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Danisman: Dog. Dr. Ergin Murat ALTUNER

Gilintimiizde gittikge ilerleyen bir endiistriyel enzim kullanimi s6z konusudur. Pek ¢ok
alanda artan ihtiyaglar karsilamada enzimlerden faydalanmak; enzim teknolojisi
olarak isimlendirilir. Enzim teknolojisi gida, tip, tekstil gibi ¢ok ¢esitli alanlarda hayati
kolaylastiran pek ¢ok iiriinde karsimiza c¢ikmaktadir. Enzimlerin elde edilme
asamalarinda ¢esitli mikroorganizmalarin kullanilmasi; maliyeti azaltma ve fazla
miktarda iiretimi saglama gibi biilyiik avantajlara sahiptir.

Tezin amaci, insan sagligina ve ¢evreye saygili, geri doniisiim uygulamalari ile azalan
dogal kaynaklar1 geri kazandirmay1 saglayacak bir yontemin kesfedilmesidir. Ayrica
ilke ekonomisine, yerel tiretimi gelistirmeye ve yeni yatirimlara temel olma hedefi
tagimaktadir. Konunun segilmesinin nedeni ise; kagit geri doniisiimiinde enzimlerin
kullanim1 ile ithalati azaltan ¢Oziimlere katki saglamanin gerekliligidir.
Mikroorganizma kaynakli olarak {iretilen enzimlerin kullanim alan1 ve avantajlarinin
giderek artmasi ayrica endiistriyel ihtiyaca yonelik talepleri karsilamaya ve ayni
zamanda da gelistirmeye uygun olmasi giderek 6nem kazanmasini saglayan 6nemli bir
etkendir.

Gilinlimiizde artan imkanlar sayesinde ¢esitli mikroorganizma suslarindan bir¢ok
enzim elde edilebilmektedir. Bu c¢alismada da sik¢a kullanilan ve yenilebilme
ozelligine sahip bir mantar tiirii olan Pleurotus ostreatus’tan seliiloz sindirimi yapan
seliilaz aktivitesi gézlenmis ve ticari olarak satilan seliilaz enzimi (Cellulase Onozuka
R-10 Uriin kodu: 1023210005) ile absorbansi karsilastirilarak, yiiksek etkinlik durumu
tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Enzim, seliiloz, seliilaz, Pleurotus ostreatus, Kaym mantari
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ABSTRACT

M.Sc. Thesis

INVESTIGATION OF CELLULASE ACTIVITY OF (PLEUROTUS OSTREATUS)
OYSTER MUSHROOM

Seval KARADEMIR
Kastamonu University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Biology

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ergin Murat ALTUNER

Today, there is a growing use of industrial enzymes. To benefit from enzymes to meet
the increasing needs of many areas is called enzyme technology. Enzyme technology
is confronted in many ways that facilitate life in a wide range of fields, such as food,
medicine, and textiles. The use of various microorganisms during the production of
enzymes has great advantages such as reducing costs and production of high amounts.

The aim of the thesis is to discover a method that has respect to human health and the
environment, to recycle the declining natural resources by recycling practices. It also
aims to be a base for the country's economy, local production development and new
investments. The reason for the selection of this topic is the need to contribute to the
use of enzymes in paper recycling and to solutions that reduce imports. Increasing use
of enzymes produced by microorganisms and their advantages are also an important
influence, which makes it increasingly important to meet the demands for industrial
needs and at the same time to develop them.

Today, many enzymes can be obtained from various microorganism strains as a result
of increasing opportunities. In this study, a cellulase activity was observed from a
cellulose digesting fungus, Pleurotus ostreatus, which is a commonly used and
consumed as food, and high activity was detected by comparing the absorbance with
a commercially available cellulase enzyme (Cellulase Onozuka R-10 Product Code:
1023210005).

Key Words: Enzyme, cellulose, cellulase, Pleurotus ostreatus, Oyster mushroom
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1. GIRIS

1.1. Enzimler

Enzimler, canli hiicrelerde genetik materyal tarafindan sentezlenen ve reaksiyonlarda

hizlandirma ile reaksiyonu kolaylastirma 6zelliklerine sahip organik molekiillerdir.

1.1.1. Enzimlerin Yapisi

Enzimler % 99 protein temelli bir yapiya sahiptir. Proteinlerin yap1 tasi olan amino
asitler, enzimlerin aktif bolgelerinde bulunarak substratin enzime yaklasmasini
saglarlar. Bu 6zellik sayesinde protein kisim enzimin etki bolgesini belirler. Enzimler
anahtar-kilit veya indiiklenmis uyum gibi ¢esitli modellerle kendisine 6zgii substrata
baglanarak, reaksiyon sonucunda enzimin serbest hale gegisi ile birlikte bir tirtiniin

olusumunu saglarlar.

Enzim Substrat
Enzim + Substrat | Kompleksi [ Enzim + Uran

Sekil 1.1. Enzimlerin yapisi (anahtar-kilit modeli) [URL-1]

Enzim, etkiledigi maddeye aktif merkezi aracilifiyla baglanir. Enzimin hangi
substratla uyumlu oldugunu belirleyen, protein yapist apoenzim kismidir. Apoenzim
kismu1 substrat ile baglanmay1 saglar. Koenzim ve kofaktor enzimin aktifligini arttiran
yardimci kisimlar1 olusturur. Koenzim kismi daha ¢ok kimyasal bag ile parcalamada

gorevlidir. Sonugta olusan aktif enzim yapisi ise holoenzimdir [URL-2].
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Sekil 1.2. Aktif enzimi olusturan kisimlar [URL-3]

1.1.2. Enzim Yapisina Etki Eden Faktorler

Enzimler optimum ortam kosullarinda aktivite gosterebilirler. Bu kosullarin

saglanmadig1 durumlarda enzimatik tepkimeler olumsuz yonde etkilenir.

1.1.2.1. Sicaklik

Enzimlerin ¢alistig1 en uygun sicaklik kosuluna optimum sicakhk denir. insanda
enzimlerin optimum sicakligi 37 °C’dir. Yiiksek sicaklik enzimlerin yapisini olumsuz

etkiler [URL-2].

1.1.2.2. pH

Kuvvetli asit ve bazlar enzim yapisini olumsuz etkilemekle birlikte, her enzimin pH
aralig1 farklidir. Bazi enzimler n6tr ortamda galisabilirken, bazilari ise bazik ortamda

caligabilmektedirler [URL-2].

1.1.2.3.Enzim yogunlugu

Enzim i¢in normal kosullar saglanirsa enzim yogunlugunda bir artis ile birlikte

reaksiyon hizinda da artis goriilmelidir [URL-2].



1.1.2.4. Substrat yogunlugu

Substrat yogunlugunu arttirip, enzim miktari sabit tutulursa, reaksiyon énce hizlanir
sonrasinda ise enzimler substrata doydugundan reaksiyon hizinin sabit kalmasi

beklenir [URL-2].

1.1.2.5. Substrat yiizeyi

Enzimlerin etkilesime girecegi toplam alan, dogru orantili olarak substrat yiizeyinin

biiylimesiyle artis gostererek reaksiyonun hizlanmasini saglar [URL-2].

1.1.2.6. Su

Enzimlerin uygun olarak ¢alisabilmesi i¢in en az % 15 su bulunmasi gereklidir [URL-

2],

1.1.2.7. Aktivator - inhibitor madde

Enzimlerin ¢aligmasini olumlu etkileyerek arttiran maddeler aktivator, enzim

caligmasini olumsuz etkileyen maddelere ise inhibitor denir [URL-2].

1.1.3. Enzimlerin Genel Ozellikleri

Uzun yillardir ekmek, peynir, sirke, sarap yapiminda kullanilan ve biyolojik
katalizorler olan enzimler, uygun kosullarin olusturulmasi durumunda sentezlendigi

dogal ortaminin disinda da kullanilabilme 6zelligi tasir.

Enzimler, giderek artan ihtiyaglar1 karsilayabilmek igin endiistriyel alanda ihtiyaca
yonelik uygun ¢oziimler sunmaktadir. Cesitli mikroorganizmalardan ihtiyaca yonelik
enzim eldesi ilizerine yapilan ¢aligmalar giderek yayginlagmaktadir. Mikroorganizma
kaynakli enzim iiretimi sayesinde sorunlara dogal kaynakli ¢evreci bir ¢6ziim yolu

sunulmaktadir.

1.1.4. Enzimlerin Endiistride Kullanimi

Endiistride enzim kullanimi1 sagladig1 avantajlar ile giderek yayginlasan bir durumdur.

Endiistride kullanilan enzimlerin ¢ogu mikroorganizma koékenlidir. Bu durumun

3



sebebi olarak cesitli avantajlar gosterilmektedir. Ornegin, mikroorganizmalardan elde
edilen enzimler hem yiliksek miktarlarda iiretilebilmekte, hem de hayvanlar ve bitkiler
gibi diger enzim iretilen kaynaklar ile karsilastirildiginda stabil ve yiiksek katalitik
aktiviteye sahip olabilmektedir. [1].

Mikroorganizmalardan elde edilen enzimler kendilerine deterjan endiistrisinden kagit
tiretimine; gidadan teksile oldukga genis yelpazede bir kullanim alani bulabilmektedir.
Bu sebeple, enzimlerin 6nemi olduk¢a 6n plana ¢ikmis, dolayisiyla bu enzimlerin

tiretiminde kullanilabilecek mikroorganizmalara olan ilgi de katlanarak artmustir [2].

Enzimlerin bu yaygin kullanimlarinin biitiin diinya ¢apinda 1995 yili i¢in yaklagik 100
000 000 Amerikan Dolar1 iken bu rakamin sadece bes y1l sonra 150 000 000 Amerikan
Dolari’na yiikseldigi goriilmektedir [3].

Enzimlerin endiistriyel uygulamalarda kullanilma islemleri enzim teknolojisi olarak
adlandirilir. Enzim teknolojisi, enzimin iiretimi, izolasyonu, saflastirilmasi ve uygun
formlarda kullanimini igermektedir. Ticari olarak ihtiyaca yonelik mikroorganizmalar
ile enzim iiretimi gerceklestirilerek karsilastigimiz bir¢ok Onemli soruna ¢oziim
saglamak miimkiindiir. Bunlar arasinda g¢evre kirliliginin 6nlenmesi, gida endiistrisi,

enerji liretimi, deterjan tiretimi ve tekstil endiistrisi sayilabilir.

1.1.5. Enzimlerin Endiistride Uretilme Yoéntemleri

1.1.5.1. Koji prosesi (Solid-state fermentasyon)

Kat1 substrat olarak arpa, bugday sapit gibi maddeler ya da yar1 kati substratlar
kullanilarak besiyerlerde mikroorganizmalar iretilir. Genellikle lipaz ve seliilaz
enzimi Uretimi i¢in kullanilir. Kontaminasyondan koruma, havalandirma ve

nemlendirme gibi 6zel kosullara dikkat edilmesi gerekmektedir [URL-4].



Fotograf 1.1. Koji prosesi [URL-4]

1.1.5.2. Fermentor

Tercih edilen bir yontem olup olumsuz kosul olusumunu azaltict O6zelliktedir.

Karistiricili tank tipi, air lift gibi ¢esitleri bulunur [URL-4].
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1.1.6. Endiistride Kullanilan Mikroorganizma Kaynakh Enzimler

Kullanim alani agisindan gidadan tekstile ve hatta temizlik tirlinlerine kadar genis bir
kullaniom agma sahip olan enzimler, g¢esitli mikroorganizmalar tarafindan

iretilebilmektedir. Ticari olarak kullanilan bu enzimlerin biiyiik ¢ogunlugu olan



%359 unu proteazlar olustururken, %3’tinii lipazlar, %10’unu ¢esitli enzim tiirleri ve
%28’ini ise karbohidrazlar olusturur ki bu grupta %13’lik {iretimi ile a-amilaz 6nemli

bir yere sahiptir [4].

1.1.6.1. Proteazlar

Proteaz enzimleri, tabiatta Gzellikle canlilardan arta kalan kalintilar1 pargalayip

bitkilerin besinleri alabilmelerini saglayarak besin dongiisiinde yer almaktadir [5].

Proteazlar, temizlik malzemeleri, et ve siit tirtinleri, deri sanayisi, ilag endiistrisinde,
iceceklerde ve atiklarin giderilmesinde kendilerine kullanim alan1 bulmaktadir. Her ne
kadar proteazlar, ¢ok degisik mikroorganizmalardan {iretilseler de, biyoteknolojik
tretimlerde alkalifilik 6zellik tasiyan bazi Bacillus tiirleri en fazla tercih edilen,

izolasyonu kolay olmasi sebebiyle kullanim1 en fazla olan mikroorganizmadir [6-8].

1.1.6.2. Amilazlar

Tekstilden, igecek endiistrisine kadar kullanim alani bulunan 6zellikle Aspergillus’a
ait tiirler ile Bacillus’a ait tiirler tarafindan iiretilebilen enzimlerdir [6,9]. Ozellikle
tekstil tretiminde ipliklerin islenmesi sirasinda dayanikli ve diizgiin bir yapida
bulunmast ve kopmalarin engellenmesi amaciyla, ipler i¢inde amilaz bulunan

kazanlara daldirilmaktadir [6,10].

1.1.6.3. Ksilenazlar

Ksilenazlar 6zellikle ekmek ve hamur kalitesinde su emilimi ve kabarmay1 sagladig:
icin yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir [6,11]. Ayrica ksilenaz, sebzelerin ve

meyvelerin sularimi ¢ikarmak amaciyla kullanilan bir enzimdir [6,12].

1.1.6.4. Lipazlar

Lipazlar bakteri, maya ve kiiflerin yapilarindan olduk¢a yiiksek oranlarda elde
edilmektedir. Bu enzimlerin olduk¢a genis bir kullanim amaglari bulunmaktadir.

Ornegin, parfiimeriden ¢evre uygulamalarma; biyosensdrlerden gesitli pestisitlere



kadar kullanilmaktadirlar. Lipaz enzimi tiretiminde en ¢ok kullanilan canlilar Rhizopus

sp., Pseudomonas sp. ve Candida sp.’dir [6].

1.1.6.5. Seliilazlar

Seliilozun hidrolizinde kullanilmakta olan seliilazlar agirlikli olarak bakteri ve
mantarlardan iretilmektedir. Selillaz enzimi gidadan, icecege, tekstilden temizlik
iirlinlerine kadar pek ¢ok alanda isleve sahiptir. Piyasada en yaygin bulunan seliilaz
enzimi dzellikle Trichoderma sp. kullanilarak iiretilmis olan seliilazlardir [6,13]. Ote
yandan, selillaz iretiminde Bacillus, Basidiomycetes, Penicillium ve Aspergillus

tirlerinin de kullanildig1 goriilmektedir. [6,14].

1.2. Seliiloz

Bitkilerde en fazla bulunan ve yap itibariyle de oldukga basit bir yapida bulunan, 6te
yandan bitki hiicresinin duvarinda bulunan karbonhidratlarin en 6nemlisi seliiloz
olarak karsimiza ¢ikar [15]. Seliiloz, bitkilerin tamaminin yapisinda bulunur. Oldukga
onemli gorevlerde rol oynar. Ornegin, bitkilerin yapisinin desteklenmesi, saglam ve
dik durmalarinin saglanmasi selilloz araciliyla olur. Seliiloza tabiatta saf halde
rastlanmaz. Odun agirligimin yaklasik olarak %40°nda, pamugun liflerinde yaklagik
olarak %385 ila %90 oraninda ve ketede ise yaklasik %60 ila %85 oraninda seliiloz
bulunmaktadir [16].

Seliiloz, yaklagik olarak 15 000 glikoz monomerlerinin B(1,4) tipi glikozit baglari ile
birbirlerine diiz bir durumda baglanmasi sonucunda iiretilir. Seliilozlar1 par¢alama
yetenegine sahip seliilaz enzimleri ise glukoz monomerleri arasinda bulunan B(1,4)
glikozit baglarini tanir ve pargalar. Par¢alanma sonucunda sellobiyoz, sellobiyoz

tiirevleri ve glikoz agiga ¢ikar [17].
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Sekil 1.4. Seliiloz yapist [URL-6]

Selillozun enzimatik olarak pargalanmasi igin genellikle ortama dogrudan seliilaz
salgilayan mikroorganizmalar verilen calismalar yapilmistir. Fakat bu g¢alismalar
sonucunda hedeflenen verimin alinamadig1 goriilmiistiir. Seliilloza direkt seliilaz ile
uygulama yapildiginda daha uygun verim saglandigi goriilmiistiir. islem siralamasi
ise; seliilaz tretimi, kismi olarak saflastirilmasi ve elde edilen seliilazin hedeflenen

amaca hizmet edecek sekilde kullanilmasidir [17].

Bu tezde amag, oOzellikle kagit geri doniisiimiinde 6nemli rol oynayan seliillozun
pargalanmasina dogal yollarla ¢6ziim Onerisi sunarak, ¢evreye, ekonomiye ve iilke
endiistrisine katki saglamaktir. Ayrica selillozun yeni {iriinlere doniisiimii 6zelligi ile
etanole doniistiiglinde sera gazi etkisinin de azalabilecegi ve ¢evresel bir soruna dogal

yollu bir ¢6ziim saglanabilecegi de unutulmamalidir.

1.3. Seliilaz Enzimi

Pek c¢ok mikroorganizmanin seliillaz {irettigi yapilan c¢alismalarla kanitlanmistir.
Seliilazlar tekstil, deterjan ve kagit endiistrisinde kendine kullanim alani buldugu i¢in
tiim diinyada ticari olarak en ¢ok kullanilan enzimlerden biridir. Mikroorganizmalar
kullanmak suretiyle seliilaz iiretimi yaygimn bir cesitlilikte elde edilebilir. Farkli
alanlarda kullanilmaya uygunlugu olmalar1 sebebiyle seliillaz enzimlerine ihtiya¢ her

gegen giin artis gostermektedir [17].



1.3.1. Seliilaz Enzimi Yapisi ve Hidroliz Mekanizmasi

Seliilazlar etki mekanizmalarina gore 3 grupta incelenirler:

1. Ekzoglukanazlar (Sellobiyohidrolazlar),
2. Endoglukanazlar (endo-B-1,4 glukanaz),
3. B-glukozidazlar [18,19].

Ekzoglukanazlar, seliiloz polimerini biitiin olarak ya da endo-B-1,4 glukanaz
yardimiyla parcalanmis kisimlarin ug¢ kisimlarindan parcalama islemini yiiriitiir.

Pargalanma sonrasinda sellobiyoz ortaya ¢ikar [18,19].

Endoglukanazlar seliiloz polimerinin genelde amorf bdlgesinden parcalarlar.
Oligosakkaritler pargalama islemi sonucunda agiga ¢gikan en son iiriindiir. B-glukozidaz

enzimleri ise ortaya ¢ikan sellobiyoz pargalarini glukoz birimlerine bélerler [18,19].

Selilloz molekiilii ¢ok kararli bir yapiya sahiptir. B-glukozidik bagmn 25°C’de
yarilanma 6mrii 5-8 milyon yil kadardir. Fakat enzim araciligiyla seliilozun hidrolizi
oldukca ¢abuk  ger¢eklesmektedir. Karbon atomunun  atmosfere  geri

kazandirilmasinda bu islem oldukga biiyiik 6nem tasir [19,20].
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Seliilazlar, bagimsiz katlanmalarin oldugu farkli yap1 ve fonksiyona sahip alt
birimlerin bir araya gelmesi ile olusurlar. Bu karmasik enzim sistemi genellikle bir
katalitik birim, bir veya daha fazla substrat baglayici ya da kompleksi olusturmada
gorevli yardimci birimlerden olusmaktadir. Baglayici birimler genellikle glisin, prolin,

serin ve treonince zengin peptidlerdir [21].

Seliilozun hidrolizinde seliilaz enziminin kullanilmasi ile uygun enerji kullanilmis
olup ayn1 zamanda toksik maddelerin veya asindirici asitlerin kullanilmasina gerek
kalmamistir. Bu nedenle seliilozun, seliilaz ile hidrolizi yaygin sekilde arastirilan bir
konudur. Seliilazin, seliilozun yiizeyine yapistigi ve substrat boyunca hareket ederek
bir takim katalitik reaksiyonlart gergeklestirdigi bulunmustur. Enzim, substrattan
ayrilarak ve substrat’in baska bir bolgesine yapisarak katalitik aktivitesini

gostermektedir [6].

Seliilaz enziminin kullanildigr optimum sicaklik, endiistriyel amaca uygun olarak
degisiklik gostermektedir. Ornegin; tekstil endiistrisinde pamuklarin biyo parlatiimasi
islemlerinde 100°C‘ye yakin sicaklikta stabil seliilazlara gereksinim duyulmaktadir
[22].

Seliilazin yiiksek spesifikligi, toksik etkisinin olmamasi ve optimum pH, sicaklik,
basing gibi 6zelliklerinin 1limli araliklarda olmasi seliilazin inorganik katalizorlere

gore daha avantajli olmasini saglamaktadir [23].

1.3.2. Seliilaz Enzimi Kaynag Olarak Kullamlan Mikroorganizmalar

Seliilazlar, bir¢cok alandaki kullanimlarindan dolayr diinya genelinde en biiyiik
endiistriyel potansiyele sahip enzimlerdir. Elde edilen mikroorganizmalar arasinda
aerobik, anaerobik bakteriler, beyaz ciiriik¢iil ve yumusak ¢iirtikgiil mantarlara kadar

seliilaz tiretimi yaygmligt s6z konusudur [17].

Selillaz enzimi elde etmede kullanilan aerobik bakteriler Bacillus, Cytophaga,
Herpetosiphon,  Pseudomonas, Cerratia,  Streptomyces,  Sporocytophaga,

Thermoactinomyces ve Thermomonospora’dir [24]. Endiistriyel ihtiyaca gore ¢esitli
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mikroorganizmalar ~ olan Trichoderma  sp, Aspergillus, Penicillium,

Basidiomycetes’ten seliilaz enzimi elde edilebilmesi miimkiindiir.

1.3.3. Seliilaz Enziminin Endiistriyel Kullanim Alanlari

1.3.3.1. Seliilaz enziminin yiyecek ve icecek endiistrisinde kullanimi

Seliilaz enzimi kurutulmus sebze ve g¢orbalarin tekrar sulandirilmasin1 saglamada,
meyve ve sebzelerin suyunun ¢ikarilmasi, ayrica piirelerinin hazirlanmasinda
kullanilmaktadir. Igecek sektdriinde ozellikle sarap yapiminda aromanin
artirllmasinda kullanildig1 gibi meyve ve sebze sularinin berraklastirma islemleri i¢in
de tercih edilir. Ayrica zeytinyagi iiretiminde ekstraksiyonun artirilmasinda etkili
olarak kullanilmaktadir [25].

1.3.3.2. Seliilaz enziminin kagit endiistrisinde kullanimi

Kagidin agartilmas1 ve islenmesinin yaninda miirekkepleri uzaklastirilmasi gibi

gorevlerde seliilaz enzimi kullanilir [26].

1.3.3.3. Seliilaz enziminin yem endiistrisinde kullanimi

Tahillarin kabuk kisminin uzaklagtirilmasini saglayarak, f-glukanlarin hidrolizi barsak
vizkozitesini diigiiriir, yem materyallerin daha iyi ¢6ziinmesini saglamaya yardimci

olur [27].

1.3.3.4. Seliilaz enziminin deterjan endiistrisinde kullanimi

Ozellikle pamuklu kumasta, leke partikiillerinin serbest kalmasmni saglayarak

temizlemenin yaninda kumasin rengi ve yumusakligin1 korumaya yardimci olur [27].

1.3.3.5. Seliilaz enziminin tekstil endiistrisinde kullanim

Kumaslara ve hatta kotlara yumusak ve parlak goriiniim kazandirma, canli renkler
olusturma ve rengin tonunu her yer i¢in esit olmasini saglama 6zelliginin yaninda,

yiiksek hidrofilik 6zellik kazandirmasi gibi avantajlara sahiptir [25].
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1.3.3.6. Seliilaz enziminin diger endiistriyel alanlarda kullanimi

Seliilozik materyaller dogada en bol bulunan glukoz kaynagi olmalarindan dolay1
biyo-etanol ve hidrokarbon tiretimi i¢in de 6nemli yer teskil etmektedir. Seliilaz enzimi
selilozik maddelerden glukoz ve glukoz polimerleri olusturarak alkol
fermentasyonuna uygunlugunu saglar. Alkol iiretiminde sivi veriminin artmasi Ve
tirlinlin 1yi bir renk almasi i¢in de seliilaz enziminden yararlanmak miimkiindiir.
Seliilaz enzimleri zirai ve endiistriyel atiklarin biyolojik olarak giderilmesi iginde

kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur [6].

1.4. Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm.

Pleurotus ostreatus (Jacg.) P. Kumm. mese agaglarinin (Quercus sp.) birincil
ayristminda gorevli 6nemli bir mantardir. Yaygin bir yayilisa sahiptirler. Cesitli
iklimlere ve substrat materyallerine oldukga iyi adapte olmalar1 sebebiyle, Agaricus
bisporus (J. E. Lange) Imbach.’tan sonra diinya genelinde en ¢ok iiretilen mantar

tirtinii olustururlar [28].

1.4.1. Pleurotus ostreatus’un Genel Ozellikleri

Genel olarak kullanilan isimleri; istiridye mantari, kayin mantari, kavak mantari, agac
istiridyesi ve saman mantaridir. Diinyada bilinen isimleri; Ingilizce- oyster mushroom,

Japonca- hiratake’dir [29].

Tablo 1.1. Pleurotus ostreatus 'un bilimsel siniflandiriimasi [29]

Alem Fungi
Sube Basidiomycota
Simif Agaricomycetes
Takim Agaricales
Aile Pleurotaceae
Cins Pleurotus
Tiir Pleurotus ostreatus
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Pleurotus ostreatus, zengin besleyici 6zelligi ve yetisme kosullarinin uygunlugu ile

diinya genelinde ¢okga tiikketimi saglanan lezzetli bir mantar tiirtidiir.

Fotograf 1.2. Pleurotus ostreatus ‘un genel goriintisii

1.4.2. Pleurotus ostreatus’un Hayat Dongiisii

Yasam dongilistiniin 6nemli bir kismint vejetatif olarak yani; misel gelisimi ile
gerceklestirir. Ug ana evrede olan plazmogami, karyogami ve mayoz goriiliir.
Plazmogami, protoplast fiizyonu seklinde gergeklesir ve farkli nukleuslarin ayni
hiicrede bir arada bulunmasidir. Karyogami ise nukleuslarin fiizyonudur. Mayoz,
karyogami sonucu olusan, diploid hiicrelerde gerceklesen rediiksiyon boliinmesidir.

Mayoz sonucu dort tane haploid nukleus meydana gelir [30].

Birkag¢ gramlik bir mantar bir milyondan fazla spor olusturabilme 6zelligine sahiptir.
Spordan ¢imlenen tiipgiiklere hif denir. Hifler mitoz boliinme ile siirekli olarak
bliyliyiip gelisirler. Hiflerin dallanip budaklanmasiyla misel ad1 verilen yapilar olusur.
Tek cekirdekli haploid sporun ¢imlenmesi sonucu meydana gelen misel monokaryon
miseldir. Birbirleriyle genetik olarak uyumlu iki hifin fiizyonu sonucu iki farkl
nukleusa sahip misel ise dikaryondur. Bu yapilar tekrar uygun bir evrede bazidiokarp

ve spor olusturarak dongiiniin tekrar etmesini saglamaktadir [31].

13



I Plazmogami

~3 B g N

o T 12T,

Monokaryon | N

1
e < | Monokaryon
Cimlenme

)

Mese gdvdesi

Bazidiosporlar w

| Karyogami |

Sekil 1.6. Pleurotus ostreatus’un hayat dongiisii [URL-8]

1.4.3. Pleurotus ostreatus’un Uretim kapasitesi

Istiridye mantar giiniimiizde giderek artan bir kullanim potansiyeline sahiptir. Sadece
yiyecek olarak degil, yapisi bakimindan uygun enzimlerin elde edilebilecegi bir
kaynak olarak degerlendirilmesi de endiistriyel kullanimini arttiran sebeptir. 1970°1i
yillarin basinda ¢ok az sayida kisi mantar liretimiyle ugrasirken ve yillik mantar
tiretimi 80 ton civarindayken, gilinlimiizde iiretimin 25-30 bin ton civarinda oldugu

tahmin edilmektedir [32,33].

1.4.4. Pleurotus ostreatus’un Onemi

Pleurotus cinsi farkli sicaklik araliginda yetisebilmelerinden dolay1 tiim y1l boyunca
tiretiminin ~ yapilabilmesi miimkiindiir. Ayrica kompost hazirlama igleminin
gerektirmemesinden dolay1 zamandan ve iscilikten tasarruf saglamasi yetistiriciliginde

maddi olarak biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

Pleurotus ostreatus, diinyada gida olarak tiikketimi yaygin olan lezzeti ve zengin
mineral icerigi ile degerli bir protein kaynagi olarak sevilen bir mantar tiiriidiir. Yasam
dongiisiiniin kisa olusu talepleri karsilamada 6nemli bir etken oldugundan kullanimini

arttirmaktadir. En biliylik avantaji, kolay iiretim kosullariyla cesitli tarimsal ve
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endiistriyel atiklardan iiretilerek diinyanin farkli bolgelerinde kiiltiiriinlin yapilmaya

uygun olmasidir.

Bu tezde Pleurotus ostreatus segilmesinin asil nedeni; lignoseliilozik atiklari
kullanabilme 6zelliklerine sahip olmalaridir. Atik kagitlardan kiiltiir mantar1 tiretimi
icin faydalanilarak, en 6nemli sorunlarimizdan bir tanesi olan kat1 atiklar uzaklastirma
problemine de ¢oziim saglayabilmektedir. Sagladigi ekonomik kazancin yaninda,
besleyici protein kaynagi olan mantarlarin iiretimiyle ¢evrenin korunmasi da
saglanacaktir. Yani dogal yollarla geri doniisiimiin saglanabilmesi i¢in kullanimi en

uygun kaynaklardan birisidir [34].

Yapilan galismalarda pamuk sapi tizerinde Pleurotus ostreatus’un seliilaz aktivitesinin
gelismenin sekizinci giiniine kadar artis gosterdigini ve daha sonra gelisme doneminde
sabit kaldig1 goriilmistiir. Bir bagka ¢alismada ise, geltik sap1 {izerine asili Pleurotus
ostreatus’un seliilaz aktivitelerinin gelismenin sekizinci giiniinde en yiiksek degerde
oldugu sonucuna varilmistir. Ayrica seliiloz igeren artiklar tizerinde Pleurotus mantar
tirlerinin asilamadan sonra bir hafta igerisinde CMC (Karboksimetilseliiloz)

aktivitesinde 6nemli artiglara neden oldugu gozlenmistir [35-37].

Pleurotus ostreatus’un miselinin kullanabilecegi formdaki sekerler dogal olarak
kullanilan ortamda bulunmakta olup mantar miselinin gelisimiyle birlikte ortamdaki
azalan suda c¢Oziinebilir sekerler, hemiseliilaz ve seliillaz enzim aktiviteleri ile
hemiseliilloz ve selillozun parcalanmasi sonucu yeniden ortama kazandirilabilmesi

tezin temel hedefini olusturur [38].

1.5. Yapilan ¢calismalar

Pleurotus ostreatus’ un kiiltiir kosullari, gelisim siireci, i¢erdigi enzim verim miktari

ile ilgili olarak farkli arastirmalar sonucu asagidaki sonuglar elde edilmistir:

1981 yilinda yapilan bir ¢alismada, celtik sap1 tizerinde gelistirilen Pleurotus
ostreatus’un gelisimi sirasinda salgiladig seliilaz enzimi arastirilmistir. Sonug olarak;
optimum seliilaz enzimi aktivitesi sicakliga ve pH degerine baglanarak, ortam

konsantrasyonuna gore oranlart % 0,6 ve % 0,8 olarak tespit edilmistir [39].
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1991 yilinda yapilan bir ¢calismada, zeytinyag: fabrika atik suyunda farkli Pleurotus
sp. tiirlerinin gelisimi incelenerek, gelisim gosterdigi yerdeki fenolik ve diger toksik
maddelerin konsantrasyonunda 6nemli miktarda azalma sagladigi tespit edilmistir

[40].

1992 yilinda yapilan bir arastirmada, pamuk sapinin kati ortam fermantasyonunda
Pleurotus ostreatus’un seliilaz aktivitesi incelenerek, sekiz giine kadar artig gosterdigi

daha sonra ise gelisme doneminin sonuna kadar sabit kaldig1 tespit edilmistir [35].

1993 yilinda yapilan bir arastirmada, seker kamisi sap1 lizerinde gelisen Pleurotus
ostreatus’un seliilaz aktivitesi incelenerek, kuru madde agirhigini azalttigi tespit

edilmistir [41].

1994 yilinda yapilan bir arastirmada, Pleurotus sp. tiirlerinin gelisimi incelenerek,
ortamda bulunan yiiksek seliiloz igeriginin seliilaz enzim igerigini ve enzim {iretimi
verimini arttirdigi; yiiksek lignin ve fenolik madde igerikli ortamlarin ise seliilaz

enzimi aktivitesini azalttigi tespit edilmistir [42].

1997 yilinda yapilan bir aragtirmada, Pleurotus ostreatus’un seliilaz aktivitesi su
stimbiiltiniin (Eichhornia crassipes) par¢alanmasinda incelenerek, endoglukanaz ve f3-
glukozidaz aktiviteleri gelismenin sekizinci, onaltinci ve kirkiner giinlerinde en yiiksek

olarak tespit edilmistir [43].

1999 yilinda yapilan bir arastirmada, geltik sap1 tizerine asili Pleurotus sp. tiirlerinin
seliilaz aktiviteleri incelenerek, % 170 yiiksek etkinlige Pleurotus ostreatus’un sahip

oldugu tespit edilmistir [36].

2000 yilinda yapilan bir arastirmada, farkli sicaklik uygulamalar1 yapilarak bugday
samanina asilanan Pleurotus ostreatus’un ligninolitik enzim aktiviteleri oldugu tespit
edilmistir [44].

2002 yilinda yapilan bir arastirmada, kahve atig1 iizerinde Pleurotus ostreatus’un
lignolitik enzimlerin degisimleri incelenerek, mantar olusum déneminde CMC

yoniinden en yiiksek degere ulastigi tespit edilmistir [37].
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2003 yilinda yapilan bir arastirmada, Pleurotus ostreatus’un gelisimi sirasinda
kadmiyumlu ve kadmiyumsuz bugday sap1 lizerinde seliilotik, hemiseliilotik ve

lignolitik enzim aktivitelerinin varlig: tespit edilmistir [45].

2003 yilinda yapilan bir arastirmada, Pleurotus ostreatus’un gelisimi sirasinda muzun
yaprak ve yalanci gdvdesi artiklari iizerinde seliilaz enzim aktiviteleri aragtirilarak, en
yiiksek enzim aktivitesinin gelisme doneminin onuncu ve yirminci giinlerinde

goriildiigi tespit edilmistir [46].

2005 yilinda yapilan bir arastirmada, Pleurotus ostreatus’un segici olarak celtik
sapinin holoseliiloz (hemiseliiloz + seliiloz) miktarindan daha ¢ok lignin boliimiinii

parcaladigi tespit edilmistir [47].

2006 yilinda yapilan bir arastirmada, Pleurotus sp. tirlerinde sivi kiiltiirde, agac

yapraklari tizerinde seliilaz enzimi aktivitesi tespit edilmistir [48].

2007 yilinda yapilan bir arastirmada, Pleurotus ostreatus‘un lakkaz, mangan
peroksidaz, ksilanaz ve endo-1,4 glukanaz gibi lignoseliilotik enzim iiretiminde

portakal artiklarindan yararlanildig: tespit edilmistir [49].

2008 yilinda yapilan bir aragtirmada, Pleurotus ostreatus’un seliiloz, hemiseliiloz ve

lignin degredasyonu yaparak seliilaz enzimi varligi tespit edilmistir [38].
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2. YONTEM

2.1. Kullanilan Besiyerleri

2.1.1. Malt Extract Agar Besiyeri

Malt Extract Agar (Merck, Almanya) besiyeri Pleurotus ostreatus’un fungal
gelismesinin saglanmasi amaciyla kullanilmistir. 48,0 g/L olacak sekilde damitilmis
su i¢inde sitilip eritilerek, otoklavda 121°C' de 10 dakika sterilize edilerek

hazirlanmastir.

2.1.2. Karboksimetilseliiloz - Agar Kati Besiyeri (CAKB)

Karboksimetilseliiloz - Agar Kati Besiyeri (CAKB), mantar tiiriiniin seliilaz

aktivitesinin saptanmasi amaciyla kullanilmigtir.

CAKB hazirlanmasi sirasinda Karboksimetilseliiloz (CMC) (Zag, Tirkiye) 10 g/L,
Pepton (Merck, Almanya) 5 g/L, Maya ozitii (Merck, Almanya) 5 g/L, KH2PO4
(Tekkim, Tirkiye) 1 g/L, MgSO4.7H.O (Merck, Almanya) 0,2 g/L, NaCl (Merck,
Almanya) 10 g/L [17], Agar-agar (Merck, Almanya) 15 g/L kullanilarak hazirlanmistir
[50].

2.1.3. Sivi Seliilaz Aktivitesi Besiyeri (SSAB)

Siv1 Seliilaz Aktivitesi Besiyeri (SSAB), seliilaz enziminin pH 4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0

(pH’lar + 0,1) degerlerinde aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla kullanilmistir [51].

SSAB hazirlanmasi sirasinda % 0,1 Karboksimetilselilloz CMC (Zag, Tiirkiye), % 1
Et 6ziitii (Merck, Almanya), % 2 Pepton (Merck, Almanya), % 0,15 KoHPO4 (Merck,
Almanya), % 0,02 MgS04.7H20 (Merck, Almanya), % 0,001 FeSO4.7H20 (Zag,
Tiirkiye), % 0,0001 MnS0O4.4H20 (Zag, Tiirkiye), % 0,01 CaCl2.H20 (Zag, Tiirkiye),
% 0,5 Na2COs (Merck, Almanya) kullanilarak hazirlanmistir [51].
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2.2. Kullanilan Cozeltiler
2.2.1. % 0,1’lik Kongo Kirmuzis1 Cozeltisi

Karboksimetilseliiloz - Agar Kat1 Besiyeri (CAKB)’nde seliilaz aktivitesi tespiti i¢in
% 0,1’lik kongo kirmizis1 (ChemBio, Tiirkiye) 100 mL distile suda ¢oziilerek
hazirlanmistir [52].

2.2.2. 1 M NaCl Cozeltisi

Karboksimetilseliiloz - Agar Kati Besiyeri (CAKB)’nde seliilaz aktivitesi sonucu
olusan zonlar1 belirgin hale getirerek, Kongo kirmizisinin besiyerdeki fazlasinin

alinmasi amaciyla kullanilmigtir [52].

2.2.3. Fosfat-Sitrat Tamponu pH 2,2-8,0, PKA= 7,20/6,40

pH 4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0’da (pH’lar + 0,1) enzim aktivitelerinin tespiti i¢in asagidaki

sekilde hazirlanmustir:

Tablo 2.1. Fosfat-Sitrat tamponu [53]

0,2 M NazHPO4 (mL) 0,1 M sitrat (mL) pH
19,03 30,7 4,0
25,7 24,3 5,0
32,1 17,9 6,0
43,6 6,5 7,0

2.2.4. CMC ( Karboksimetilseliiloz)’li Fosfat-Sitrat Tamponu

Fosfat-Sitrat tamponu hazirlanarak enzim aktivitesi tespiti i¢in 4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0
pH’larma (pH’lar £ 0,1) %1 olacak sekilde her pH’a 6zgii tampona CMC

(karboksimetilseliiloz) eklenerek hazirlanmistir.

2.2.5. Amonyum Siilfat Presipitasyonu

Ham o6ziite artan konsantrasyonlarda amonyum siilfat (Zag, Tiirkiye) (% 50, % 60, %
70, % 80 ve % 90’lik doygunlukta) eklenerek proteinleri ¢okeltmek amaciyla

kullanilmustir.
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2.2.6. Dinitro Salisilik Asit (DNS)

Enzim aktivitesiyle agiga ¢ikan indirgen seker miktarinin tespiti i¢in kullanilmistir. 1
gr DNS (Sigma, USA) 50 mL distile su igerisinde ¢oziiliip, tizerine 30 gr K-Na-
Tartarat (Merck, Almanya) ve 20 mL 2N NaOH (Emir, Tiirkiye) ilave edilerek son
hacim 100 mL ye tamamlanmustir [54].

2.3. Pleurotus ostreatus’un Kiiltiir Kosullarinin Saglanmasi

Uygun fungal gelisimin saglanabilmesi i¢in 48 saat 25 °C’de Malt Extract Agar
besiyerinde inkiibasyona birakilmistir. Gelisme gosteren mantarlarda, seliilaz
aktivitesinin saptanmasi amaciyla Karboksimetilseliiloz - Agar Kat1 Besiyeri (CAKB)
4 farkli pH’ta 4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0 (pH’lar + 0,1) olacak sekilde hazirlanmistir. 27 °C
de 24 saat inkiibasyona birakilmais, siire sonunda kontaminasyon olmayan her bir pH’a
Ozgili besiyerlere Pleurotus ostreatus ekimi yapilarak 25 °C de 48 saat inkiibe

edilmistir.

2.4. Pleurotus ostreatus’un Seliillaz Enzimi Pozitif Olma Durumu

Inkiibasyon sonunda hazirlanan her bir petriye % 0,1°lik kongo kirmizisi ¢dzeltisinden
dokiilerek ornekler 15 dakika siireyle boyanmustir. Bu siirenin sonunda boya petriden
disartya dokiilerek boyanin geri alinmasi amaciyla besiyerine 1M NaCl ¢ozeltisi ilave
edilmis ve 15 dakika inkiibasyona birakilarak; boyama islemi sonunda etrafinda sari
hidroliz zonu gozlenen Pleurotus ostreatus suslari selillaz pozitif olarak

degerlendirilmistir.

2.5. Pleurotus ostreatus’tan Seliilaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi

Seliilaz pozitif olarak degerlendirilen suslarda pH degerleri aras1 baglantili
aktivitelerinin belirlenmesi i¢in Siv1 Seliilaz Aktivitesi Besiyeri (SSAB) kullanilmistir
[51]. 27 °C’de 24 saat inkiibasyona birakilan ve siire sonunda kontaminasyon olmayan
SSAB besiyerlerine, sar1 hidroliz zonu varlig1 sonucu optimum olarak segilen pH’lar
i¢in ayr1 ayr1 6ze ile seliilaz pozitif olarak degerlendirilen Pleurotus ostreatus ekimi

yapilmistir.
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Ekim yapilip hazirlanan 4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0 pH (pH’lar £+ 0,1) degerli besiyerleri,
25°C’de 48 saat inkiibasyona birakilmigtir.

SSAB ile inkiibasyon sonunda tiipler 0 °C 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.
Elde edilen siipernatanta %70 oraninda soguk etanol (Merck, Almanya) eklenerek 24
saat -33 °C’de bekletilmistir. Siire sonunda, ¢ozelti +4 °C de 6000 rpm’de 20 dakika
tekrar santrifiij edilerek elde edilen ¢okelti Fosfat-Sitrat tamponunda ¢oziilmiistiir [51].

Bu asamadan itibaren 6rnekler ikiye ayirilmistir; pelet, tizerine Karboksimetilseliilozlu
(CMC’11) tampon eklenmek {izere bekletilmistir. Siipernatant kismi ise % 50, % 60, %
70, % 80 ve % 90°lik doygunlukta amonyum siilfat (Zag, Tiirkiye) ¢ozeltileri sirasiyla
eklenip ¢okeltiler elde edilerek presipitasyon uygulanmis ve bu islemlerin her biri ayri

ayr1 pH’lar icin tekrarlanmastir.

2.6. Pleurotus ostreatus’un Seliillaz Enziminin Aktivitesinin Belirlenmesi

Her tampona 6zgii hazirlanan peletlerden 1mL alinarak {izerlerine 1’er mL pH’na

0zgii CMC’li tampon eklenmistir.

Ticari olarak satilan seliilaz enzimi substrat soliisyonu (Cellulase Onozuka R-10 Uriin
kodu: 1023210005); pH 6,0’lik CMC’li Fosfat-Sitrat Tamponunda hazirlanarak 42
°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmistir.

Reaksiyonu durdurmak i¢in; 2 mL DNS (Dinitrosalisilik asit soliisyonu) ilave edilerek
5 dakika kaynatilmis ve soguduktan sonrada renk degisimi 550 nanometrede okunarak

sonuglar degerlendirilmistir.

2.7. Istatistiksel Hesaplama

Bu caligmada, paralel ¢alismalar arasindaki farkliliklar1 kiyaslamak i¢in tek yonlii

ANOVA testi kullanilmistir ve p-degeri (p>0,05) olarak kabul edilmistir.
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3. BULGULAR ve TARTISMA

3.1. Pleurotus ostreatus’un Kiiltiir Kosullarinin Uygunlugu

Pleurotus ostreatus fungal gelisimini Malt Exract Agar besiyerinde sagladiktan sonra,
Karboksimetilseliiloz - Agar Kat1 Besiyerinde (CAKB) 4 farkli pH’ta 4,0; 5,0; 6,0 ve
7,0 (pH’lar £ 0,1) olacak sekilde uygun gelisimleri tamamlanarak, seliilaz enzimi

pozitiflik durumuna bakilmistir.

Fotograf 3.1. Kontaminasyon olmayan ekime hazir CAKB

CAKB
Pleurotus ostreatus [==

Fotograf 3.2. Uygun Pleurotus ostreatus gelisimi gosteren CAKB
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3.2. Pleurotus ostreatus’un Seliilaz Pozitif Olma Durumu

25 °C de 48 saat inkiibasyona birakilan, CAKB’ye inkiibasyon sonucu % 0,1’°lik kongo
kirmizis1 ¢ozeltisinden dokiilerek ornekler 15 dakika siireyle boyanmustir. Siirenin
sonunda boya dokiilerek boyanin geri alinmasi amaciyla besiyerine 1M NaCl ¢ozeltisi
ilave edilmis ve 15 dakika inkiibasyona birakilarak; boyama islemi sonunda etrafinda

sar1 hidroliz zonu gozlenen asagidaki suslar seliilaz pozitif olarak degerlendirilmistir
[52].

Fotograf 3.3. Pleurotus ostreatus’un seliilaz enzimi pozitif suslar

Olusan sar1 hidroliz zonlar1 ile optimum pH’lar 5,0; 6,0 ve 7,0 olarak belirlenmistir.

Seliilaz enziminin pH 4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0 (pH’lar + 0,1) degerlerinde aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in SSAB kullanilmigtir [51]. Aymi besiyerinden 4 farkli pH olacak
sekilde (4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0) hazirlanmistir.

27 °C de 24 saat inkiibasyona birakilan SSAB, siire sonunda kontaminasyon olmayan
besiyerlerine her bir pH igin ayr1 olarak dze ile Pleurotus ostreatus ekimi yapilmisgtir.
Ekim yapilan pH 4,0; 5,0; 6,0 ve 7,0 (pH’lar = 0,1) degerli besiyerleri, 25 °C’de 48 saat
inkiibasyona birakilmustir. Inkiibasyon sonunda uygun iiremeler elde edilerek, seliilaz

enziminin kismi saflastirilmasi asamasina gegilmistir.
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Fotograf 3.4. SSAB

Fotograf 3.5. Farkli pH’larda ki SSAB’de gelisen Pleurotus ostreatus

3.3. Seliilaz Enziminin Kismi Saflastirilmasi

SSAB ile inkiibasyon sonunda tiipler 0 °C 6000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilmistir.

Elde edilen siipernatanta % 70 oraninda soguk etanol eklenerek 24 saat -33 °C’de
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bekletilmistir. Siire sonunda, ¢ozelti +4 °C de 6000 rpm’de 20 dakika tekrar santrifiij

edilerek elde edilen ¢okelti Fosfat-Sitrat tamponunda ¢oziilmiistiir [51].

Fotograf 3.6. +4 °C de 6000 rpm’de 20 dakika santrifiijleme sonucu elde edilen ilk

peletler

Her bir pH degeri i¢in uygulanan saflastirma isleminde santrifiijden sonra kalan

peletler 2 mL Fosfat-Sitrat tamponunda ¢oziilerek 2 kisma ayirilmigtir:

e Pelet, tizerine Karboksimetilseliilozlu (CMC’li) tampon eklemek iizere
ayirilmastir.
e Siipernatant kismi ise % 50, % 60, % 70, % 80 ve % 90’lik amonyum siilfat

cozeltileri eklenerek cokeltiler elde edilmistir.

3.4. Pleurotus ostreatus’tan Elde Edilen Seliilaz Enziminin Aktivitesi

Her tampona 6zgii hazirlanan peletlerden 1mL alinarak iizerlerine 1’er mL pH’ina

0zglii CMC’li tampon eklenmistir.

Ticari olarak satilan seliilaz enzimi substrat soliisyonu (Cellulase Onozuka R-10 Uriin
kodu: 1023210005); pH 6,0’lik CMC’li Fosfat—Sitrat Tamponunda hazirlanarak 42
°C’de 30 dakika inkiibasyona birakilmaistir.

Reaksiyonu durdurmak igin; 2 mL DNS (Dinitrosalisilik asit soliisyonu) ilave edilerek
5 dakika kaynatilmis ve soguduktan sonrada renk degisimi 550 nanometrede

okunmustur.
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Icinde seliilaz olmayan sar1 renkli tiip kor tiip olarak kullanilmustir. Sar1 renkli
cozeltide; pH 6,0 CMC’den ImL ve ImL DNS 1/10 oraninda seyreltilmistir. Buna
kars1 ise koyu renkli olarak goriilen ticari olarak satilan seliilaz enzimi substrat
soliisyonu (Cellulase Onozuka R-10 Uriin kodu: 1023210005) 550 nanometrede 1/10

seyreltme ile absorbans degerleri okunmustur.

Fotograf 3.7. Kor tiip ve ticari olarak satilan seliillaz enzimi substrat soliisyonu

Fotograf 3.8. Her pH’a 6zgii absorbansi okunmaya hazirlanan peletler

Spektrofotometrede okunan absorbans degerleri asagidaki gibidir:
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Tablo 4.1. [ik pelet absorbans:

Ik Okunan Ikinci Okunan Uciincii Okunan
Ik Pelet Absorbans Absorbans Absorbans
Degeri Degeri Degeri
pH 4,0 0,021 0,020 0,020
pH 5,0 0,007 0,007 0,007
pH 6,0 0,002 0,001 0,001
pH 7,0 1,500 1,501 1,502

Yapilan {i¢ ayr1 okumada elde edilen veriler, istatistiksel hesaplama sonucunda p-
degeri >0,05 olarak bulunmus, bu sebeple aralarindaki fark istatistiksel olarak 6nemsiz

kabul edilmistir. Hesaplamalarin detay1 ekler boliimiinde verilmistir.

Tablo 4.2. Ikinci pelet absorbans:

ikinci Pelet Ik Okunan ikinci Okunan  Uciincii Okunan
Absorbans Absorbans Absorbans
Degeri Degeri Degeri
pH 4,0 0,008 0,008 0,008
pH 5,0 0,021 0,021 0,021
pH 6,0 0,004 0,005 0,005
pH 7,0 0,014 0,014 0,014

Yapilan ii¢ ayr1 okumada elde edilen veriler, istatistiksel hesaplama sonucunda p-
degeri >0,05 olarak bulunmus, bu sebeple aralarindaki fark istatistiksel olarak dnemsiz

kabul edilmistir. Hesaplamalarin detay: ekler boliimiinde verilmistir.

Tablo 4.3. Ugiincii pelet absorbansi

Uciincii Pelet 1k Okunan ikinci Okunan  Uciincii Okunan
Absorbans Absorbans Absorbans
Degeri Degeri Degeri
pH 4,0 0,000 0,001 0,000
pH 5,0 0,006 0,006 0,006
pH 6,0 0,039 0,039 0,039
pH 7,0 0,022 0,022 0,023

Yapilan ii¢ ayr1 okumada elde edilen veriler, istatistiksel hesaplama sonucunda p-
degeri >0,05 olarak bulunmus, bu sebeple aralarindaki fark istatistiksel olarak dnemsiz

kabul edilmistir. Hesaplamalarin detay: ekler boliimiinde verilmistir.
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Tablo 4.4. Dordiincii pelet absorbansi

Dordiincii Pelet Ik Okunan ikinci Okunan Uciincii Okunan
Absorbans Degeri Absorbans Degeri Absorbans Degeri

pH 4,0 0,005 0,005 0,005

pH 5,0 0,017 0,017 0,017

pH 6,0 0,001 0,001 0,001

pH 7,0 0,018 0,018 0,018

Yapilan ii¢ ayr1 okumada elde edilen veriler, istatistiksel hesaplama sonucunda p-
degeri >0,05 olarak bulunmus, bu sebeple aralarindaki fark istatistiksel olarak dnemsiz

kabul edilmistir. Hesaplamalarin detay1 ekler boliimiinde verilmistir.

Elde edilen sonuglara gore ticari olarak satilan seliilaz enzimi substrat soliisyonu
(Cellulase Onozuka R-10 Uriin kodu: 1023210005) seliilaz absorbsiyonu: 1,992°dir.
[k pelet pH 7,0 sonucu seliilaz absorbsiyonu ise, 1,500 *diir. Yaklasik degerler elde
edildiginden optimum pH 7,0 olarak degerlendirilmistir.

Ikinci pelet olusumu yani; % 50 amonyum siilfat presipitasyonu uygulanan érnegin en

yiiksek aktivite gosterdigi degerin pH 5,0’da 0,021 oldugu bulunmustur.

Ucgiincii pelet olusumu yani; % 60 amonyum siilfat presipitasyonu uygulanan érnegin

en yuksek aktivite gosterdigi degerin pH 6,0°da 0,039 oldugu bulunmustur.

Dordiincii pelet olusumu yani; % 70 amonyum siilfat presipitasyonu uygulanan

ornegin en yiiksek aktivite gosterdigi degerin pH 7,0°da 0,018 oldugu bulunmustur.

Onceki yapilan calismalarda lignoseliilozik artiklar iizerinde mantar misellerinin
urettigi yiiksek CMC seviyelerinin, alinan yiiksek biyolojik etkinlik oranina uyum
sagladig1 bulunmustur, ayrica yliksek biyolojik etkinlige ve uygun maaliyette {iretim
ozelligine sahip olan Pleurotus ostreatus’un seliilaz aktivitesinin yiiksek oldugu tespit
edilmistir [36, 37, 42].

Sonug olarak, Pleurotus ostreatus’ta daha once yapilmis olan ¢alismalarin ortaya
koydugu gibi aktivite gosteren bir selliillaz enzimi bulundugu ve bu enzimin % 50
amonyum siilfat uygulamasiyla c¢okeltilebilecegi ticari seliillaz aktivitesi ile

karsilastirilarak ortaya ¢ikartilmistir.
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4. SONUCLAR

Endiistriyel olarak kullanimi g¢okga tercih edilen, ticari selillaz enzimi substrat
soliisyonu (Cellulase Onozuka R-10 Uriin kodu: 1023210005) seliilaz absorbsiyonu
ile ilk pelet pH 7,0’nin seliilaz absorbsiyonun yaklasik degerlerde elde edilmesi
Pleurotus ostreatus’un seliilaz enzimi elde edebilmek i¢in ne kadar uygun oldugunu
gostermektedir. Ileri arastirmalarla desteklenerek gelistirilmesi ve yeni ¢alismalarin

yapilmasi uygundur.
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5. ONERILER

Pleurotus ostreatus’tan elde edilen seliilaz enzimi ile en 6nemli sorunlarimizdan biri
ve ayni zamanda tek kurtarici segenegimiz olan geri doniisiimiin gerceklestirilmesi igin
biyolojik bir yol sunulmaktadir. Ayrica; yapilacak ¢alismalarla ve yeni yontemlerin

gelistirilmesiyle endiistride kullanim alanini arttirmak ve gelistirmek de miimkiindiir.

Bu ¢alismanin gelistirilmesi amaciyla; yeni bir deney tasarlanarak Pleurotus ostreatus

susundan kismen saflastirilan seliilaz enziminin enzim kinetigi ¢caligilmalidir.

Gelisen teknoloji ve geri doniisiim ile azalan kaynaklarin desteklenmesi, genelde ithal
veya eski iiretim metotlarindan elde edilen {irlinler yerine; yeni teknolojiye uygun,
ithalat1 diiglirerek tlilke ekonomisine katki saglamak amaci ile miisteri ihtiyaclar
dogrultusunda geri doniisiim amagli enzimlerin liretimi ve kullanimi ile ilgili olarak
yapilacak bir diger ¢alisma ise; Pleurotus ostreatus’ a uygun fermentdr tasarlanarak,
daha fazla tiretim saglayarak endiistriyel kullanim amagl uygunlugun daha da artacagi

sonucuna varilmistir.
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EKLER

EK 1 MALT EXTRACT AGAR KOMPOZiSYONU
EK 2 FOSFAT-SITRAT TAMPONU PH 2,2 - 8,0 KOMPOZIiSYONU
EK 3 DETAYLI iISTATISTIKSEL ANALIZ SONUCLARI
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EK 1- (Malt Extract Agar Kompozisyonu)

Calismada kullanilan Malt Extract Agar’in (Merck 1.05398) kompozisyonu asagida
verildigi gibidir:

e 30,0 g/L Malt Extract
e 3,0 g/L; Peptone from Soymeal
e 15,09g/L; Agar-Agar

Hazirlanmas sirasinda dehidre besiyeri 48,0 g/L olacak sekilde distile su da eritilir ve

sterilize edilerek kullanilir.
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EK 2- (Fosfat-Sitrat Tamponu pH=2,2 - 8,0 Kompozisyonu)

Calismada kullanilan Fosfat-Sitrat tamponu (pH 2,2-8,0; pKa = 7,20/6,40)

kompozisyonu asagida verildigi gibidir:

e 0,2 M Dibazik Sodyum Fosfat
e 0,1 M Sitrik Asit
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EK 3- (Detayh Istatistiksel Analiz Sonuglar)

Tk pellet okumasi icin paralel sonuclarin karsilastirilmasi
Varyans Analizi Tablosu

Ho: Ug paralelin sonucu istatistiksel olarak benzerdir.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
3-Paralel 2 0,0000 0,00000 0 1
Artiklar 9 5,0055 0,55617
p-degeri= > 0.05 oldugundan dolay1, Ho hipotezi kabul edilmistir.
ikinci pellet okumasi icin paralel sonuclarin karsilastiriimasi
Varyans Analizi Tablosu
Ho: Ug paralelin sonucu istatistiksel olarak benzerdir.
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
3-Paralel 2 0,0000002 | 0,00000008 1le-04 0,9999
Artiklar 9 0,0104368 | 0,00115964
p-degeri= > 0.05 oldugundan dolay1, Ho hipotezi kabul edilmistir.
Uciincii pellet okumasi i¢in paralel sonuclarin karsilagstirilmasi
Varyans Analizi Tablosu
Ho: Ug paralelin sonucu istatistiksel olarak benzerdir.
Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
3-Paralel 2 0,00000017 | 8,3000e-08 3e-04 0,9997
Artiklar 9 0,00273475 | 3,0386e-04

p-degeri= > 0.05 oldugundan dolay1, Ho hipotezi kabul edilmistir.
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EK 3’iin devamm
Dordiincii pellet okumasi icin paralel sonu¢larin karsilastirilmasi
Varyans Analizi Tablosu

Ho: Ug paralelin sonucu istatistiksel olarak benzerdir.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
3-Paralel 2 0,000000 | 0,00000000 0 1
Artiklar 9 0,003795 | 0,00042167

p-degeri=> 0.05 oldugundan dolayi, Ho hipotezi kabul edilmistir.
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