonrasinda Kkiiltiir sivisinda
bulunan lakkaz ve MnP enzimlerinin tamaminin ¢okeltiye gectigi, her iki enzimin de
coOzelti icerisinde yaklasik 10 kat daha konsantre hale geldigi belirlenmistir. Praveen ve
arkadaglar1 (2012), Murugesan ve arkadaslari (2006), Irshad ve arkadaslari (2011)
tarafindan gerceklestirilen farkli ¢aligmalarda, elde ettigimiz verilere benzer sekilde
lakkaz ve MnP enzimlerinin kismi konsantrasyonunda enzimlerin doygunluk

derecesinin % 70 tuz konsantrasyonu oldugu belirlenmistir.

Ham enzim c¢ozeltisinin kismi konsantrasyon islemi asamasinda her bir
basamakta ¢Ozelti icerisinde protein miktarlar1 belirlenerek spesifik aktivite ve
saflastirma faktorii hesaplanmistir. % 70’ lik amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonucunda
protein basina diisen enzim spesifik aktivitesi 2.275 U/mg olarak belirlenirken,
seyreltme faktorii 1.381 olarak belirlenmistir. Unyayar ve arkadaslarinin (2005) Funalia
trogii fungusundan izole ettikleri lakkaz ve peroksidaz enzimlerinin % 80 amonyum
stilfat ¢oktiirmesi ile kismi konsantrasyonunda 1.63 U/mg spesifik aktivite ve 1.02
saflagtirma faktorii hesaplanmistir. Baska bir ¢alismada Pleurotus ostreatus izolatinin
kat1 faz fermentasyonu ile bugday kepegi ortaminda biiytitiilmesi ile elde edilen mangan
peroksidaz enziminin % 85 amonyum siilfat ¢oktiirmesi ile kismi konsantrasyonunda
spesifik aktivite 0.243 U/mg, saflastirma faktorii 1.16 olarak belirtilmistir (Aslam and
Asgher, 2011). % 70 * lik amonyum siilfat ¢oktlirmesi ile elde edilen spesifik aktivite ve
saflagtirma faktorii degerleri ligninolitik enzimlerin kismi konsantrasyonun isleminin

basarili bir sekilde gerceklestigini gdstermektedir.

4.8. Sodyum Alginat ile immobilize Edilen Enzimin Boya Renk Giderim

Kapasitesinin Belirlenmesi

Ulkemiz ve diinyada gelisen tekstil endiistrisinin bir sonucu olarak dogaya desarj
edilen atik sulardaki boyar maddelerin dogal yollarla yikimi calismalarimizin son
hedefini olusturmaktadir. Optimum kosullarda {iretilerek izole edilen ligninolitik
enzimlerin boyar madde renk gideriminde uygulama kolayligi saglanmasi ve tekrar

kullanilabilir olmasi amaciyla bir matrikse immobilize edilerek preparat haline
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getirilmesi amaglanmistir. Bu amagla 6 farkli boyar madde iizerinde renk giderim
Ozelligi belirlenen ve konsantre hale getirilen ham enzim c¢ozeltisi sodyum alginata
immobilize edilerek, olusturulan yapay atik boyar madde ¢o6zeltisinde renk giderim
kapasitesi ve tekrar kullanilabilirliligi aragtirilmistir. Endiistriyel boyar madde atiklar
genellikle boyar maddelerin karisimi halindedir. Bu nedenle sahada uygulanabilirlik
saglanmas1 amaciyla immobilize enzimlerin giderim kapasiteleri olusturulan yapay

boyar madde karigiminda arastirilmistir (Yesilada ve ark., 2010).

Konsantre edilen enzimlerin immobilizasyonu sirasinda kiiltiir sivisinda bulunan
lakkaz aktivitesinin % 95.7 ° lik, MnP aktivitesinin % 97.0 ° lik kismi basar ile

korunarak immobilize alginat boncuklari i¢erisinde tutuklanmaistir.

24 saatlik inkiibasyon sonunda immobilize enzim preparati, yapay atik boyar
madde ¢ozeltisinde % 87’ lik dekolorizasyona sebep olmasinin yani sira, sonraki 3
tekrarda preparatin giderim yetenegini korudugu gozlemlenmistir. Elde edilen
degradasyon verileri, bir sonraki reaktorde 6lgek biiylitme asamasinda 6n degerlendirme

amaci ile kullanilmistir.

4.9. immersiyon Tip Reaktorde Boyar Madde Renk Giderimi

Tekstil atik sularimin renginin biyolojik sistemler ile giderilmesi son yillarda
popiiler bir calisma alani olmasina karsin, biiyiik 6l¢ekli ve steril olmayan uygulanabilir
prosesler gelistirmekle ilgili calismalarin ¢ok yaygin olmadigi goriilmektedir. Boyar
madde giderimi ile ilgili yapilan pek c¢ok calisma erlen 6lgekli olarak yapilmaktadir.
Bunun yaninda g¢esitli makrofungus izolatlariin degisik biyoreaktor sistemlerinde
ligninolitik enzim {iretim ve boyar madde giderim yeteneklerinin belirlenmesi ile ilgili
farkli ¢aligmalar bulunmaktadir (Moreira et al., 2003; Srikanlayanukul et al., 2008;
Baccar, 2011, Couto et al., 2001). Bunlardan Couto ve arkadaslar1 kendi gelistirdikleri
immersiyon tip reaktor sisteminde Phanorochaete chrysosporium susunu kullanarak,
makrofungus izolatinin kati faz fermentasyonu ile ligninolitik enzim {iretimini
arastirmig ve basarilt sonuglar elde etmistir. Reaktdr sistemlerinde makrofungusun

kendisi kullanilarak yapilan giderim c¢aligmalar1 6rneklerine rastlansa da steril olmayan
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kosullarda direkt enzimlerin kullanildig1 ¢alismalara yaygin olarak rastlanilmamaktadir.
Bu nedenle tekstil atik sularinda uygulanabilir bir preparat haline getirilen Polyporus
arcularius ligninolitik enzimlerinin yapay atik boyar madde giderim kapasiteleri 6lgek

biiylitme uygulanarak immersiyon tip reaktor sisteminde arastirilmistir.

Immersiyon tip reaktdriin kafeslerine yerlestirilen immobilize enzim
preperatlari, 0.25 batig/sn hizla 24 saat boyunca yapay atik boyar madde ¢ozeltisi ile
muamele edilmis, 24. saatin sonunda % 88 oraninda renk acilimi goézlemlenmistir.
Polyporus arcularius izolati tarafindan sentezlenen ligninolitik enzimlerin, reaktor
Olceginde 6 farkli boyar maddeden olusan yapay atik ¢ozeltisinde meydana getirdigi bu
giderim dikkate deger goriilmektedir.. Daha Once erlen boyutunda gerceklestirdigimiz
yapay atik boyar madde giderim calismalarinda, immobilize enzim boncuklar 4 tekrarh
kullanilmis ve enzim kapasitesinde % 24’ liik bir diislis gézlemlenmisti ancak reaktor
Olcekli calismamizda immobilize enzimler iki tekrarli kullanilabilmis degradasyon
oraninda % 51 oraninda diisiis gozlemlenmistir. Kullanilan enzim/substrat oraninin ve
enzim aktivitesi degerlerinin bunun baslica nedeni oldugu tahmin edilmektedir. Bu
nedenle enzim miktarinin arttirilmasi ve ileri saflagtirma teknolojileri ile enzimlerin
aktivitesini arttirilmas1 gibi calismalarla raktér Olgeginde daha basarili sonuglar

alinacag diisiiniilmektedir.

4.10. Renk Gideriminin Toksisite Uzerine Etkisi

Calismalarimiz siiresince ligninolitik enzimlerin boyar madde renk giderim
kapasiteleri, enzimler ile muamele sonrasinda boyar maddelerde meydana gelen
spektrofotometrik absorbans diisiisleri ile hesaplanmistir. Enzimler ile muamele sonucu
boyar maddelerin metabolize ya da kometabolize olmasi sonucu renk giderimi
saglanabilmektedir. Ancak enzimatik reaksiyonlar sonucu boyar maddenin yapisina
bagl olarak toksisite azalabilmekte ya da artabilmektedir (Ramsay and Nguyen, 2002).
Bu nedenle immersiyon tip reaktdrden alinan ve belirli oranlarda renk giderimi saglanan

orneklerin  Artemia salina larvalar1 tizerindeki toksik etkileri arastirilmus,
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spektrofotometrik olarak olgiilen renk giderimi ile toksisite arasinda korelasyon olup

olmadig1 bakilmuistir.

A. salina larvalar1 kullanilarak gergeklestirilen toksisite testi sonucunda renk
giderimi arttikca, degradasyon f{iriinlerinin toksisite degerlerinde de disls
gbzlemlenmistir. Islem gérmemis yapay atik boyar madde ¢ozeltisin 24 saat sonunda
larvalar iizerinde % 100 Olim oranma sebebiyet verirken, % 88 oraninda renk
gideriminin saglandig1 degradasyon iiriinliniin ayni larvalar lizerinde % 20 6liim orani
gosterdigi belirlenmistir. Baska bir deyisle enzimatik yolla yapay atik boyar madde
¢oOzeltisinin rengi giderilirken toksisitenin de % 80 oraninda azaltilabildigi

gozlemlenmektedir.

Singh ve arkadaslar1 (2010) tarafindan gergeklestirilen; Pleurotus sajor-caju
makrofungusunun kati1 faz yontemiyle iiretilmesi sonucu elde edilen LiP enzimi ile
sentetik tekstil boyar madde giderim c¢alismasinda %  91.6 renk giderimi elde
edilmesine ragmen, toksisitede % 37.5 azalma oldugu gozlenmistir. Bir diger ¢caligmada
Trametes pubescens ve Pleurotus ostreatus makrofunguslarinin immobilize miselleri
kullanilarak elde edilen boyar madde gideriminde, suslarin boyar maddede meydana
getirdikleri renk giderimleri ile toksisite degerlerinin parallelik gostermedigi, P.
ostreatus kullanilan 3 boyar madde {izerinde daha iyi renk giderimi géstermesine karsin
T. pubescens susu ile elde edilen boyar madde giderimlerinde toksisitenin daha ¢ok
azaldig1 belirlenmistir (Casieri et al., 2007). Boyar maddelerin giderimi sonrasinda
yapilan toksisite ¢aligmalari ile kiyaslandiginda Polyporus arcularius izolatimizdan
izole ettigimiz MnP ve lakkaz enzimleri ¢ozeltisinin yiiksek oranda renk gideriminin
yani sira, boyar maddeleri detoksifikiye etme kapasitelerinin de oldukca yiiksek oldugu

belirlenmistir (Palacio et al., 2009; Manal et al., 2003; Dellamtrice et al., 2005).
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5. SONUC ve ONERILER

Bu c¢alismada, yeni ve yerel ligninolitik enzim kaynagi beyaz cliriikgiil
funguslarin bulunmasi ve elde edilen yeni ligninolitik enzim kaynaklarinin ¢evresel bir
kirlilik etmeni olan tekstil endiistrisi atik sularmin degradasyonunda kullanim

potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

Beyaz ciiriik¢iil funguslar irettikleri ligninolitik enzimlerden dolayr dogada
yikimi zor olan rekalsitrant aromatik bilesiklerin degradasyonunda onemli bir yere
sahiptir. Son yillarda beyaz ciiriikkglil funguslar ve sahip olduklar1 ligninolitik enzim
sistemleri kullanilarak yapilan biyoyikim calismalart giderek ilgi kazanmaktadir. Bu
nedenle yeni ve etkili ligninolitik enzim iireticisi mikroorganizmalarin bulunmasi
onemli bulunmaktadir. Calismamiz kapsaminda daha 6nce ligninolitik enzim tiretimleri
calisilmamig 40 adet Basidiomycetes izolat1, ligninolitik enzim iiretimi ve boyar madde
giderimi agisinda taranmis, 38 izolatin ligninolitik enzim {ireticisi oldugu belirlenirken
bunlardan 11 tanesi farkli boyar maddelerde dikkate deger renk giderim o&zelligi

gostermistir.

Beyaz ciiriik¢lil funguslar tarafindan gergeklestirilen ligninolitik enzim {iretim
miktar ve c¢esidinin, fungus tiiriine bagli oldugu kadar ortamin besinsel ve fiziksel
ozelliklerine bagli olarak degisim gosterdigi rapor edilmektedir (Elisashvili et al.,
2008). Tarimsal ve endiistriyel iiretim sonucunda atik formuna doniisen lignoseliilozik
icerigi ylksek materyaller, beyaz ¢iiriik¢iil funguslar tarafindan karbon ve azot kaynagi
olarak kullanilmaktadir. Atik formundaki bu materyallerin bu amagla degerlendirilmesi
ayni zamanda organik Kkirliligin azaltilmasinda rol oynamasi acisindan Onemli
bulunmaktadir. Tarimsal atik ve kiiltiir tiplerinin izolatlarin ligninolitik enzim iiretimine
etkisi belirlemek i¢in gergeklestiridigimiz ¢alismalarda, OBCC 3501 kodlu izolatimizin
kat1 faz kiiltiir yontemiyle ¢ay atifinda biiyiitiilmesi sirasinda maksimum enzim iiretimi
gerceklestigi belirlenmistir. Elde ettigimiz sonug iilkemizde yaygin olarak bulunan ¢ay
atiginin degerlendirilmesi agisindan umut vaad edici bulunmaktadir. Cay iiretimi

tilkemizde 6nemli tarim Uriinleri arasinda yer almakta, iriiniin fabrikalarda islenmesi
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sonrasinda yilda yaklasik 30.000 tonun iizerinde cay atig1 olustugu bildirilmektedir
(Cavdar ve ark., 2011).

Ligninolitik enzimlerin aromatik hidrokarbonlarin gideriminde kullanimlarina
bir 6rnek olarak, Polyporus arcularius oldugu belirlenen beyaz c¢iiriik¢iil fungustan elde
edilen ligninolitik enzimlerin boyar madde giderim kapasiteleri arastirilmis ve ortama
HBT mediatoriiniin ilave edilmesi ile elde edilen boyar madde giderim kapasitelerinin
oldukca basarili oldugu gozlemlenmistir. Elde edilen bu sonuctan yola ¢ikarak boyar
maddeler iizerinde basarili oldugu belirlenen enzim c¢ozeltisinin tekstil atik sularinin
arttminda kullanma potansiyelinin belirlenmesi ve reaktor sisteminde 6lgek biiyiitme
uygulanarak uygulanabilir bir sistem olusturulmasit hedeflenmistir. Bu nedenle
konsantre edilerek spesifik aktivitesi arttirilan enzim ¢ozeltisi Ca-alginat boncuklarina
immobilize edilerek tekrar kullanilabilirligi saglanabilir bir preperat haline getirilmistir.
Immobilize boncuklarin yapay atik boyar madde giderimi, immersiyon tip reaktdrde
arastirilarak pilot 6lgekli bir calisma gerceklestirilmistir. 24 saatlik uygulama sonucunda
% 88 oraninda renk giderimi elde edilirken, yapay atik ¢ozeltisinin toksisitesinde % 80
azalma meydana gelmistir. Kesikli olarak uygulanan sistemin tekrarinda boyar madde

gideriminde % 51 oraninda diisiis gorilmiistir.

Ulkemizde ve diinyada, beyaz ciiriikciil fungus ve dier mikroorganizmalar
kullanilarak tekstil atik sularinin renk giderimi {izerine pek ¢ok calisma yapilsa da, bu
calismalarin ¢ogu erlen boyutunda sinirlanmaktadir. Reaktdr 6lgekli yapilan giderim
caligmalarinda ise genellikle steril kosullar uygulanmakta, bu da sistemin endiistriyel
uygulama olanagm kisitlamaktadir. Immersiyon tip biyoreaktdrde, steril olmayan
kosullarda gerceklestirdigimiz c¢alismamizin uygulanabilir bir sistem modellemesi
olmast nedeniyle gelistirilebilir oldugu diisiiniilmektedir. Mevcut enzimlerin ileri
saflagtirma teknolojisi ile etkinliklerinin arttirilmasi, enzim/substrat oraninin optimize
edilmesi, ¢evresel ve fiziksel farktorlerin uygulanabilir hale getirilmesi gibi ¢aligmalarla

sistemin optimize edilmesi hedeflerimiz arasinda yer almaktadir.
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