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OZET

Pleurotus ostreatus ve Ceriporiopsis subvermispora CZ-3 LAKKAZLARININ;

INDUKLEYICIYE BAGLI VERIMLI SALGILANMA KOSULLARININ VE

INDIGO BOYALAR UZERINDEKI ETKILERININ IYILESTIRILMESINDE
UYGUN MEDYATORUN ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZI
Giilsen KAYA

DiCLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KIMYA ANABILIM DALI

2011

Lakkazlar (EC 1.10.3.-, p-difenol:dioksijen oksidorediiktaz) bakir iyonlar1 igeren
oksidaz grubu enzimlerdir. Bu grubun bir Gyesi ilk kez Japonya’da lake agacinin (Rhus
vernicifera) regine kanallarinin bir bileseni olarak 19. yiizyilin sonlarinda kesfedildi.
Dogada yaygin olarak bulunan ve glikoprotein olan, molekiil agirliklart 50.000 ila
130.000 arasinda degisen lakkazlarin ana kaynagmi funguslar olusturur. Son Urin
olarak yalnizca su olusturduklar: i¢in ¢evre dostu olarak tanimlanan bu enzim grubuna
ilgi son zamanlarda giderek artmustir.

Simdiye kadar yiiziin {izerinde lakkaz izole edilerek degisik kapsamlarda
karakterize edilmigtir. 1990°da ABTS’nin lakkaz substrat medyatorii olarak davrandigi
ya da bu bilesigin enzimin etkisini artirdig1 fark edildikten sonra ¢ok sayida bagka
bilesigin de bu amaca yonelik kullanilabilirlikleri arastirilmistir. Sonug olarak lakkaz
enziminin izole edildigi kaynaga ve/veya iizerine etkiyecegi substrata bagli olarak
medyator niteligine sahip bilesigin degisebildigi saptanmistir.

Amaca uygun lakkaz/medyator sistemlerinin gelistirilmesi, ilgili endiistrilerde
disartya bagimliligi azaltacagindan, iiriiniin maliyetinin diismesine katki saglar. Bu
calismada organizmanin cinsine, tiiriine ve ona irettirilmek istenen maddeye bagh
olarak degisim gosterebilecegi diisiincesinden yola ¢ikarak, Pleurotus ostreatus ve
Ceriporiopsis subvermispora’nin kati1 faz kiiltivasyon teknikleri kullanilarak test edilen
indikleyicilerin etkisi ile en iyi miktarda ve en yiiksek oranda aktiviteye sahip lakkaz
enzimi/enzimleri salgilamalarinin kosullar1 arastirildi. C. subvermispora ve P. ostreatus
kavun kabugu, karpuz kabugu ve kizil ¢am kozaliginin destek metaryel olarak
kullanildig1 yar1 kat1 faz fermantasyon teknigi ile iretilip indiikleyiciye bagh lakkaz
salgilama kosullar1 protein miktar tayini ve lakkaz aktivitesi testi yapilarak arastirildi.

Destek materyale ilave edilen ve 4 farkli indiikleyicinin (2,5-ksilidin, 3,5-
ksilidin, 2,4-ksilidin ve sentezlenen (4E)-4-(2,5-Dimetilfenilimino)-2,5-dimetil siklo






hegza-2,5-dienon) iki ayr1 derisimlerini i¢eren 25 mL siv1 besi yeri ortaminda yiiksek
miktarlarda lakkaz {iretimine, yapilan enzim aktivitesi sonucunda 16. giinde ulasildigi
belirlendi. C. subvermispora’nin, indiikleyici olarak kullanilan 2,4-ksilidinin 5000 pM
derigimi ile sentezlene maddenin 5 UM derisiminde kavun kabugunun bulundugu besi
ortamindaki inkiibasyonun 16. giiniinde en yiiksek miktarda lakkaz iirettigi tespit edildi.
P. ostreatus’un ise 16. giinde sentezlenen bilesigin 5 uM ve 2,5-ksilidinin 5000 uM
derisiminde kavun kabugu ile inkiibe edildigi kosullar altinda en iyi miktarda lakkaz
trettigi belirlendi.

Ayrica enzimlerin tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan indigo boyalar1
renksizlestirmesi i¢in katalitik etkinlik gosterebilecegi redoks medyatdriiniin
belirlenmesine yénelik calismalar yapildi. Indigo boya iizerine secilen medyatérlerin
Siringate ve 1-hidroksibenzotriazol (HBT) ile kiyaslandiginda renksizlestirmede
genellikle etkili olmadiklart ancak indigo Carmin’in renksizlestirilmesinde 1-(4-
Sulfophenyl)-3-methyl-5-pyrazolone, 3-Methyl-1-(4'-sulfoamidophenyl)-5-pyrazolone
medyatorlerinin en az Siringate yada HBT kadar etkili olduklar1 gozlendi.

Anahtar Kelimeler: Fungus, faz kultivasyonu, indukleyici, lakkaz, medyato6r, indigo
renksizlesgtirme
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ABSTRACT

Pleurotus ostreatus and Ceriporiopsis subvermispora CZ-3 LACCASE’S
RESEARCH ON A SUITABLE INDUCER TO IMPROVE EFFECTIVE SECRETED
CONDITIONS AND IT’S AFFECT ON INDIGO DYES DEPEND ON MEDIATORS

MSc THESIS

Giilsen KAYA

DICLE UNIVERSITY
SCIENCE INSTITUTE
DEPARTMENT OF CHEMISTRY

2011

Laccases (EC 1.10.3.2, p-diphenol:dioksijen oxidoreductase) are oxidases that
consist of copper ion. In the late nineteenth century, a member of that group was first
discovered as a compound of resin ducts of lacquer tree in Japan. Fungi form the main
source of the laccases which are found in nature widely and the weigth of glycoprotein
molecules of them change from 50.000 to 130.000. Interest in that enzyme group, which
are known as environment friendly since they form as a last product, has increased
recently.

Over one hundred of laccases have been isolated and categorized in different
contexts, so far. After it was realized that ABTS acted as laccase substrate mediator and
enzyme of that compound increased it’s effect in 1990, lots of enzymes were researched
in terms of their utility fort his purpose. As a result it was determined that compound
with a mediator nature can change depending on the source from which laccase enzyme
is isolated and/or on the substrate it will affect.

As improvement of suitable laccase/ mediator system will decrease dependence
on imports in relevant industries it will also contribute to reducing the costs. In this
study, based on the assumption that organism can differ depending on it’s type and
matter it made produced, conditions to secrete laccase enzymes were researched. They
had activity at the best and highest amount because of the inductive affect that were
tested by using solid-phase cultivation techniques. Pleurotus ostreatus and Ceripori
opsis subvermispora was produced by semi-solid fermentation technique in which
melon peel, watermelon peel and red pine cone was usedas suporting material.
Afterwards it was researched by using laccase activity testing, laccase secretion
conditions and protein quantification. 25 ml liquid consisting two different con
centration of four different inductive (2,5-xsilidine, 3,5-xsilidine, 2,4-xsilidine and
synthesized (4E)-4-(2,5-Dimethlyphenylimino)-2,5-Dimethlsiklohegza-2,5-dienon)
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which was added to supporting material was determined to achieve to high amount of
laccase production in medium environment in sixteenth day as a result of enzyme
activity. It was determined that in 2,4-xsilidine 5000 pM concentration of C.
subvermispora which is used as inductive and in 5 uM synthesized material, incubation
in medium environment produce highest amount of laccase at sixteenth day. 5 uM and
2,5-xsilidine compound of P. ostreatus which is synthesized in sixteenth days was
determined to produce best amount of laccase when it was incubated with watermelon
peel in 5000 uM concentration.

Some studies were made to determine redox mediator. They can show catalytic
activity of enzyme for decolorisation of indigo dyes which is used in textile widely. It
was observed that mediators which were chosen on indigo dye were not generally
affective  on  decolorisation when compared with  methylsringeyt and
1-hydroxybenzotriazole (HBT). But it was also observed that in the decolorisation of
the indigo Carmine 1-(4-Sulfophenyl)-3-methyl-5-pyrazolone, 3-methyl-1-(4'-
sulfoamidophenyl)-5-pyrazolone mediators were as effective as methylsringeytor HBT.

Key words: Fungus, cultivation phase, inductive, laccase, mediator, indigo decolo
risation
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Giilsen KAYA

1. GIRIS

Biyoteknoloji, organizmalarin ve biyolojik sistemlerin pratik ve ticari amagclar
icin kullanilmasi olarak tamimlanabilir. Biyoteknolojik teknikler, fermantasyon, enzim
teknolojisi, hiicre ve doku kiiltiirii gibi ¢esitli islemleri igermektedir. Biyoteknolojik
stireglerde esas konu mikroorganizmalarin atik maddeleri besin olarak kullanmasi ve

cevreye zarar vermeyen iirlinlere doniistiirmesidir (Qui ve Park 2001).

Biyoteknolojik tekniklerin basinda yer alan enzim teknolojisinin hizla gelismesi
ile yeni ve farkli enzimlerin varlig1 saptanmistir. Bir¢ok sektdriin hemen her alaninda
enzimler sayesinde yapilan degisiklikler {izerine arastirmalar mevcuttur. Bu amacla ilk
olarak enzimlerin yliniin kecelesmesini 6nlemek i¢in kullanilmasiyla lif mukavemetinin
gelismesi saglanmistir. 1960°larda proteazlarin deterjan formiillerinde kullanilmasi ile
biyolojik deterjan donemi baslamistir. 1970’lerde seliilazlarin  deterjanlarda
kullanilmasiyla ¢ogu kez yikamalarda tiiylenmeler engellenmistir (Rowe 1999). Amilaz
enziminin nisasta hasilin1 uzaklastirmada kullanilmasi seliilozu hidrolize eden seliilaz
enziminin kumas yiizeyini diizglinlestirmede, boncuklanma egilimini azaltmada, biyo-
parlatmada ve denim kumaslara eskitilmis goriiniim kazandirmada kullanilmasi gibi

cesitli uygulamalar enzimlere olan ilgiyi her gegen giin artirmaktadir (Rowe 1999).

Enzimler bitkisel, hayvansal ve mikroorganizma kokenli olmakla birlikte
endiistriyel  alanda  kullanilanlar ~ ¢ogunlukla  mikroorganizmalardan izole
edilmektedirler. Bunun nedeni, mikroorganizma kaynakli enzimlerin katalitik
aktivitelerinin yiiksek olmasi, istenmeyen yan iirlin olusturmamalari, daha kararli ve
ucuz olmalari, biiylik 6lceklerde ve yiiksek saflikta elde edilebilmeleri gibi avantajlara

sahip olmalaridir (Aba dulla ve ark. 2000 ).

Bazi enzimlerin hayvan ve bitki dokularindan ekstrakte edilmeleriyle birlikte
enzimlerin ¢ogu fermentdr denilen biiyiik reaktdrlerde mikroorganizmalardan Uretilirler.
Mikroorganizmalar endiistriyel proseslerde kullanim i¢in uygun canlilardir. Mikrobiyal
cesitliligin belirlenmesi ve korunmasi biyoendiistrinin gelisimine ¢ok 6nemli katkilarda
bulunmakla birlikte ¢cok yonlii yapilari ve yliksek biiyiime hizlart ile mikroorganizmalar
yeni endiistrilerin olusturulmasi i¢in yiiksek bir kullanim potansiyeli tagimaktadir.
Verimlilikleri, secicilikleri, 1limli sartlar altinda calisabilmeleri ve biyolojik olarak

parcalanabiliyor olmalar1 nedeniyle enzimler endiistride organik sentezler, klinik
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analizler, ilag iiretimi, deterjanlar ve gida tiretimi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadirlar.
Ozellikle tekstil endiistrisinde beyaz ciiriik¢iil funguslar tarafindan salgilanan seliilaz
enzimi mikrofibril uzaklastirmada, lakkaz enzimi ise renk agartmada kullanilmaktadir.
Beyaz ciiriik¢iil funguslar, hiicre dis1 ligninolitik enzim sistemleri ile ¢evre kirliligine
neden olan bir¢ok yikimi gii¢ (recalcitrant) organik bilesikleri (xenobiyotikler, lignin,

boyarmaddeler vb.) indirgeyebilmektedir (Beilen ve Li 2002).

Lakkaz (benzenediol: oksijen oksidorediktaz; EC 1.10.3.-) enzimleri, hem
fenolik hem de fenolik olmayan ligninle iliskili bilesikleri okside edebildigi gibi
biyolojik yikima direncli olan cevre kirleticilerinide oksitleyebilmektedirler. Buna ek
olarak elektron alicis1 olarak NAD(P)" gibi pahali ko-faktorler yerine molekiiler oksijeni
kullanmalar1 ve zararli olan hidrojen perokside gereksinim duymamalar: gibi nedenlerle,
lakkaz enzimleri son zamanlarda olduk¢a ilgi c¢ekici bir arastirma alani
olusturmaktadirlar. Lakkaz enzimlerinin sahip oldugu bu oksidasyon yetenegi bazi

endiistriyel ve biyoteknolojik siire¢lerde kullanilabilirligini artirmaktadir.
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1. Odunun Yapisi

Agac¢ (odun), yapisinda seliiloz, hemiseliloz ve hidroksifenil-propan alt
birimlerinden olugsan kompleks bir polimer olan ligninden olusan uzun ve ince fiberlerin

y1gilmasi olarak tanimlanabilir.

Odun, sert ig seklinde hiicrelerden olusur. Hiicre duvari birincil ve ikincil hiicre
duvar1 tabakalarindan farkli olarak mikrofibrillerden olusur. Birincil duvarda
mikrofibriller matrikste bulunmaktadir. Matris, hiicre ylizeyinde ksiloglukan ve pektin
maddelerini igerir. Ikincil duvarda ii¢ tabaka gdzlenir; S1, S2, S3 tabakalari. Bu
tabakalarda bulunan mikrofibrillerin, hiicre eksenine gore farkli paralel diizenlemeleri

vardir (Sekil 2.1).

= Fiper Direction =

Lignln-Hsmmullulm
Matrix

Sekil 2.1. Odunun hiicre duvari yapisi, ince yapist ve organizasyonunu gosteren genel bir sema

Yaklasik olarak odun agirliginin %45’°ini olusturan seliiloz, odunun temel yapisi
olan hiicre duvarim1 kararli yapar. Bu p(1—4) glikozit bagla bagh sellobiyoz
birimlerinin lineer bir polimeridir. Seluloz molekullerini, van der Waals kuvvetleri ve
hidrojen baglar1 bir arada tutar. Bu etkilesim sonucu dogal seliilozik yapida; seliiloz
zinciri mikrofibrilleri olarak bilinen demetler halinde siralanip her mikrofibril yaklagik

40 ayr1 seliiloz zinciri igerir (Kirk ve Cullen 1998).
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Hemiseliilozlar odun agirliginin % 25 ile % 30’unu olusturur. Hemiselilozlar da
B(1—4) monosakkarit lineer polimerleridir. Selilozun aksine, hemiseliiloz molekulleri
daha az dayanikli bicimsiz ve rastgele yapilardan olusur ve iskelet yapidaki seker
kalintilarina gore simiflandirilir (Kirk ve Cullen 1998). Hemiseluloz; lignine proteinlere
ve diger polisakkaritlere kimyasal olarak capraz bir sekilde baglanir (Palonen 2004).

Ligninin yapisini seliiloz ve hemiseliilozun etkiledigi 6ne siiriilmiistiir.

2.1.1. Ligninin Yapisi ve Ozellikleri

Lignin, bitkilerde fiberleri, damarlar1 ve hiicreleri birbirine baglayan organik bir
maddedir. Seliilozdan sonra dogada en ¢ok bulunan ve yenilenebilen bir karbon
kaynagidir ve odunun kuru agirliginin yaklasik yiizde 20-30’unu olusturur. Odunun
mekanik 6zelliklerini amorf bir polimer olan lignin belirlemektedir. Hiicre ceperinde
lignin daima hemiseliilozla beraber bulunmaktadir (Sekil 2.2). Bu hem fiziksel hem de
kovalent baglardan kaynaklanir. Bir¢ok lignin esterlesmis durumda aromatik karboksilli
asitleri icermekte ve ligninlerin kimyasal bilesimi degisim gosterebilmektedir. Genel
olarak, fenil propen temel birimlerinin dalli polimerleri olarak tanimlanabilirler

(Calgeris 2010).

Kiikiirtlii ve kiikiirtsiiz olmak tizere iki temel lignin yapist vardir. Bugiine kadar
ticari olarak kullanilan ligninler, kiikiirt i¢eren ligninlerdir. Bunlar lignosiilfonatlar ve
kraft ligninidir. Kiikiirt icermeyen ligninlerin heniiz ticari degeri yoktur. Lignin ve
lignin kaynakli iirlinler, topraklarin olusumunda ve hayvan besiciliginde 6nemli rol
oynar. Lignin igerdigi hidrofilik ve hidrofobik gruplarindan 6tiirii gida ve kozmetik
sektoriinde  jellesmede veya emiilgator ve  dispergatorlerin  6zelliklerinin
iyilestirilmesinde kullanilir. Uygun maliyetinden otiirii dogal ve yenilenebilir
hammadde olarak, gunimuzde petrokimyasal maddelerin yerine kullanilabilir.
Ligninlerin antioksidan, antibakteryal ve antiviral Ozelliklere de sahip oldugu

belirtilmistir (http://www.ili-lignin.com/aboutlignin.php).
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Sekil 2.2. Lignin fiberlerinin mikroskop altinda goriiniimii

(Calgeris 2010)

OH
OH
OH

OCHs,

g T

H.CO

O
I

H.CO

sinapil alkol

p-Kumaril alkol Koniferil alkol

Sekil 2.3. Lignin yapisinin 6nciil molekiilleri (Calgeris 2010)
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CHyO

Sekil 2.4. Ligninin genel yapisi (Palonen 2004)

Lignin, substitie fenil propan birimlerinin birbirleriyle C-C ve C-O-C
baglanmalariyla olusan, hidrofobik karakteri yiiksek, c¢apraz baglanmalar igeren
kompleks aromatik bir polimerdir. Bu ¢apraz baglanmalar, p-kumaril, konoferil ve
sinapil alkoller gibi aromatik bilesiklerle olusmustur (Sekil 2.3 ve Sekil 2.4) (Kirk ve
Cullen 1998, Palonen 2004).

2.2. Canlilarin Siiflandirilmalar:

Biyologlar eskiden canlilari, bitkiler ve hayvanlar olmak iizere iki alemde
toplamislar. Mikroorganizmalar; kiigiik, basit yapili ve tek hiicreli canlilar olup, basit
bitkilerden ve basit hayvanlardan daha ilkeldir. Anthony van Leeuwenhoek, 1674
yilinda kesfettigi mikroskobunda bakterileri izleyerek kiigiikk hayvanciklar diye tarif
etmis, ancak 19. ylizyilda bu mini canlilarin bitki ve hayvan 6zelliklerinin ikisini birden
tasidiklar anlasilmistir. Gozle goriilemeyen ancak mikroskoplarla goriilebilen canlilara
mikroorganizma (minicanli) denir. Mikrobiyoloji; Micros (kiicuk), bios (hayat), logos
(bilim) kelimelerinden tiiretilmis olup bakteri, parazit ve fungus gibi dogada bulunan
minicanlilar ile ugrasan bilim dalidir. Haeckel 1866 yilinda, bakterileri bitki ve hayvan
aleminden ayirt ederek Protista adin1 verdigi tiglincii bir aleme koymustur. Protistalarin

cogu tek hiicrelidir ve farklilagsma goriilmeyip ¢ok hiicreli olanlarda ¢ok az farklilasma
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olabilir. Protistalar, ylksek ve basit protistalar olmak tizere iki sinifta incelenir. Yiksek
protistalar Okaryot, basit protistalar prokaryot hiicre 6zelliklerine sahiptir. Funguslar
yuksek protista sinifinda yer alirlar (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6). Yiiksek protistalar hiicre
yapilari, bitki ve hayvan hiicrelerine benzer Okaryotik tiptedir. Hiicrede cekirdek ve
cekirdek zari, sitoplazma, endoplazmik retikulum, mitokondriler, ribozomlar ve hareket
organelleri bulunup mitozla ¢ogalirlar. Kromozom sayis1 3 veya daha fazladir. Hiicre
duvarinda mukopeptid yap1 bulunmaz. Funguslarin disinda digerlerinin hiicre duvari
sert degildir. Yiiksek protista aleminde ayrica algler, protozoa, ve Kifler (molds) yer
almaktadir (Ozbal 2011).

= Butlaler
e —  Yiiksek algler .
(kirmizi-kahverenkl)
Fotosentez vapan Yiiksek
dkaryot S pfotista
== Funguslar (Skaryot)
.  Protozoa i
= Sivasici kufler s Prot020a] |
Aerop dkaryot
Fotosentez
vapan = Mavi-yesil algler
prokaryot : Basit
I _‘ﬁwkﬂf}’ﬁg Aerop bakten protista
=  Anaerop bakteri (prokarvot)
Anaerop
prokaryot Zaman

Sekil 2.5. Canlilarm gelisimlerini gdsteren sema ( Ozbal 2011)
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absorb, ingest, or |

photosynthesize |
saxual and
asaxual (,-"

prokaryotc
unicellular )
absorb or pholosynihesize |
miatile or nonmotile f
asexual S

Sekil 2.6. Karsilagtirmali rRNA gen dizilimiyle tanimlanmis filogenetik yasam agaci
(Bes krallik, http://crperiodS.edublogs.org )

2.3. Funguslarin Genel Ozellikleri ve Temel Gruplari

Funguslarin  fotosentetik pigmentleri yoktur. Fotosentetik pigmentlerinin
olmayis1, funguslari karbon kaynagi olarak organik maddeleri kullanmaya zorunlu
kilmistir (Demir ve ark. 2004). Funguslar dogada olduk¢a yaygin olarak bulunurlar.
Yaklasik 400,000 gesitten olusan, oldukca gelismis hiicresel yapiya sahip Okaryotik
canlilardir (Murray 1990). Okaryotik hiicreler de tim hiicreler gibi bir plazma memb -
ranla gevrili olmalarinin yaninda ekstra bir membranla cevrili farkli hiicresel gorevler
icin Ozellesmis organellere sahiptir. Funguslarin hiicre duvarlarinda kitin ve seliiloz
karakterinde maddelerin bulunmasindan dolay1 devamli degisen ¢evre kosullarina uyum
saglamada oldukg¢a direncgli olurlar. Funguslar genellikle diisiik pH degerlerinde bile
kolayca iireyebilir ve bdyle ortamlara adapte olabilirler. Funguslarin tireme 1s1 limitleri
oldukca genistir ve tiirler arasinda farkliliklar gosterir. Bu sinirlar 0-60 °C arasinda

degismektedir (Arda 2000).
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Flamentli funguslar renkleri, sertlik dereceleri (yumusaklik) ve cliriitme
(clirlime) cesitlerine gore beyaz, kahverengi ve yumusak olarak ii¢ smnifa ayrilirlar.
Yumusak ciiriikgiil funguslar Askomiset ve fungi imperfecti (deutromiset) gruplarini
icerir ve seliilozu ayristirirken lignini kismi olarak parcalayabilir. Kahverengi ¢iiriikgl
funguslar basidiomisetlerin bir kismin1 igerir ve hemiseliiloz ile seliilozun ayristiritlmasi
icin tercih edilir. Lignini metil giderimi yaparak parcalar ve bunun sonucunda da Urln
olarak amorf, kahverenkli ve kolayca ufalanan artiklar olusur. Lignini kinonlara yikar
ve dolayisiyla kahverenk olusur. Uciincii olarak beyaz cirikecil funguslarda bazi
basidiomyceteleri igerir. Lignin, beyaz ¢iiriik¢lil funguslar tarafindan oldukca etkili ve
hizli bir sekilde parcalanir. Diger bir¢cok fungus ve bakterinin yaninda beyaz ciiriik¢iil
funguslar lignini karbondioksit ve suya tamamen parcalayabilmektedir (Scklarz ve ark.
1989).

Funguslar pek ¢ok farkli morfolojik sekle sahip olan ¢ok genis ve heterojen bir
grup olustururlar. Tek hiicreli maya seklinden miselyum olusturan tiplere kadar
degisirler (Sekil 2.7). Funguslarin varliginin taninmasi ¢ok eski zamanlara dayanir.
Pling (M.S. 23-79) depolarda saklanan tahillarda funguslarin iiredigini bildirmistir.
Marcello Malpighi 1676 yilinda Rhizopus, Mucor ve Penicilin gibi baz1 funguslar

tizerinde arastirmalar yapmustir (Akan 1993).
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Sekil 2.7. Funguslarin filogenisi. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslar basidiomycota grubu
uyesidirler (http://bionerds.freeservers.com/catalog.html).

2.3.1. Morfolojileri

Funguslar maya ve kiif olmak iizere iki sekilde tirerler. Kiif seklinde tireme ¢ok
hiicreli filemant6z kolonilerin olusumunu gosterir. Bu koloniler, ¢ap1 2-10 um arasinda
degisen dallanmis silindirik yapilardan olusmustur. Bunlara hifa ad1 verilir (Sekil 2.8).
Kiif formunda aktif iireme esnasinda hifalar i¢ ice girerek sa¢ seklinde kitleler
olustururlar. Bunlara mycelium adi verilir. Pek ¢ok fungusta hifalar sayisiz transvers
bolmeler veya septalarla bolimlere ayrilmistir. Boliimler genellikle tek ¢ekirdekli olup
boyle hifalara septali hifa adi verilir. Septali hifalarda hiicreler birbirinden tam olarak
ayrilmamiglardir. Septalarda bulunan delik veya delikler araciligiyla birbirleri ile iliski
halindedirler. Baz1 hifalar septalarla boliinmemistir. Bu hifalar ince, uzun bir tiip veya
iplik seklinde olup cekirdekler daginik vaziyette bulunurlar. Boyle hifalara septasiz hifa
denir. Funguslarin diger bir formu genellikle yuvarlak veya oval sekilde ve 3-15 um

capinda maya olarak isimlendirilen tek hiicrelerdir. Mayalar genellikle tomurcuklanma
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ile ¢ogalirlar. Baz1 ¢evre sartlarinin etkisi altinda maya hiicreleri pseudomycelium
olusturmak i¢in uzarsa da normal sartlar altinda mayalar tek hicreli mikroorga-
nizmalardir (Akan 1993).

Sekil 2.8. Beyaz curikgl fungus olan Ceriporiopsis subvermispora
Hifalarmin SEM goriintiisii
(http://www.jgi.doe.gov/sequencing/why/csubvermispora.html )

2.3.2. Funguslarin Evrimi

Funguslar bitkilerden ¢ok hayvanlara daha yakindirlar. Funguslarin evrimsel
orijini; funguslar, hayvanlar ve bitkiler arasindaki filogenetik baglantilar1 saptamada
O6nemlidir. Funguslarla hayvanlar arasindaki baglantilar1 destekleyen anahtar kanitlari,
protein sekans analizleri, biyosentetik yollar, sitokrom sistemleri, mitokondriyal genetik
materyal, biyokimyasal ve yapisal hiicresel Ozellikler (hiicre duvarlarinin yapisi ve
sitoplazmik organeller), glikoproteinler, beslenme sekli ve besleyici materyallerin
depolanmasi, ayrica hif duvarlarinin kimyasal yapisi ve ribozomal RNA ile ilgili elde
edilen sonuglar olusturur. Funguslar hem coklu doymamis yag asitlerinin senteziyle
hem de sitokrom sistemleriyle hayvanlara benzemektedir. Funguslar, bitkilerde olmayan
b ve c tip sitokramlara sahiptirler. Funguslar ortak morfolojik ve yapisal hiicresel
Ozellikleri hayvanlarla paylagirlar. Funguslar depoladiklar1 besin materyalleri

bakimindan da hayvanlara benzerler ve birgcok Okaryotik organizmaya benzer olarak,
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karbon rezervi olarak lipitleri biriktirebilirler. Diger ortak depo maddesi ise, bakteri,
protozoa ve yiiksek hayvanlarda oldugu gibi glikojendir. Bitkilerde ise karbon rezervi
olarak nisasta kullanilir. Hiicre duvari seliilozdan olusan funguslarin duvarlarinda,

hayvanlardakine benzer olarak kolesterol tlrevleri vardir (Cavalier-Smith 1986).

Fungal evrim hakkindaki g¢alismalar; karsilastirmali morfoloji, hiicre duvari
icerigi, sitolojik testler, ince yapi, hiicresel metabolizma, fosil kayitlar ve Ozellikle

rRNA {izerinde temellenmistir (Guarro ve ark. 1999).

2.4. Beyaz Curukcul Funguslar

Basidiomiset ve askomisetler, odunda beyaz ¢iiriik¢iilliigiin baslica nedenidir.
Beyaz ciirtikgiilliige sebep olan turler kahverengi curikculliige neden olanlardan ¢ok
daha fazladir. Bu tiirler genelde basidiomisetler iginde yer almaktadir. Beyaz ¢urukgul
funguslar hem lignini hem de seliillozu parcalamaktadir. Bu funguslar, kahverengi
cirikciillerin biraktig1 toz gibi kahverengi lekelerden tamamen farkli olarak beyaz ve
daha c¢ok lifli kalintilar birakir (Michael ve ark. 2001). Hiicre ¢eperini olusturan seliiloz
ve hemiseliilloz gibi polisakkaritler ligninle birlikte parcalanirlar ve odun ligninin
uzaklagtirllmasindan dolay1 ¢ok daha agik bir renk alir (Hasenekoglu ve Yesilyurt
2001). Fakat bazilar1 6nce lignini uzaklastirir sonra seliiloza atak yapar bu da secici

delignifikasyon olarak tanimlanir (Michael ve ark. 2001).

Basidiomiset sinifina ait olan beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin sentezledikleri lakkaz,
Mn-peroksidaz, lignin peroksidaz ve NADH peroksidaz (NADH oksidaz) ekstraselliiler
enzimleri biyoteknolojik ¢aligmalarda yogun olarak kullanilmaktadir. Boyar madde
giderimi bagta olmak iizere pek cok biyoteknolojik caligmalarda kullanilan bu
funguslara  Trametes (Cariolus) versicolor, Funalia trogii, Phanerochate
chrysosporium, Pleurotus ostreatus (Sekil 2.9), Pleurotus sajor-caju ve Pleurotus
eryngii’yi 0rnek olarak verebiliriz ( Aretxago ve ark. 2001, Chagas ve Durrant 2001,
Wesenberg ve ark. 2002).

Beyaz curlkcul funguslar karbon doéngusinin dizenlenmesinde anahtar rol
oynamaktadirlar (Hatakka 1994). Lignini parcalayan funguslar ekstraseluler enzimlerini
kullanarak lignini depolimerize edebilme yeteneklerine gore karakterize edilir.
Ekstraseluler enzimler olan lignin peroksidaz, mangan peroksidaz, H,O, Ureten

enzimlerdirler.
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Sekil 2.9. Pleurotus ostreatus’un dogadan bir goriintiisii
(http://lwww.mykoweb.com/CAF/species/Pleurotus_ ostreatus.html)

Lakkazlar ise H,O; olusturmadan ya da H,O,’ye gereksinim duymadan ligninin
parcalanmasini saglar. Beyaz ciiriik¢iil funguslarla yapilan ¢esitli ¢alismalar peroksidaz
ve lakkaz enzimlerinin tlrden tire farklilik gostermesine ragmen tiim ligninolitik
funguslar tarafindan salgilandigin1 gostermistir (Waldner ve ark. 1988, De Jong ve ark.
1992, Palaez ve ark. 1995). Ligninolitik funguslar agaglarin koklerinde beyazliga sebep
olarak dogada yikimi gii¢ olan birgok bilesigi substrat 6zgiinliigli genis olan enzimlerle
pargalayabilmektedirler. Bu yikimi gili¢ (recalcitrant) bilesiklerden bocek zehirleri
(pestisit), polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), poliklorlubifeniller (PCB),
organoklorlar, sentetik boyalar, cephane atiklari, sentetik polimerler gibi bircogu biiyiik
cevre Kirliliklerine sebep olurlar (Pointing 2001). Beyaz curuke¢tl funguslar lignin,
aromatik bilesikler ve tekstil boyalar1 gibi mikrobiyal ataklara kars1 dayanikli bilesikleri
salgiladiklar1 spefisifik olmayan ekstraseluler enzimlerle oksitleyebilirler (Cripps ve
ark. 1990). Bu fungus kultirleri lignini modifiye eden enzimleri yani lignin peroksidaz
(LiP), mangan peroksidaz (MnP), mangan bagimsiz peroksidaz (MnlIP) ve sellobiyoz
dehidrogenaz (CDH) azot, karbon veya kiikiirtiin sinirli oldugu ortamlarda sekonder
metabolitler olarak salgilarlar (Kirk ve Farrell 1987). Birgok lakkaz, fungusun agag
tizerindeki biiylimesi sirasinda konstitutif (indiikleyici bir maddeye ihtiya¢ duymadan

enzim salgilayan) olarak dusiik konsantrasyondaki tiretimi ksilidin ve ferulik asit gibi
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aromatik bilesiklerin ilave edilmesiyle yiiksek oranlarda indiiklenir. (Call ve Mucke
1997).

2.5. Beyaz Cliiriik¢iil Funguslarin Salgiladig1 Lignolitik Enzimler

Agacta beyaz ¢lirlimeye neden olan, basidiomiset funguslar1 dogadaki en verimli
lignin pargalayict ve muhtemelen dogadaki lignin iceren dokularin karbon dongiilerini
saglayan birincil ajanlardir (Kirk ve Farrel 1987, Eriksson ve ark. 1990). Bu funguslar
taksonomik olarak heterojen yiksek funguslara dahil bir gruptur, ama en buyik
ozellikleri, bir takim ekstraseliiler ligninolitik enzimler kullanarak lignini depolimerize
edebilme yetenegi olan tek fungus tiirii olmalaridir (Akhtar ve ark. 1992, Lamar ve ark.
1992).

Ekstraseluler veya intraselliler olarak salgilanan bu biyokatalizorlerin fiziksel
fonksiyonlart mikroorganizmadan mikroorganizmaya farklilik gdstermesine ragmen
sonucta hepsi polimerizasyon veya depolimerizasyon proseslerini katalizler (Mayer ve
Staples 2002). Lignin molekilleri hiicre icine tasinabilmesi igin oldukga biiyiiktiir.
Lignin, bitki hiicre duvarinin yapisal bilesenidirler. Heterojen yapiya sahip lignin
biyolojik olarak pargalanmasi ekstraseliiler enzimlerle olasidir (Kirk ve Cullen 1998).
Lignin degredasyonundan sorumlu iki tip ekstraseliler enzim vardir. Bunlar

peroksidazlar ve fenoloksidazlardir.

Beyaz ciiriik¢iil funguslar lignolitik seciciliklerine gore farkliliklar gosterir.
Ornegin; P. chrysosporium salgiladig1 enzimlerle hem lignini hem de seliilozu parcalar -
ken, C. subvermispora ise lignini hizli bir sekilde pargalar ancak seliiloz lizerinde ayni
derecede etkin degildir. P. ostreatus, lignini degrade eden mikroorganizmalarin alt
siifina aittir, lakkaz mangan peroksidaz ve veratril alkol oksidaz iiretirken lignin
peroksidaz Uretmez (Palmieri ve ark. 1997). Pycnoporus cinnabarinus ligninolitik
enzim olarak sadece lakkaz tretir (Eggert ve ark. 1996).
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2.5.1. Peroksidazlar

Peroksidazlar Hem (Heme) grubu iceren enzimlerdir. Hem peroksidazlar
Phanerochaete crysosporium gibi lignini parcalayan basidiomisetler tarafindan iiretilir
(Munirathinam ve ark. 1994). Substrat spektrasina dayali olarak ikiye ayrilir. Birinci tiir
mangan peroksidaz (MnP)’dir ve Mn?* onun i¢in en iyi indirgen substrattir. Lignin
peroksidaz (LiP) ise nonfenolik ve fenolik aromatik bilesikleri oksitler. Lignin ve
benzeri bilesikleri oksitleyebilmeleri i¢in hidrojen peroksite (H,O;) ihtiya¢c duyarlar
(Mester ve ark. 1996).

2.5.1.1. Mangan Peroksidaz

MnP hemen hemen tiim beyaz ve kahverengi cliriik¢iil funguslarin en yaygin
tirettigi ligninolitik peroksidazdir (Hatakka 1994, Willman ve Fakoussa 1997). P. Chr -
ysosporium'dan elde edilen manganaz peroksidaz ilk olarak yaklagik 25 yil Gnce

tanimlanmistir (Kuwahara ve ark. 1984 ).

MnP’in belirgin 6zelligi, yapidaki aktif bolimde iki adet kalsiyum iyonunun
bulunmasidir. Aktif bolgesi Asp reziidiisiine Hidrojen bagi ile bagl bir His ligandi ve
cep iceren katalitik Arg ve His bagl peroksit distal tarafi igerir (Banci, 1997). MnP bes
adet disiilflir bagina sahiptir. Besinci disiilfiir bagit MnP'a 6zgiidiir. Bu bagin bir bileseni
C-terminal ugtur ve kismen proteinin ana gévdesinden C-terminal ucu uzak tutmak icin
uygulanan Kkuvetten sorumludur. MnP, Mn?"yi Mn®*"e yiikseltgeme Kkabiliyeti
konusunda essizdir. MnP’in substrat baglanan bdlgenin kristal yapisi, sadece bir Mn
baglanma bolgesi oldugunu gosterir (Sekil 2.10). Mn** baglanma bélgesi, bir Hem
propiyonik asit, ¢ asidik ligand ve iki su molekilu icerir. Mangan peroksidaz iki
domainden olusur ve Hem grubu bu iki domain arasinda sikisip kalmistir. Domainlerin

her biri 10 biiyiik ve 1 adet kiigiik heliks yap1 igerir (Welinder ve Gajhede 1993).
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Sekil 2.10. Mangan peroksidazin kristal yapisi (Dizge 2007)

2.5.1.2 Lignin Peroksidaz

LiP beyaz curuke¢il fungus P. crysosporium’un ligninolitik kdlttriinden izole
edilmis hem grubu iceren bir glikoprotein (Sekil 2.11) ve oksidatif lignin
depolimerizasyonunu elektron transferiyle gerceklestirebilen hidrojen peroksit bagimli
oldukga 6nemli bir enzimdir. LiP ayrica fenol icermeyen, elektron yoniinden zengin
aromatik lignin benzeri bilesiklerin oksidasyonunu katalizleyebilmektedir (Kertsen ve
ark. 1985, Schoemaker ve Leisola 1990).

Lignin peroksidaz tarafindan kullanilan indirgen substrat tiirleri mangan
peroksidazin substratindan biraz farklilik gosterir. Lignin peroksidaz i¢in bir bilesigin
substrat olup olmadigini belirlemede iki faktor etkilidir; birincisi molekiiliin biiytikligi
ikincisi de redoks potansiyelidir. Lignin peroksidazin diger peroksidazlardan daha
yuksek redoks potansiyeline sahip olmasi bu enzimi poliaromatik hidrokarbonlar (PAH)
icin 1yi bir yiikseltgen yapar. Lignin peroksidaz da indirgen substratin baglanma bolgesi
tam olarak dogrulanamamis olmasi lignin gibi biiyiik molekiillerle lignin peroksidazin

Kinetik parametrelerini belirlemenin oldukg¢a zor olmasina sebep olur (Ferapontova ve
ark. 2006).
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Sekil 2.11. Lignin peroksidazin kristal yapis1
(Renganathan ve Gold 1994)

2.5.2. Fenoloksidazlar

Mavi bakir enzimler olarakta bilinen fenoloksidazlar 6nemli kofakttrlerden
dolay1 primer amino asit zincirleri ve biyolojik fonksiyonlarinda farklilik géstermesine
ragmen {li¢ boyutlu yapilar1 ve ii¢ degisik tipteki bakir (Cu) baglanma bodlgeleri oldukca
benzerdir (Call ve Mucke 1997, Messerschmidt 1997). Substrat olarak molekuler
oksijen (O,) kullandig1 bilinen 200’ den fazla oksijenaz ve oksidaz vardir. Ancak

bunlardan sadece 6 tanesi oksijeni su molekiliine indirger.

» Mavi oksidaz (lakkaz) (EC 1.10.-.-)
* Sitokrom-C oksidaz (EC 1.9.-.-)

* L-askorbat oksidaz (EC 1. 10.-.-)

* Seruloplazmin (EC 1. 16.-.-)

* Bilirubin oksidaz (EC 1. 3.-.-)

* Fenoksozinon sintaz (EC 1. -. -. -)
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2.5.2.1. Lakkaz

Lakkaz (EC 1.10.3.-, p-difenol: dioksijen oksidorediiktaz), oksidazlarin bakir
ailesindendir ve AH, + 1/20, — A + H,O denklemine gore hidrojen peroksit
olusturmadan, molekiiler oksijenin suya indirgenmesini katalizleyen enzimlerdir,
Simdiye kadar yiizden fazla lakkaz izole edilerek degisik kapsamlarda incelenmislerdir.
Bu enzimlerin ilk Gyesi 19. yilzyilin sonlarina dogru Yoshida tarafindan Japon lake
agaci (Rhus vernicifera)’nin regine kanallarinin bir bileseni olarak tanimlanmistir. Bu
enzim izolasyonu ve saflagtirlmasindan yaklagik 10 yil sonra ‘lakkaz’ olarak
adlandirilmigtir. Sonrasinda 1896 yilinda Bertrand ve Labord, lakkazin funguslar
tarafindan da salgilanan bir enzim oldugunu bulmustur (Call ve Mucke 1997). Lakkazin
ayrica agac, lahana, salgam, sekerpancari, elma, seftali, kuskonmaz gibi bir¢ok sebzede

de bulundugu belirtilmektedir (Thurston 1994).

Lakkazlar molekul agirliklar1 50.000 ila 130.000 arasinda degisen
glikoproteinlerdendirler. Dogada her yerde yiiksek bitkilerde ve arastirilan biitiin
funguslarda, bakteri ve bdceklerde bulunan lakkazlar, bitkilerde hiicre duvar1 formas-
yonu i¢inde baglanmiglardir (Riva 2006). Bitki kaynakli lakkazlarin karbonhidrat
oranlart %45’in tlizerinde iken fungal lakkazlar daha diisik oranlarda (%10 - 30)
karbonhidrat icerirler (Baldrian 2006). Karbonhidrat kisminin, molekiiliin ti¢linciil ya-
pisina kararhilik kazandirdigina ve onu proteolizden ve radikaller tarafindan

inaktivasyondan korudugu diisiiniilmektedir (Yoshitake ve ark. 1993, Ko ve ark. 2001).

Lakkaz enzimleri bitkilerde yaygin olarak bulunmasina ragmen, bitkisel
lakkazlarin karakterizasyonu ve kullanimi mikrobiyal kokenli lakkaz enzimlerine gore
cok da yaygin degildir. Bunun nedenlerinden biri, ham bitkisel dziitlerin oldukca genis
bir substrat 0zgiilliigii gosteren ¢ok sayida oksidatif enzimleri icermesi nedeniyle
bitkisel lakkazlarin belirlenmesinin ve saflagtirilmasinin zor olmasidir (Ranocha 1999).
Simdiye kadar karakterizasyonu yapilmis olan lakkaz enzimlerinin biiyiik bir
cogunlugunun kaynagini ise genellikle iyi bir lignin pargalayicisi olan beyaz-¢urukgl

funguslar olusturmaktadirlar (Chefetz ve ark. 1998).

Genis bir substrat araligina sahip olan fungal lakkazlarin, fenolik bilesiklerin
polimerizasyonunu, depolimerizasyonunu, metilasyonunu ve/veya demetilasyonunu

katalizledikleri bilinmektedir (Leonowicz ve ark. 1979, Leonowicz ve ark. 1985).
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Ayrica fungal lakkazlar, bitki patojenitesinde (VanEtten ve ark. 1989), ligninin
parcalanmasinda, meyvelenme yapilarinin pigmentasyonunda, eseysel farklilagsmada,

hiicre lizizine direnglilikte ve detoksifikasyonda rol almaktadirlar (Thurston 1994).

2.5.2.2. Lakkazlarin Yapilan ve Katalitik Mekanizmalari

Biitiin lakkazlar yapilarinda, (biiyiiklikleri ve sekilleri yaklasik olarak benzer)
bakir igeren T1, T2 ve T3 bolgelerini bulundurur (Sekil 2.12 ve Sekil 2.13). Bakirin
bulundugu bdlgeler, bitkisel, plautosiyanin ve bakteriyel azurin gibi basit bakir ihtiva
eden proteinlere benzedigi gibi (Norris ve ark. 1983, Inoue ve ark. 1999) daha kompleks
¢cok sayida bakir igeren askorbat oksidaz (Messerschmidt ve ark. 1997) ve
seruloplazmin (Murphy ve ark. 1997) gibi proteinlerinki ile de benzerlik gosterir. Bu (¢
bolgede lakkazin katalitik etkinligi i¢in 6nemlidir. T2 ve T3 bolgeleri arasindaki yarik
substratin baglanma noktasini olusturur. Mononiikleer bakir merkezi, iki His (Histidin)
ve bir Cys (sistein) artigiyla trigonal olarak koordine olmus bir Cu atomundan (Tip 1,
T1) olusur. T1 ile Cys artiginin arasindaki koordinasyon bagi giiclii kovalent karakter
tasir ve bu yiizden 600 nm civarinda siddetli bir absorbsiyona sahiptir. Lakkazlara tipik
mavi rengini veren de bu ozelliktir (Solomon ve ark. 1996). Triniikleer bakir kiimesi bir
tane tip-2 (T2) bakir atomu ve bir ¢ift tip-3 (T3) bakir atomu igerir (Messerschimidt
1997). T2 bakir iki ve T3 bakir1 alt1 His artig1 ile koordine olmus durumdadir. T1 ve T2
bakirlar1 paramagnetiktirler ve elektron paramagnetik rezonans (EPR) spektroskopisi ile
tayin edilebilirler. T3 bakir ciftinde, bakirlar birbirlerine hidroksil kopriisii ile
baglandiklarindan EPR de sinyal vermezler, ancak 330 nm’ de Kkarakteristik bir
absorbansa sahiptirler (Sekil 2.14) (Solomon ve ark. 1996).
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Sekil 2.12. Bacillus subtilis cotA protein lakkazinin kurdela modeli.
Bakir atomlar1 kirmizi kiireler olarak gosterilmistir
(Enguita ve ark. 2003).

Sekil 2.13. T. versicolor’dan elde edilen lakkazin kristal yapist (Mavi kireler
katalitik reaksiyonda rol oynayan 4 bakir iyonunu gostermektedir. 3
domain de farkli renklerle gosterilmistir) (Aytar 2007).
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Sekil 2.14. T.versicolor lakkazinin aktif merkezlerinin yapisi ve gergeklestirdikleri
¢evrimin sematik gosterimi (Riva 2006).

Lakkazlar, difenolleri, lignini (Sekil 2.15) ve benzer bilesikleri yiikseltgerken

molekiiler oksijeni elektron alicis1 olarak kullandiklarindan enzim komisyonu (E.C)

siniflandirmasina gore oksidorediiktazlardandirlar. Bir ¢ok enzim genellikle dar bir

substrat 6zglinliigiine sahipken, lakkazlar; difenoller, polifenoller, sibstitlie fenoller,

diaminler, aromatik aminler, benzentiyoller ve iyot gibi bir ka¢ inorganik bilesige

substrat olarak etki ederler (Xu 1996). Lakkaz substrati yiikseltgerken onun bir elektron

kaybetmesine ve genellikle bir serbest radikale doniismesine yol agar (Kertsen ve ark.

1990, Thurston 1994). Kararsiz radikal, lakkaz tarafindan daha ileri oksidasyona

ugratilabilecegi gibi enzimatik olmayan reaksiyonlar da verebilir (Thurston 1994).
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Sekil 2.15. Beyaz ¢lrikgul funguslar tarafindan katalizlenen enzimatik lignin
biyodegredasyonu ve oksijen aktivasyonu (Gutiérrez ve Martinez 1996).

Substrat, lakkaz tarafindan yiikseltgendiginde T1 bakirina bir elektron verir.
Oksijenin indirgenmesi ise triniikleer bakir merkezinde gergeklesir (Bertrand 2002,
Piontek 2002). Bir katalitik ¢cevrimde dort elektronun His-Cys-His tripeptidi araciligiyla
T1l’den T2/T3 kimesine tasindigi tahmin ediliyor (Bertrand 2002, Piontek 2002).
Lakkazlarin reaksiyon mekanizmalar1 reaksiyon cevirimi esnasinda bakirlarin
yiikseltgenme basamaklar1 Elektron Paramagnetik Rezonans (EPR), Magnetik Sirkular
Dikroizm (MCD) ve X-isinlar1 spektroskopisi gibi spektroskopik yontemlerle izlenerek
aciklanmaya c¢alisilmaktadir. Ancak oksijenin trintikleer merkezde indirgen mesi
mekanizmasi, tam olarak agiklanamamustir (Cole ve ark. 1990, Shin ve ark. 1996, Lee
ve ark. 2002). Molekiiler oksijen, tamamen indirgenmis lakkazi muhtemelen peroksit

ara Urdin Gzerinden yukseltgerken hemoksi suya indirgenir (Shin ve ark. 1996, Soloman

ve ark. 1996, Lee ve ark. 2002) .
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Lee ve ark. gore (2002) peroksi ara trlnuniin yukseltgenmesi oksijen ile aktive
edilmis lakkaz ara iriiniiniin olusmasina yol agar. Bu ara triinde dort Cu atomu da
yiikseltgenmis formda Cu?* ve triniikleer merkezdeki {ic Cu atomu hidroksit veya okzo
kopriileri ile baglanmis durumdadirlar. Bu kopriiler ara iiriinii indirgenmeye ve hizli bir

sekilde yeni bir ¢evrime girmesini saglar.

Bir bilesigin lakkaz i¢in substrat olma uygunlugu iki faktére baglidir. Birincisi
substratin T1 bolgesine geometrik uyumudur. Geometrik uyumu fenol halkasina bagl
substitiienlerin yapis1 ve pozisyonuna baghdir (Xu 1996, Bertrand 2002). Ikincisi
substratin redoks potansiyelinin yeterince diisiik olmasina baglidir. Ciinkii lakkaz
katalizli reaksiyonlarin hizinin enzim ve substratin redoks potansiyelleri arasindaki
farka (AEO) bagli oldugu bilinmektedir (Xu 1996, Xu ve ark. 1996, Xu ve ark. 2000, Xu
ve ark. 2001). Substratin redoks potansiyelini onun kimyasal yapist belirler. Clnki
farkl1 substitlientlerin, elektron ¢ekme ve verme arzularina bagl olarak, substratin sahip
olacag1 redoks potansiyeli iizerinde farkli etkileri olacaktir (Xu 1996). Ornegin metoksi
substitliient elektron verici oldugu icin fenoksi halkasinda elektron yogunlugu
olugsmasina yol acar ve onu ylkseltgenmeye elverisli hale getirir (Xu 1996, Garzillo ve
ark. 1998).

Cu®/Cu™in sudaki redoks potansiyeli 0.15 V iken, lakkazlarn redoks
potansiyelleri 0.4-0.8 V arasinda degisir. Bunun degerini belirleyen en 6nemli kriteri T1
Cu’ nin ¢evresi olusturur (Xu ve ark. 1996, Palmer ve ark. 1999, Xu ve ark. 1999). T1
bakirinin aksiyal ligandinin redoks potansiyelinin olusmasinda 6zel bir 6nemi vardir.
Ciinkii diger coklu bakir (multicopper) oksidazlar aksiyal pozisyonda Met artigi
tasidiklarindan redoks potansiyelleri lakkazlardan ¢ok diisiiktiir (Palmer ve ark. 1999,
Xu ve ark. 1999). Mutant T. villosa lakkazinda Phe yerine Met olusturuldugunda redoks
potansiyelinin 0.1 V distiigii saptanmistir (Xu ve ark. 1999). Yiiksek redoks potansi-
yeline sahip lakkazlarda (0.8 V) bu pozisyonda Phe artigi bulunurken diisiik (0.4 V)
olanlarda Leu artig1 bulundugu gosterilmistir (Eggert ve ark. 1998). Ancak redoks
potansiyeli yiiksek lakkazlarda Phe yerine Leu, diisiik olanlarda Leu yerine Phe mutant
organizmalarda saglandiginda bu kosullarda salgilanan lakkazlarin  redoks
potansiyellerinde bir degisme olmadig1 yani E° yliksekse yiiksek, diisiikse diisiik kaldig1
gozlenmistir (Xu ve ark. 1999). Bu sonuclara dayanarak Piontek ve ark. (2002) redoks

potansiyelinin genis bir etkilesim agina, ornegin T1 bakirmin g¢evresindeki hidrojen
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baglarinin T1 bakir1 ile Nyjs arasindaki koordinasyon baginin boyunun belirlenmesinde
etkili olabilecegini iddia etmektedirler. Ciinkii hidrojen baglar1 His artigmmi Tl1
bakirindan uzaklastirarak gerer. Bunun sonucunda bakir atomunun iizerindeki elektron

yogunlugu diiser.

2.5.2.3. Lakkazlarin Biyokimyasal Ozellikleri ve inhibitorleri

Bir enzimin Kkatalitik etkinligi kantitatif olarak Michaelis-Menten sabiti Ky ve
katalitik yeterlilik sabiti key ile tanimlanir. Bu sabitler ¢ok sayida lakkaz igin
Ol¢iilmiistlir. Bu sabitler kaynaklarina bagl olarak degisiklik gosterir. Lakkazlarin Ky
degerleri indirgenen substrata ve enzimin kaynagina bagli olarak 2-500 pM araliginda
degisir. Diistik Ky degerleri siringaldazin ile dlgiilmiistiir (Xu ve ark. 1996). Katalitik
etkinlik sabitinde c¢ok biiylik farkliliklar gozlenmektedir. Ayni substrata kargi farkl
lakkazlarin key degerleri arasinda 3500 kata kadar farklilik 6l¢iilmiistiir. Ancak ayni
kaynakli lakkazlarin key degerleri substrat farkliligina bagli olarak en fazla 2-10 kat
farklilik gosterdigi goriilmiistiir. Ciinkii keyr degeri substratin enzime baglandiktan
sonraki elektron transfer hizi olarak tanimlanir (Xu ve ark. 2001). Bu él¢limler, sonuclar
tizerinde biiyiik etkisi olan degisik pH, iyonik siddet, sicaklik kosullart ve farkli protein

derigimlerinde yapilarak elde edilmistir.

Kinetik sabitlere ilave olarak lakkazlarin katalitik performanslar1 farkli pH ve
sicaklik kosullarinda aktiviteleri ve kararliliklar: ile tanimlanir. Lakkazlarin pH aktivite
profili bir ¢an egrisi verir ve fenolik substrat kullanildiginda optimal deger 4-6 arasinda
degisir ( Palmieri ve ark. 1993, Eggert ve ark. 1996, Chefetz ve ark. 1998, Garzillo ve
ark. 2001). Notral veya bazik pH’larda lakkaz aktivitesindeki diisiisiin nedeni OH"
iyonlarinin inhibisyonundan kaynaklanmaktadir (Xu 1997). Diger yandan pH
yiikselmesi fenolik substratlarin redoks potansiyonellerini diisiirlir, bu da substrati
lakkaz tarafindan oksidasyona direngli kilar (Xu 1997). pH can egrisi profili iki karsit
etkinin sonucudur. ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiyoazolin-6-sulfonik asit) gibi
fenolik olmayan substratlarin oksidasyonu proton degisimi icermez ve bu yuzden tek
duzelik gostererek optimal pH degerine 2-3 arasinda ulasir (Garzillo ve ark. 2001, Xu
1997, Hofman ve Eser 1997).

Lakkazlarin sicaklik kararliliklari kaynak organizmaya bagli olarak anlamh

olgtide degisiklik gosterir. Genellikle lakkazlar 30-50 °C kararlidirlar ve 60 °C Uzerinde
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aktivitelerini hizli bir sekilde kaybederler (Wood 1980, Xu ve ark. 1996, Chefet ve ark.
1998, Galhaup ve ark. 2002, Jung ve ark. 2002, Palonen ve ark. 2003). Termo
kararlihga sahip lakkazlarm ¢ogu bakterilerden izole edilmistir. Ornegin; Streptomyces
lavendulge (Suzuki ve ark. 2003) lakkazin yarilanma 6mrii 70 °C’de 100 dakika iken
Bacillus subtilis (Martins ve ark. 2002) lakkazinin 80 °C’de 112 dakikadir. Fungal
lakkazlarin yarilanma Omrii genellikle 70 °C’de bir saatin altinda ve 80 °C’de 10
dakikanin altindadir (Wood 1980, Nishizawa ve ark. 1995, Xu ve ark. 1996, Chefet ve
ark. 1998, Schneider ve ark. 1999, Galhaup ve ark. 2002, Jung ve ark. 2002, Palonen ve
ark. 2003).

Lakkazlar ¢esitli reaktifler ile ¢ok giiclii bir sekilde inhibe edilebilir. Azid,
siyanur, tiyosiyanid, florid ve tip2-tip3 bakira bagli hidroksit gibi kiigiik anyonlar; i¢
elektron transferinin bozulmast ve dolayisiyla aktivitenin inhibisyonuna neden
olmaktadir. Diger inhibitérler; Hg®* gibi metal iyonlari, yag asitleri, siilfidril reaktifleri,
hidroksiglisin, kolik asit, desferal ve katyonik kuarterner amonyum deterjanlar
seklindedir. Konformasyonel degisikliklere bakildiginda bunlarin, bakir atomlarinin
oksidasyon durumuna bagli oldugu goriilmektedir. Bu, selatlayict ajanlara karsi olan
duyarliligin bir sonucudur. Selatlayict ajanlarla (EDTA, dimetilglioksim, N,N’-dietil
ditiyokarbamat) bakirin segici olarak uzaklastirilmasi, katalitik aktivitenin kaybina
neden olmaktadir (Alcalde 2007).

2.5.2.4. Lakkaz Medyator Sistemleri

Bazen substratlar enzimin aktif merkezine giremeyecek kadar biiyiik olduklari
icin ya da yiiksek redoks potansiyellerine sahip olduklar1 i¢in lakkazlar tarafindan
yiikseltgenemezler. Bu sinirlamay1 ortadan kaldirmak ¢ogu kez ortama bir kimyasal
medyator ilave etmekle mimkindir. Kimyasal medyatorler, lakkazlar icin ara
substrattirlar ve bir redoks mekigi gibi davranarak bu enzimler tarafindan biiyiik ya da
yiiksek redoks potansiyeline sahip hedef substratla etkilesebilen radikal formlarina

yiikseltgenirler (Sekil 2.16 ve Sekil 2.17 ) (D’acunzo ve ark. 2002).
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Sekil 2.16. Lakkaz moderatdr (medyator) oksidasyon sisteminin katalitik reaksyion semasi
(D’acunzo ve ark. 2002).
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Sekil 2.17. Odundaki fenolik gruplarmn lakkaz ile oksidasyonu (Bar 2001)
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Bir kag istisna hari¢ fungal lakkazlarin redoks potansiyelleri 0.4 - 0.8 V arasinda
degisir (Kertsen ve ark. 1990, Kumar ve ark. 2003). Bu deger Cu®*/Cu* iyonlarinin
sudaki redoks potansiyeli (~ 0.15 V) ile kiyaslandiginda c¢ok yiiksek bir degerdir
(Sheldon ve Arends 2004). Lakkazin redoks potansiyelinin yiiksek olmasi, metal iyonu
ile protein iskeleti arasindaki koordinasyon, sistemin gergin bir geometriye sahip
olmasina yani, yiiksek bir redoks potansiyeline sahip olmasma yol acar. Ornegin
enzimin aktif merkezindeki T1 bu nedenledir ki ~ 0.6 V’luk redoks potansiyeline sahip
TEMPO’nun  N-OH grubu yukseltgenerek ilgili okzal amonyum katyonuna
transformasyonunu gerceklestirebilmektedir (Rychnovsky 1999). Lakkazlar iyonlagsma
potansiyelleri T1 bakir iyonunun redoks potansiyeline yakin bilesikleri direkt olarak
yukseltgeyebilirler (Xu 1997). 1990’da ABTS’nin diamonyum tuzunun lakkaz substrat
medyatori olarak ya da enzimin Kkatalitik etkinligini artiran bir unsur olarak
kullanilabilecegi anlasilinca lakkazlar tarafindan yiikseltgenebilen bilesiklerin sayisi

ciddi bir sekilde artmustir (Bourbonnais ve Paice 1990).

Ideal bir lakkaz medyatorii, iyi bir lakkaz substrat1 6zelligine sahip olmalidir; onun
yiikseltgenmis ya da indirgenmis formlar1 kararli olmali ve enzimatik reaksiyonu inhibe
etmemelidir ve redoks doniisiimii ¢evrimsel olmalidir (Johannes ve Majcherczyk 2000).
Medyator, enzimatik oksidasyonunda, ylksek redoks potansiyeline sahip kararli tirtinler
veren, diistik molekiil agirlikli lakkaz substrati olarak diisiiniilebilir. (Bourbonnais ve
ark. 1998). ideal bir redoks medyatériiniin yan iiriin olusturmadan ve kendisi bozunma-
dan ¢ok sayida katalitik cevrimin gerceklestirilmesine olanak saglamalidir. Bu
Ozellikleri tasiyan sinirl sayida bilesik vardir. Bunlardan bazilari; gegis elementlerinin
degisik kompleksleri (potasyum oktasiyanomolibdat ve oktasiyanotungustat) demir-
[I’nin o-fenantrolin ve 4,4’-dimetilbipiridin ile yaptigt kompleksler ile ABTS ve
TEMPO (1,1,6,6-tetrametil-1-piperidiniloksil) gibi. Bu bilesikler yeterli biiyiikliikte
redoks potansiyeline sahip olup, bozunmadan ¢ok sayida katalitik c¢evrimin
gerceklestirilme -sine katkida bulunabilirler (Bourbonnais ve ark 2000, Fabbrini ve
ark.2002). Metal kompleksleri organik medyatorlerle kiyaslandiklarinda daha pahalli
olduklart ve ¢evre kirliligi acisindan yeterli derecede giivenli olmadiklart igin tercih

edilmezler.

27



2. KAYNAK OZETLERI

Simdiye dek lakkaz redoks medyatorii olarak biitiin beklentileri karsilayan bir
bilesik bulunamamistir. Lakkaz redoks medyatérii olarak tanimlanan bilesikler,
enzimatik reaksiyon sirasinda diisiik kararliliga sahip ara iirlin olustururlar ve buna bagh
olarak da non-fenolik bilesiklerin katalitik oksidasyonu i¢in az sayida redoks ¢evriminin
gerceklestirilmesine olanak saglarlar. Bu yiizden bu bilesikler i¢in “medyatdr” olarak
degil lakkazin kinetik etkinligini “iyilestirici (enhancer)” teriminin kullanilmasi daha
dogru bulunmaktadir. Bu terim ger¢cek redoks medyatoriinden farkli olarak,
oksidasyonlar1 daha fazla donilisiime olanak veren aktif radikal olusumunu artiran bile-
sikleri kapsamaktadir. (Medyator, enzimatik oksidasyonla yliksek redoks potansiyeline
sahip riin olustururken kendisi korunabilen bilesikleri kapsar.) Son zamanlarda
lakkazin katalitik etkinligini iyilestiren (lakkaz iyilestirici, Li) bilesiklerle ve islem
esnasinda yer aldigina inanilan mekanizmalarin aydinlatilmasina yonelik arastirmalar
yapilmistir. Bu bilesiklerin ¢ogu gercek redoks medyatorii degildirler. Cunku bir veya
birka¢ ¢evrimden sonra kimyasal transformasyon sonucu elimine olmaktadirlar. LI
olarak kullanilan bilesikler genel olarak >N-OH veya >N-O yapisal gruplarini igerirler.
1-hidroksibenzotriazol (HBT), TEMPO, N-hidroksiftalimid (HPI), violurik asit (VA) ve
N-hidroksiasetanilit (HAA) bu bilesiklerden bazilaridir (Xu ve ark. 2001). Deneyler, T.
villosa lakkaz ile alkil arenlerin oksidasyonunda >N-OH tipi bu dort iyilestirici (HBT,
HPI, VA ve HAA) arasinda en etkililerinin HBT oldugunu gostermistir (Cantarella
2003). Degisik >N-OH bilesiginin katalitik oksidasyon yeterliligi lakkazin T1 Cu
potansiyeli ile >N-OH bilesiginin redoks potansiyeli arasindaki farka bagli olan log(kcat

| Ky) ifadesiyle tanimlanmaktadir.

Aynm fenolik olmayan substrat ve medyator/iyilestirici varliginda farkl
funguslardan elde edilen lakkazlarin katalitik etkinliklerinin farkli oldugu gosterilmistir
(Li ve ark. 1999). TEMPO’nun ABTS, HBT, VA, HPI ve dogal lakkaz medyatorii 3-
hidroksiantranilik asitten medyator/iyilestirici olarak daha etkili bir bilesik oldugu
gosterilmistir. TEMPO ¢ozeltide kismen kararli N-oksil radikali formunda bulunur. Bu
da lakkaz ortamda olmadan substratin yiikseltgenmek {izere yiiksek potansiyele sahip

olacak sekilde dncii modifikasyonunu saglar.
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Sekil 2.18. Lakkaz ve TEMPO’nun varliginda substratin yiikseltgenme
mekanizmas1 (Fabbrini ve ark. 2002)

Lakkaz, TEMPO’yu substratla etkilesecek form olan okso-amonyum
olusturacak sekilde ylikseltger. Proton ayrilmasi TEMPO’nun yiikseltgenmis ve
indirgenmis (N-OH) formlarin1 iiriin olarak verir. Indirgenmis TEMPO lakkaz
tarafindan yeniden oksa-amonyum verecek sekilde yiikseltgenir (Sekil 2.18).

Lakkaz iyilestirici olarak kullanilan diger organik bilesik siniflarindan nitrozo
bilesikleri ile fenotiyoazin tiirevleri sayilabilir (Sekil 2.19) (Bourbonnais ve ark.1997).
Bir fenotiyoazin tirevi olan fenotiyoazin-10-propiyonik asit tekstil endustrisinde indigo
deklorizasyonunda lakkaz medyatdrii olarak Novazymes firmasi (Danimarka) tarafindan
DeniLite® ticari formiilasyonunda kullamlmaktadir (Morozova ve ark. 2007). Ancak
firmanin Tirkiye distribitorliigii ile yapilan goriismelerde medyator olarak Metil-
Siringate kullanildig: ifade edildi.
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Sekil 2.19. Lakkaz medyatorii olarak kullanilan bazi bilesikler
(Bourbonnais ve ark.1997).

T. versicolor lakkazi i¢in fenoller ve aromatik aminler yiiksek potansiyele sahip
iyilestiricilerdendir. Fenol, anilin, p-hidroksibenzoat ve p-hidroksibenzil alkol bu enzim
icin ABTS ve HBT kadar yeterli medyatorik etkiye sahiptirler. Metiyonin, sistein ve
indirgenmis glutatiyon da T. versicolor lakkazi igin etkin iyilestiricilerdendirler
(Johannes ve Majcherczyk 2000).

Benzoik ve 3-hidroksiantranilik asitler gibi dogal bilesikler de medyator olarak
etkiyebilirler. Pycnoporus cinnabarinus beyaz clrikculinin bir metaboliti olan 3-
hidroksian tranilik asit, yine bu fungusun lakkazinin, fenolik olmayan lignin yapilarin
yiikseltgemesinde medyator olarak etki ettigi gosterilmistir (De Jong ve ark. 1994).
Genellikle indikator olarak bilinen fenol kirmizisi ve onun tiirevlerinin (diklorofenol red
gibi) Polyponus pinsitus lakkazi i¢in medyator etkisine sahip oldugu gosterilmistir. Bu
bilesiklerin fenolik olmayan 4-hidroksibenzil alkoliin yikseltgenmesinde medyator
olarak etkileri, dogal lakkaz medyatorii 3-hidroksiantranilik asitten on kat daha etkili

olduklar1 gosterilmistir (D'Acunzo ve Galli 2003).
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Kat1 besiyerinde dogal lignoseliilotik substratlar lizerinde salgilanan lakkazlarla
birlikte tanimlanmamis medyator bilesiklerin varhigi fark edilmistir (Leontievsky 1999).
Homojen, yogunlastirilmis ¢ozeltilerinin sari-kahverengimsi renginden dolayr bu
lakkazlar “SARI” olarak adlandirilir. Bu lakkazlar ilk olarak Pinus tigrinus’un kat1 faz
(bugday samani) inkiibasyonunda ¢oklu formda olduklar fark edildi. Ayn1 fungus sivi
besiyerine inkiibe edildiginde “MAVI” lakkaz salgiladig1 belirtilmektedir. Sar1 ve mavi
lakkazlarin ayn1 molekiil agirligina, ayni izoelektrik pH degerine, aktif merkezlerinde
dort Cu iyonuna ve fenolik substratlarin oksidasyonunda ayni kinetik degerlere sahip
olduklar1 belirtilmektedir. Aradaki fark sar1 lakkazin 600 nm’ de mavi lakkazin sahip
oldugu absoprsiyon degerine sahip olmamasidir. Bu lakkazlar herhangi bir redoks
iyilestirircisine ya da medyatore gereksinim duymadan fenolik olmayan model lignin
yapilarin1 (6rnegin veratril alkol veya dimerik bilesikleri) yikseltgeyebilmektedir.
Pleurotus ostreatus’un kati faz inokiilasyonuyla medyator olmaksizin antreseni,
antrakinona yiikseltgeyen “SARI LAKKAZ” salgiladig1 bilinmektedir (Pozdnyakova
2006). Bu veriler kat1 faz inkiibasyonuyla salgilanan lakkazlarin dogal medyatorleri
enzimatik olarak yiikseltgemesi sonucu olusan radikallerin, proteinin ii¢iinciil yapisinda
modifikasyona yol agacak sekilde yapilarinda bulunan amino asitlerle etkilesmis
olabilecegi fikrini dogurmustur. Ancak bu diisiinceyi dogrulayacak deneysel veriler hala

elde edilememistir.

Lakkaz medyatorii seciminde bir takim kriterlerin g6z Oniline alinmasi

onerilmektedir ;

1. Bilesik konjiige ¢ift baglar, hetero siklik atomlar, -OH ve —NH, gruplar gibi

fonksiyonel gruplardan birka¢ini ya da tlimiinii icermelidir.
2. Substarata bagli olarak yeterli redoks potansiyeline sahip olmasi gerekir.

3. Izole edildigi kaynaga bagl olarak lakkaz enziminin kinetik degerlerinde
makul iyilestirmelere yol agmali ve kinetik degerlerin deneysel Ol¢limiinde interfer

etkiye sahip olmamalidir.

Bu kriterler goz oniine alindiginda lakkaz medyatorii potansiyeline sahip yeni

bilesiklerin aragtirilmasinin gerektigi diistiniilmelidir.
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- ABTS Aracili Sistem

Organik bilesikler icerisinde redoks medyatdrii tanimina en iyi uyan bilesik
ABTS’dir. Lakkaz-ABTS medyator sisteminin yiikseltgeme islemini iki asamada
gerceklestirdigi gosterilmistir (Bourbonnais ve ark. 1998, Fabbrini ve ark. 2002).
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Sekil 2.20. ABTS’de elektron akisi (Fabbrini ve ark. 2002)

[k asamada ABTS" katyon radikali olusur. Bunu katyon radikalinin ABTS* ye
yavag bir sekilde yiikseltgenmesi izler (Sekil 2.20). Ag/AgCl referans elektroda karsi
ABTS/ABTS" cifti icin redoks potansiyeli 0.472 V ve ABTS™ /ABTS?" icin 0.885 V
olarak 6l¢iilmiistlir. Yapilan aragtirmalarda ligninin fenol gruplarinin lakkaz tarafindan
yiikseltgenmesi ABTS’nin varhiginda arttigi gosterilmistir. Ancak ligninin fenol
gruplarin yiikseltgenmesi icin ABTS"ye gereksinim duyulurken ABTS* fenolik
olmayan grup larin yiikseltgenmesinde rol alir. Fakat ABTS™ nin indigo gibi organik
boyalarin yikiminda medyator olarak islev gérmesi Onerilen mekanizmaya kusku ile
yaklagilmasina yol agmistir. Ciinkii indigo boya fenolik lignin yapisinda degildir ve
onerilen mekanizmaya gore ona ABTS?'nin medyatér olarak etkimesi gerekirdi. Kaldi-
ki indigo boyanin yikiminda medyator olarak etkiyen ABTS" islem sonunda baslangic
yapisina (ABTS) indirgenir (Solis ve ark. 2005).
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- 1-hidroksibenzotriazol (HBT) Aracih Sistem

HBT (1-hidroksibenzotriazol Sekil 2.21) N-OH grubu iceren heterosiklik bir
bilesiktir ve lakkaz tarafindan yiikseltgenirken nitroksit katyon radikali olusturur.
Hamur 6ziiniin agartilmas1 iizerine yapilan denemelerde lakkaz/HBT sistemi iyi
sonuglar vermistir ve odunda hakim fenolik olmayan 3 -O-4-baglh alt tiniteleri ve ayrica

B -1 bagli dimerleri yiikseltgeyebilme yetenegine sahiptir.

Sekil 2.21. 1-Hidroksibenzotriazol

Zille ve ark. (2005), Trametes villosa esashi lakkaz ile HBT medyatoriini
kullanarak stbstitie anilinlerin polimerlesmesini katalizlemeyi basarmislardir. Bu
medyator geri doniisiimlii olarak kullanilamamaktadir. Lakkaz/HBT sisteminin nasil
calistig1 tam olarak anlasilamamakla birlikte ABTS gibi HBT’ nin yapiya girecek kadar
kiigiik oldugu bilinmektedir (Bar 2001).

2.5.3. Lakkaz Salgilanmasi Uzerine Indiikleyici Etkisi

Lakkaz aktivitesi, birgok fungus kiiltiriinde tespit edilmistir. Ham ve saflag
tirllmis lakkaza, biyoteknolojik ve g¢evre uygulamalarinda bol miktarda gereksinim
duyulmaktadir. Verimli lakkaz iiretme kosullarini aragtirmak tizere; en uygun Kiltur
ortami belirlemek, tekrarlanabilir sonug elde etmek, ucuza mal etmek gibi konularda

calismalar siirdiiriillmektedir (Gianfreda ve ark. 1999).

I1k lakkaz genleri yaklasik 20 y1l kadar énce Neurospora crassa (German ve ark.
1988), Aspergillus nidulans (Aramayo ve Timberlake 1990), Coriolus hirsutus (Kojima
ve ark. 1990) mantarlarindan izole edilerek dizisi ¢ikartilmistir. Bu tarihlerden sonra
saflastirilarak dizisi ¢ikarilan lakkaz genlerinin sayisinda ciddi bir artis olmustur. izole
edilerek dizisi ¢ikarilan yiizlerce lakkaz geninden ancak bir kaginin dizi homolojisi

gosterdigi bulunmustur. Tipik bir lakkaz geni 500-600 amino asitlik bir proteini kodlar.
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Fungal lakkaz genlerinin kodlanma bdlgelerinde 50-90 baz ciftlik uzunluktaki 8-13

intron bulunur (Kojima ve ark. 1990, Saloheimo ve ark. 1991).

Bircok fungal genomu birden fazla lakkaz geni ihtiva eder. Ornegin; Trametes
villosa 5 lakkaz geni (Yaver ve ark. 1996), Coprinus cinereus 8 lakkaz geni (Hoegger
ve ark. 2004), Rhizoctonia solani (Wahleithner ve ark. 1996), Pleurotus sajor-caju
(Soden ve Dobson 2001) ve Pleurotus ostreatus (Palmieri ve ark. 2003) 4 lakkaz geni
icerir.

Farkli lakkaz genlerinin ekspresyon diizeyleri kiiltiivasyon kosullarina baglidir.
Ornegin; yiiksek oranda azot iceren besiyerinin Pleurotus sajor-caju (Soden ve Dobson
2001) lakkaz genlerinin transkripsiyonunu indiikledigi belirtilmistir. Bakir da lakkaz
gen transkripsiyonun guclu bir indikleyicisidir. Serbest bakir iyonlarinin neden oldugu
oksidatif strese karst bir savunma mekanizmas1 sonucu lakkazin salgilandig
distiniilmektedir (Collins ve Dobson 1997, Palmieri ve ark. 2000, Soden ve Dobson
2001, Litvintseva ve Henson 2002). Bakira ilave olarak Mg?*, Cd** veya Hg*" metal
iyonlarininda lakkaz gen expresyonunu situmule edebildigi gdsterilmistir (Scheel ve
ark. 2000, Galhaup ve ark. 2002 ). Yapisal olarak liginin 6nciileri benzeri 2,5- ksilidin
veya ferulik asit gibi bazi aromatik bilesiklerin Trametes villosa, T. versicolor ve P.
sajor-caju lakkaz gen transkripsiyonunu yukselttigi gosterilmistir (Yaver ve ark. 1996,
Collins ve Dobson 1997, Sodden ve Dobson 2001).

Metal iyonlart ve fenolik bilesikler tarafindan lakkaz genlerinin
transkripsiyonunun indiiklenmesini genin promotor bolgesindeki spesifik regulator
kismin etkiledigine inanilmaktadir. Lakkaz genlerinin dizi analizlerinin karsilagtirilmasi
lakkazlarin 3 ana sinifta incelenebilecegini gostermektedir; basidiomiset, askomiset ve
bitki lakkazlar1 (Eggert ve ark. 1998, Cassland ve Jonsson 1999, Valderrama ve ark.
2003). Ayni gruptaki lakkazlarin amino asit benzerligi %50 civarindayken farkl
gruptakilerin %40’ altindadur.
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2.6. Lakkaz Enzimlerinin Kullanim Alanlar

2.6.1. Gida Endiistrisi

Gidalarin veya mesrubatlarin renklerinin 1yilestirilmesi amaciyla lakkaz
enzimleri kullanilmaktadir. Bu yolla, meyve sularinda, biralarda ve saraplarda
kararmaya, puslanmaya ve bulaniklia yol agan istenmeyen fenolik bilesiklerin

giderilmesi amaciyla lakkazlar kullanilmaktadir.

Lakkaz enzimleri, biyopolimerlerin ¢apraz baglanmasini saglamasi nedeniyle,
hamurun karisma o6zelliklerini ve hamur iriinliniin yapisal 6zelliklerini iyilestirmek
amaciyla firmcilikta da kullanilmaktadirlar. Minussi ve ark., (Cantarelli 1989) ise biyo-
tyilestirme, mesrubat isleme, askorbik asidin tanimlanmasi, seker pancar1 pektin
jelatinasyonu, fircilik ve biyosensor olarak kullanilmasi gibi gida endiistrisinin farkli
alanlarinda lakkaz enzimlerinin potansiyel uygulamalarindan s6z etmektedirler. Buna
ragmen, bu arastirmacilar lakkaz enzimlerinin endiistriyel kullanimlarinin daha da
gelistirilmesi icin bu enzimlerin diisiik maliyetlerle iiretilmesini ve tutuklanmasini

saglayan tekniklerin daha fazla arastirilmasi gerektigini ifade etmislerdir.

2.6.2. Kagit ve Kagit Hamuru Endiistrisi

Kagidin endiistriyel tiretimi, kagit hamurundaki ligninin ayristirilmasini ve kagit
hamurundan uzaklastirilmasimi gerektirmektedir. Kagidin geleneksel tekniklerle
tretildigi ve kirlilige yol agan klorlama temelli delignifikasyon/beyazlatma
prosediirlerinin ise gevresel sorunlar nedeni ile yeni teknolojiler ile yer degistirmesi
gerekmektedir. Delignifikasyonun oksijen ile saglandig: siiregler ise endiistriyel olarak
kullanilmaktadir, fakat odunsu kagit hamurlarinin ligninolitik enzimlerle 6n muamelesi
ile yapilan bir delignifikasyon islemi, hem daha 1liml1 islem kosullar1 gerektirmesi hem
de daha g¢evre dostu olmasinin yaninda kagidin ana yapisi olan seliillozun biitiinliigiinii

de korumaktadir (Kuhad 1997, Carter ve ark. 1997).

Kagit ve kagit hamurunun beyazlatilmasinda biyolojik sistemlerin kullanilmasi
kagit fabrikalarinda, kagit hamurunun beyazlatilmasi1 amaciyla klor kullanimini ortadan
kaldirmaktadir. Bunun sonucu olarak da bu fabrikalarin atiklar1 araciligr ile cevreye
verilen ve toksit olan klorlu bilesikler elimine edilmektedirler. Buna ilaveten, lakkaz

enzimleri cok daha kolay olarak temin edilebildigi gibi hem LiP hem de MnP
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enzimlerine gore daha kolay kullanilabilmektedir. Ayrica lakkaz enzimleri, oksidatif
olarak aktivite gosterdiklerinden ve aromatik bilesiklerin oksidasyonlarin1 ¢ok daha az
ozgillikte sagladiklarindan dolay1 da ¢ok fazla ¢esitlilikteki bilesiklerin
parcalanmasinda kullanilabilecek bir potansiyele sahiptirler (Call 1997).

2.6.3. Atik Sulann Dekolorizasyonu ve Zehirli Maddelerden Arindiriimasi

Endiistriyel atik sulardan fenolik maddelerin uzaklastirilmas: uygulamada
onemli bir problemdir. Ciinkii bu bilesiklerin bir¢ogu zehirlidir ve igme ya da sulama
suyuna karigsmasi sagligi tehdit eder. (Bar 2001). Atik sularin serbest enzimlerle
aritilmasinda karsilasilan temel giiglik pH degisimine, sicakliga karsi dayaniksiz
olmalaridir. Fenolik maddeler iizerinde, diger enzimler gibi ortamda peroksit varligina
ihtiyag duymadan etkili olmas1 lakkazi avantajli kilar. Ayrica enzimin stabilitesini
arttirmak adina serbest lakkaz farkli bir¢ok materyale immobilize edilmistir. Azo ve
trifenilmetan boyarmaddeleri endiistride yaygin kullanilir fakat biyolojik olarak
parcalanmazlar ve bu nedenle boyama atik sularinda yaygin olarak bulunurlar. Cogu
durumda rengin uzaklastirilmasi lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz aktiviteleri ile
gerceklestirilir. Pycnoporus cinnabarinus’dan elde edilen lakkazin, C.I. Reactive Blue
19, Direct Red 16 and Acid Blue 113 bilesiklerini igeren boyarmaddelerin pargalan -
masini sagladigi ispat edilmistir (Bar 2001).

2.6.4. Denim Yikamada Kullanim

Moda yaratmak adina denim drinlerinin eskitilmesinde ponza tasinin yikama
islemlerinde kullanilmasi, yerini biiyiik Ol¢iide enzimatik yikamaya birakmistir. Bu
amacla en yaygin olarak kullanilan enzim seliilaz enzimidir. Bu enzimi kullanmanin iki
dezavantaji vardir; birincisi seliilaz, boyanmis pamuk (seliiloz) liflerini kirarak etki
gosterdiginden giysinin dayanikliligmi azalmaktadir. ikincisi ve en onemlisi seliilaz
etkisiyle ¢ozeltiye gegen iriinler hem ¢6zgli, hem de atki ipliklerini yeniden
boyamalaridir. Bir bagka deyisle seliilaz ile yikamada geri boyama gergeklesmektedir.
Bunu o6nlemek icin boyay1 suda askida tutacak lineer etoksillenmis yag asitleri ve
modifiye poliakrilik asit gibi kimyasallar kullanmay1 zorunlu kilmaktadir ki, bu da hem
maliyeti artirmakta hem de ¢evre kirliligine yol agabilmektedir. 2001 yilindan bu yana
ozellikle ¢evre kirliligini dnemseyen ve gii¢lii tekstil endiistrisine sahip iilkelerde, denim

kumaglarin iizerindeki indigo boyanin agartilmasinda lakkaz enzimi ve kimyasal
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medyatorler yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Lakkaz-Medyator Sistemleri ile
indigo boya pargalanarak renksiz iiriine (Isatin, Indol-2,3-dion) déniistiiriildiigiinden

geri boyama gibi bir problemle karsilagilmamaktadir (Sekil 2.22).
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Sekil 2.22. Lakkaz katalizli indigo boya degradasyonu i¢in
olast bir mekanizma (Campos ve ark. 2001)

Enzimlerin biyoteknolojide yaygin olarak kullanilabilmelerinde g6z Oniine
alman en Onemli faktdrler, bol miktarda ve diisiik maliyetle iiretilebilmeleridir.
Glniimiizde lakkaz {iiretiminde maliyet yiiksek oldugu i¢in, ¢evre dostu bu enzimin
yaygin olarak kullanilabilirliginde dezavantaj olusturmaktadir. Dolayisiyla kolay ve
ucuz lakkaz tiretim yontemlerinin gelistirilmesi énem arz etmektedir. (Campos ve ark.

2001)
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2.6.5. Nanobiyoteknoloji

Son yirmi-yirmi bes yildir, biyoelektrokimya alaninda yapilan ¢alismalar
olduk¢a yogunluk kazanmistir. Biyoelektrokimya alaninda kaydedilen ilerlemeler
analitik kimya uygulamalarina entegre edilmistir (Haghighi ve ark. 2003). Lakkazlar,
ilave kofaktorlere gerek duymadan elektron transfer reaksiyonlarini katalizleme
yeteneginde olduklarindan, ¢esitli fenolik bilesiklerin (Kulys ve Vidziunaite 2003,
Lisdat ve ark. 1997), oksijenin veya azidlerin belirlenmesi amaciyla biyosensorlerde

kullanilmak tadirlar.

Lakkaz enzimlerine iliskin olarak biyosensor duyarliligi {iizerinde enzim
tutuklanmasinin 6nemli bir etkisi bulunmaktadir. Martele ve ark., (Martele ve ark. 2003)
kat1 bir yiizey iizerine lakkaz enziminin tutuklanarak ¢ok fonksiyonlu bir biyosensor
gelistirilebilmesi i¢in, mikro-desenlemenin etkili bir metot oldugunu gostermislerdir.
Roy ve ark., (Roy ve ark. 2005). T. versicolor kaynakli lakkazin, ¢apraz-bagli enzim
kristalleri (CLEC) halinde iken ¢6ziinmiis durumdaki enzimlere gore ¢ok daha avantajli
bir seklide biyosensor uygulamalarinda kullanilabilecegini belirtmiglerdir. Cabrita ve
ark., (Cabrita ve ark. 2005) T. versicolor’dan elde ettikleri lakkazi, altin tizerine
kendiliginden-birlesen ve  N-hidroksisuksinimid ile sonlanan tekli-tabakaya
tutuklamiglardir. Bu islem biyosensdrlerin daha da gelistirilmesi i¢in kullanigl olabilir.
Buna ilaveten, bir osmiyum redoks polimeri ve T. versicolor kaynakli lakkaz enziminin
camsi karbon elektrodu {izerine Kko-tutuklanmasina dayali bir enzim elektrodu,
katesolamin ndorotransmitterleri dopamin, epinefrin ve norepinefrinin  nanomolar
diizeyinde belirleme limitine sahip olan ultra duyarli amperometrik belirlenmesinde

kullanilmistir (Ferry ve Leech 2005).

Lakkaz enzimleri biyo-yakit hiicrelerinin katotlarina tutuklanarak, kiiglik
transmitter sistemleri, gu¢ Uretmek amaciyla kullanilabilir (Calabrese 2002). Biyo-yakit
hiicreleri ise yakit kullanmadan elektrik enerjisi Urettikleri ve temiz bir enerji kaynagi

sagladig icin, cevresel agidan oldukga caziptirler.
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2.6.6. Topragmn Biyolojik Iyilestirilmesinde Lakkaz Enziminin Kullanila-
bilirligi
Diger ksenobiyotiklerle birlikte polisiklik aromatik hidrokarbonlar toprak

kirliliginin baslica kaynaklaridir. Bu nedenle bu bilesiklerin parcalanmasi g¢evresel

acidan 6nem arz etmektedir. Lakkazlarin katalitik 6zellikleri bu bilesikleri par¢alamakta

kullanilabilir. Lakkazlar, organik bir toprak matriksine indirgenmis 2,4,6-TNT
metabolitlerini baglayarak atiklarin detoksifikasyonuna aracilik edebilirler (Duran ve
Esposito 2000). Bununla birlikte dogal petrol birikimleri ve fosil yakitlarin
kullanilmasindan gelen bilesiklerinin de lakkazlar ile degrade edilebildigi rapor

edilmistir (Pointing 2001).

2.7. Enzim Saflastirma (Piirifikasyon) Teknikleri

Enzim (Protein) piirifikasyonunun amaci, kompleks protein karigimlarindan
ilgilenilen proteinin biyolojik aktivitesini kaybetmeden ayrilmasidir. Biyolojik
fonksiyonun korunmasi da; pH, sicaklik ve iyonik kuvvetin kontrol edilmesiyle
saglanir. Piirifikasyon, proteinlerin {i¢ boyutlu yapisina baglidir ki bu da saflastirilacak
proteinin yiizey gerilimi, molekiil biiyiikliigli ve biyolojik aktivitesini belirler. Bu
ozelliklere dayali olarak protein saflagtirma teknikleri uygulanir ( sekil 2.23). Bir prote-
in veya enzimi homojen halde elde etmek i¢in bircok metod birlikte uygulanmalidir
(Dizge 2007).
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Proteinin Karakteristik ﬁ;rﬂf’g’rﬁ Ayrrma Teknigi

Iyon Degisim Kromatografisi

Elekuoforez
Protein Yiizevindeki Yiike
fzoelektrik focussing

Gire Ayirma

Adsorpsiyon Kromatografi

Kagit Kromatografi
Protein Polaritesine >
Hidrofobik Etkilesim Kromatografi

Gire Ayirma

Diyaliz ve ultrafilrasyon

Tel elektroforez
Protein Molekiiler

Jel filtrasvon kromatografi |
Biiviikliigiine Gire Avima

Ulrasantrifiij

Protein Tlgisine

Gire Ayirma Afinite (ilgi) Kromatografi

Sekil 2.23. Protein 6zelliklerine gore saflastirma teknikleri (Dizge 2007)

2.8. Arastirmanin Amaci

Organizmanin cinsine, tiiriine ve ona iirettirilmek istenen maddeye bagl olarak
degisim gosterebilecegi diislincesinden yola c¢ikarak, secilen funguslarin kati faz
kiiltivasyon teknikleri kullanilarak test edilecek indiikleyicilerin etkisi ile en iyi
miktarda ve en ylksek oranda spesifik aktiviteye sahip lakkaz enzimi/enzimleri
salgilamalarinin kosullar1 arastirilmistir.  Arastirmanin  bir diger temel amaci ise
enzim/enzimlerin tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan indigo boyalar
renksizlestirmesi i¢in katalitik etkinligi gosterebilecegi redoks medyatoriiniin
belirlenmesine yonelik c¢alismalar olusturmaktir. Etkinligi, kinetik 0Ozellikleriyle
optimize edilmis enzim, medyatorler esliginde indigo/indigo karmin boya ile

etkilestirilerek renklerinin agilmasinda kullanilabilirligini aragtirmak amaglanmustir.
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Enzimlerin biyoteknolojide yaygin olarak kullanilabilmelerinde goz Onune
alman en Onemli faktorler, bol miktarda ve diisiik maliyetle {retilebilmeleridir.
Giinlimiizde lakkaz {iretiminde maliyet yiiksek oldugu i¢in, ¢evre dostu bu enzimin
yaygin olarak kullanilabilirliginde dezavantaj olusturmaktadir. Dolayisiyla kolay ve
ucuz lakkaz tiretim yontemlerinin gelistirilmesi 6nem arz etmektedir. Bu amagla farkl
ailelere mensup funguslar, lakkaz tretmek Uzere ticari besiyerleri yerine, bitkisel
artiklardan olusan degisik destek materyaller kullanilarak kati faz kiiltivasyon teknigi
uygulanacaktir. Kati faz teknigi ile mikroorganizmalarin hiicre disina salgiladiklar
proteinleri saflastirmak ya da zenginlestirmek daha basit ve daha kisa siirede mumkn
olacag diisiiniilmektedir. Lakkazlar genis substrat 6zgiinliigline sahip enzimlerdir. Bir
lakkaz enziminin bir substrat tizerindeki katalitik etkinligi hem izole edildigi kaynaga
bagli olarak, hem de birlikte kullanilan medyatére bagli olarak degismektedir.
Saflastirilacak ya da zenginlestirilecek enzimin test edilecek medyatorler esligindeki
indigo ve indigo karmin boyalar renksizlestirmedeki etkinlikleri ticari olarak temin

edilen enzim preparasyonuyla kiyaslanacaktir.

Amaca uygun lakkaz/medyator sistemlerinin gelistirilmesi, ilgili endiistrilerde
disartya bagimliligi azaltacagindan, iiriiniin maliyetinin diismesine katki saglar. Bu
arastirmada degisik destek materyalleri kullanilarak kati faz kiiltivasyonu ile P.
ostreatus ve C. subvermispora’nin daha fazla ve daha aktif lakkaz salgilamalar1 indiik-
leyicilerle sitimule edilerek, saflastirilmis ya da zenginlestirilmis lakkaz/lakkazlar yeni
medyatorler esliginde indigo/indigo karmin boyalar1 renksizlestirme kinetikleri

arastirilmasi amaglanmustir.

41



2. KAYNAK OZETLERI

2.9. Onceki Calismalar

Sanjust ve ark. (1991) zeytinyagi fabrika atik suyunu doért Pleurotus tirinin
gelisiminde ortam olarak kullanmiglardir. Pleurotus tiirlerinin zeytinyagi atik suyu
iceren ortam lizerinde gelisimi iyi olmus ve belirli kosullarda iyi verim vermislerdir.
Pleurotus tiirlerinin gelisimi sirasinda bazi biyokimyasal doniisiimler gézlemlenmistir.
Ozellikle mantarlar aktif olarak ortama yliksek miktarda lakkaz salgilamislar ve ayni
zamanda fenolik ve diger toksik maddelerin konsantrasyonunun Onemli oranda

azaldigini agiklamiglardir.

Kerem ve ark. (1992) ligninin par¢alanmasiyla ilgili lignoseliilozik par¢calanma
ve aktiviteleri belirlemek amaciyla pamuk sapinin kati ortam fermantasyonunda iki
beyaz clrikclil mantar olan Pleurotus ostreatus ve Phanerochaete chrysosporium’u
karsilagtirmali olarak incelemislerdir. P. chrysosporium kuvvetli ve hizli bir sekilde
gelisme gostermis ve 15 giin igerisinde pamuk sapinin organik bilesenini % 55 oraninda
azaltmigtir. P. ostreatus ise lignin parg¢alanmasinda daha segici ve yavas bir gelisme
gostermis ve 30 giinlik gelisme doneminden sonra organik maddenin yalnizca %
20’sini par¢alamistir. Lakkaz aktivitesi yalnizca P. ostreatus’ta belirlenmistir. Seliilaz
aktivitesi P. chrysosporium’da artis géstermis, P. ostreatus’ta ise 8. giine kadar artis
gostermis daha sonra gelisme doneminin sonuna kadar sabit kalmistir. Lignoseliilozik
parcalanma mekanizmasinda kati1 ortam kosullarinda yapilan mantar aktivite
caligmasinin siv1 kiiltiirde yapilana gore daha iyi agiklanmasina yardimer olabilecegini

belirtmislerdir.

Collins ve Dobson (1997) bakir ve azot kaynagi olarak amonyum tartarat,
aromatik bilesik olarakta HBT ve 2,5-ksilidin ayr1 ayr1 test edilmek iizere T. versicolor
kiiltiirlerinde degisik derisimlerde kullanildiklarinda zamana bagli lakkaz mRNA
derisimlerini 6lgerek gozlemlemislerdir. 2,5-ksilidin ile 15 dak, Cu ile 24 saat sonra

mRNA derisimlerinde anlamli artislar 6l¢tiiklerini belirtmektedirler.

Medeiros ve ark. (1999) P. ostreatus’un lakkaz iiretiminde ortam bilesimi
lizerine baslangic pH’s1, maya 0ziitli konsantrasyonu, katalizoér ve tampon sisteminin
etkilerini aragtirmiglardir. Diisik pH ve yiliksek maya 0ziitli konsantrasyon degerleri,
hem katalizor hem de tampon sisteminin bulunmayisi enzim seviyeleri tizerine olumlu

etki gostermistir. En yiiksek lakkaz aktivite seviyeleri (489- 540 U/l) baslangic pH’s1
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6.0 - 6.5 arasinda ve % 0 — 0.25 maya Oziitii konsantrasyonu iceren ortamlarin

kullanilarak optimize edilen denemelerden elde edilmistir.

Shin ve Lee (2000) Coriolus hirsitus ile yeni bir lakkaz enzimi saflastirilarak
karakterize edilmistir. Bu lakkaz; aseton ¢oktiirmesinden sonra DEAE sepharoze CL-
6B, sephacryl S-200 HR, hitrap SP ve mono S kolon kromotografisi ile saflastiriimis
%32.3 verim 14.5 kat saflagtirillmis enzim preparasyonu elde etmislerdir. Bu enzimin;
%11 karbonhidrat iceren monomerik glikoprotein oldugunu, izoelektronik pH’sinin 7.4,
molekiil agiliginin da 73.000 oldugunu ve N-terminal artiginin diger beyaz ¢iiriikgiil

basidiomisetlerle homoloji gésterdigini idda etmislerdir.

Palmieri ve ark. (2000) birka¢ ekstraselller lakkaz Greten beyaz curukeul
P.ostreatus’un, fenol oksidaz A16 (POXA16), POXA2 ve POXC genlerini bakir ile
indiikleyerek lakkaz aktivitelerini test etmislerdir. Deney kosullarinda indiikleyici ile
gen transkripsiyonun (MRNA yazilim asamasinin) regiile edildigini belirtmektedirler.
Bu genler igerisinden de en fazla POXA16 geninin sentezinden sorumlu oldugu mRNA

miktarinin inkiibasyon siiresince arttigini ifade etmektedirler.

Campos ve ark. (2001) T. hirsuta ve S. rolfsi’ den saflastirdiklar1 lakkazlarin
indigo boyay1 pargalamalarini, parcalama iriinleri HPLC ile analiz edilerek
aragtirmislardir. Medyat6r olarak, asetosirinan, HBT ve 4-hidroksibenzen silfonik asit
kullanarak indigonun enzimatik degredasyonu sonucu ortamda olusan isatin (indol-2,3-
dion) HPLC ile tayin edilmistir. T. hirsuta ile molekiil agirlig1 45.000 ve 60.000 olan iki
enzim, S. rolfsi LBS 350.80 ile molekiil agirligi 55.000 olan enzimleri saflasgtirmis
olmalar1 dikkat cekicidir.

Soares ve ark. (2001) tekstil endlstrisinde kullanilan ticari olarak temin ettikleri
lakkaz formiilasyonundan, medyatorii uzaklastirdiktan sonra elde ettikleri enzimin,
RBBR boyasini renksizlestirmede medyator olarak violurik asit ile 1-
hidroksibenzotriazol (HBT) etkilerini kiyaslamislardir. Violurik asidin 20 dakikada
boyay1 tamamen renksizlestirdigini ve yiiksek derisimlerde HBT’nin inhibitor etkisi

gosterdigini gézlemlemislerdir.

Couto ve ark. (2002) destek materyal ve indiikleyicilere bagli olarak yar1 kati
fermantasyon teknigi ile T. versicolor’un lakkaz salgilama kosullarin1 arastirmislardir.

Poliiiretan kopiik, bugday ve arpa samanlari, odun talasi ve arpa kepegi kati destek
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materyal olarak ve veratil alkol, 2,5-ksilidin de indikleyici olarak kullanildiklarinda 17
gunlik inkibasyon sonucunda, arpa kepegi ve 2,5-ksilidin ile olumlu sonuclar elde
etmislerdir. Bu kosullarda elde ettikleri enzimi asit fuksin, Kongo kirmizis1 ve indigo
karmin’i renksizlestirme c¢alismalarinda 6 giinliik inkiibasyon sonunda medyator
kullanmadan  %85-96 oranlarinda farkli smiflardaki bu (¢ boyanin da

renksizlestirildigini gozlemlemislerdir.

Maximo ve ark. (2003) Geotrichum sp. mantarindan elde edilen enzimlerin
sanayide kullanilan ii¢ reaktif azo boyarmaddesini (Reactive Black 5, Reactive Red 158
ve ReactiveYellow 27) pargalama yetenegi arastirilmigtir. Her bir boyarmadde
Geotrichum sp. ile isleme tabi tutuldugunda mantar siyah boyarmaddeyi hizli bir sekilde
doniisiime ugratirken, diger iki boyarmadde i¢in iki kat siire gerekmistir. 20 giinliik eski
kulturler, boyarmaddelerin ardisik miktarlari (200 ppm) ile reaksiyona sokuldugunda ise
toplam donlisiim siiresi ii¢ boyarmadde i¢in de yaklasik 5 giine diistirilmistiir.
Calismada, siyah boyarmaddenin doniisiimiinde lignolitik enzimler olan Mn peroksidaz,
Mangan bagimsiz peroksidaz ve lakkazin etkisinin olas1 oldugu, ancak sar1 ve kirmizi
boyarmaddeler i¢in ilave enzimlerin veya faktorlerin gerektigi ifade edilmistir. Ayrica
Geotrichum sp.’nin biiyiikk miktarlarda boyarmaddeyi (ardisik ilaveler sonrasi 800 ppm)
dontlistime ugratabilme yetenegi sayesinde tekstil atik sularmin renksizlestirilmesinde

uygulama potansiyeli olabilecegi belirtilmistir.

Camarero ve ark. (2004) ylksek-kaliteli keten hamurundan, renk olusumundan
sorunlu olan lignin tiirevlerinin uzaklastirtlmasi i¢in LMS’nin (lakkaz-medyator
sistemleri) potansiyelini arastirmiglardir. Bu aragtirmacilar, yiiksek-fiyatli bu keten
hamurlarinin  iiretiminde kullanilan klorin-icerikli beyazlatma yerine LMS’nin

kullanilabilir oldugunu gostermislerdir.

Pazarlioglu ve Urek (2004) ZrOCl; ile aktive edilmis ponza tasina tutuklanan P.
chrysosporium ile yapisal olarak farkli dokuz azo boyar maddenin renksizlestirilmesini
calismislardir. Boya derisimine ve inkiibasyon siiresine bagli olarak renksizlestirmenin

%95-100 oraninda gerceklestirildigini ifade etmektedirler.

Tychanowicz ve ark. (2004) kati ortam fermantasyonunda endiistriyel
boyalarin agartilmasinda Pleurotus pulmonarius’u kullanmiglardir. Misir koganinin tek

basina kullanildigi ortamda yeterli bir gelisme saglanamadigi gézlemlenmis ve glukoz-
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amonyum tartarat igeren ve C:N orani 30 olan ortamda yeterli bir gelisme saglanmis
yiiksek lakkaz tiretiminin meydana geldigi belirlenmistir. P. pulmonarius misir kogani
ve glukoz-amonyum tartarat igeren ortama 200 ppm ‘lik derisimlerde boyalar eklenip
yetistirildiginde, yapisal olarak farkli sentetik boyalarin (azo, trphenylmethane,
heterosiklik ve polimerik boyalar) rengini agmistir. Yetistiricilikten 6 giin sonra amido
siyahi, kongo kirmizisi, trypan mavisi, metilen yesili ve remazol brilliant mavisini
tamamen, poly R-478 ve metilen mavisini kismen agarlastirmigtir. Mantar kiiltiiriiniin
endiistriyel boyalarin rengini agma kabiliyetini ¢6ziinebilir fenolik maddelerin varligina
tepki olarak ftretilen yiiksek lakkazin (480 U/ml) olmasindan kaynaklanabilecegini
belirtmislerdir.

Pazarlioglu ve ark. (2005) maya 6ziti, glukoz, (NH4)H2PO4, MgSO,4.7H,0 ve
CaCly’den olusan sivi besiyerine inokiile ettikleri T.versicolor FPRL 28A 1M1 susunu,
26 °C’de 175 rpm’de sekiz giin inkiibe ettiklerini, kontrol disinda diger kiiltiir
ortamlarina; katekol, ferulik asit, veratril alkol, indulin ve fenol ayri ayri belirli
derisimlerde indiikleyici olarak sivi besiyerlerine ilave edildiklerinde, 10 mg/L derisi-
mindeki fenol’in 72 saatlik inkiibasyon sonunda lakkaz aktivitesini %1227.5 oraninda
arttirdigimi goézlemlemislerdir. Diger yandan iirettikleri enzimleri medyator kullanma
dan, ticari olarak temin ettikleri lakkaz formilasyonuyla boyamak uzere, cep buyuk-
liigiindeki denim kumaglar1 inkiibasyon siiresi ve pH’ya bagh olarak agartmalarin1 CIE
L ve K/S degerlerini 6lgerek kiyaslamiglardir. Agartmada CIE L degerleri géz oniine
alindiginda tirettikleri lakkazin ticari olarak temin edilen lakkaz formiilasyonundan daha
etkili oldugunu ifade etmektedirler. Geri boyamada ise ticari lakkazin, geri boyanma
inhibitorii reaktifler icermesinden dolayr daha uygun oldugu K/S degerlerinden

anlasilmaktadir.

Camarero ve ark. (2005) P. cinnabarinus lakkazi ve lignin tiirevi medyatorlerle
cevre kirliligi olusturan azo B, reaktive blue 19, acid blue 74, reaktive blue 38 ve
aniline blue gibi boyalarin renksizlestirilmelerini arastirmiglardir. Asetosiringan ve
siringaldehitin diisiik derisimlerinde (50uM) bile 2 saatlik inkiibasyon sonucu reaktive

black‘in yaklasik %90 oraninda renksizlestirilebildigini ifade etmektedirler.
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Gnanomani ve ark. (2006) bugday samani tizerinde indiikleyici olarak [CuSOy,
veratril alkol, siklohegzamit, gallik asit ve guiacol] kullanarak P. chrysosporium
NCIM1197 lakkaz salgilamasini incelemislerdir. Bakir siilfat ile 3.5 kat daha fazla

enzim salgiladigini ifade etmislerdir.

Erkurt ve ark. (2007) Pleurotus ostreatus, Coriolus versicolor ve Funalia trogii
beyaz ¢iiriik¢iil mantarlarini sentetik boyalarin agartilmasinda kullanmiglardir. 30 °C ve
pH’s1 5 olan kosullarda 48 saat siiren ¢alismada, pH derecesi, kuru misel agirligi, boya
konsantrasyonu, lakkaz aktivitesi ve protein icerigi analiz edilmis ve her iki boyanin
agartilmasindan sorumlu enzim belirlenmistir. En yiiksek ve en diisiik beyazlastirma ve
beyazlastirma ortamindaki lakkaz aktivitesi sirasiyla F. trogii ve P. ostreatus’ta elde
edilmistir. Her iki boyanin tiim konsantrasyonlarinin P. ostreatus ‘un gelisiminde toksik
oldugu bulunmus ve poliakrilamid elektro jel (SDS-PAGE) sonuglarina gére sentetik

boyalarin agartilmasindan sorumlu tek enzimin lakkaz oldugunu belirlemislerdir.

Parshetti ve ark. (2007) yaptiklar1 ¢alismada Aspergillus ochraceus NCIM-
1146’nin miselyumu (mantarin lifsel kismi) tarafindan tekstil boyarmaddesi Reactive
blue-25 (0.1g/1)’in renksizlestirilmesi ve par¢alanmasini incelemislerdir. Reactive blue-
25, kromofor olarak bakir ftalosiyanin (Cu PC) ve reaktif kisim olarak monoklortriazin
iceren reaktif bir boyarmadde olup tekstil sanayinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Calismanin esas amaci, bu boyarmaddenin renksizlestirilmesini, biyolojik parca
lanmasint ve pargalanma {iriinlerinin tanimlanmasini incelemek ve bunun yani sira
renksizlestirme prosesi esnasinda kiiltlir stiziintiisiindeki lakkaz, tirosinaz ve lignin
peroksidaz gibi hiicre dis1 enzimleri belirlemektir. Yapilan spektrofotometrik ve gorsel
incelemeler, renksizlestirmenin fungal adsorpsiyonu takip eden parcalanma sayesinde
oldugunu gostermistir. Calisma statik kosullar ile kiyaslandiginda calkalamali kosul
larin, Reactive blue-25 boyarmaddesinin tamamen ve hizli adsorpsiyonu (7 saat) ve
renksizlestirilmesinde (20 giin) daha etkili oldugu bulunmustur. Ortamda glikozun
bulunmasi ise, daha hizli bir adsorpsiyon (4 saat) ve renksizlestirme (7 giin) saglamistir.
Renksizlestirme sonrasi siiziintide lignin peroksidaz, lakkaz ve tirosinaz gibi oksidatif
enzimlerin varhigi, Reactive blue-25’in ftalimid ve diizo- butilftalat gibi iki blyuk

metabolite (ara {iriin) parcalanma isleminden sorumlu oldugunu gostermistir.
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Khammuang ve Sarnthimo (2007) Lentinus polychrous lakkazini kismen
saflagtirdiktan sonra remazol brilliant blue (RBBR) boyasini pH’ya bagli olarak
renksizlestirmeyi amaglayarak yaptiklari ¢calismada pH:4’te 210 dakikada boyay1 %65.8

oraninda renksizlestirebildiklerini saptamislardir.

Camarero ve ark. (2008) P. cinnabarinus ile elde ettikleri lakkazin ve medyator
olarak p-hidroksisinamik asidin degisik derisimleri ile sanayi artigi olarak kirlilik
olusturan asid blue 74 (indigo karmin), reaktif black diazo boyalar1 ve heterosiklik azor
B boyasini renksizlestirmeyi arastirmislardir. Deney kosullarinda lakkaz medyator
sistemi ile asit blue 74’1 2 saatlik inkiibasyon sonucu tamamen renksizlestirebildiklerini

g6zlemlemislerdir.

Solis-Oba ve ark. (2008) tutuklanmig lakkaz ile yiikseltgedikleri ABTS’yi
medyator olarak kullanarak ticari olarak temin edilen lakkazla birlikte denim kumas
pargalarinin inkiibasyona bagli olarak agartilmalarini incelemislerdir. Diger yandan
benzer bir yaklasimla 0.1 pM indigo boya ¢ozeltisinin renksizlestirilmesi de

arastirilmstir.

Liu ve ark. (2009) P. ostreatus 10969 susunun fermantasyon kosullarinin
optimizasyonunu ve salgilanan lakkazin karakterizasyonunu arastirmislardir. Kati
destek materyalin optimizasyonu matriks yizey gruplarinin FTIR ile analizine
dayanarak belirlenmistir. Elde edilen lakkaz %35 doygunlukta (NH4),SO,4 ¢oktlirmesi
ile elde edilen ¢okelek pH 4,5‘ta sodyum asetat ile ¢ozlindiikten sonra bu tampona karsi
diyalizlenip, ham enzim c¢ozeltisi DEAE-sepharoz FF (1,5 cmx20 cm) ardindan da
polietilen glikol ile yogunlastirilan 6rnek sephadeks-G-100 FF (2,5 c¢cmx100 cm)
kolonuna yiiklenmis. Aktif fraksiyon liyofilize edilerek yogunlastirilip, SDS-PAGE ile
molekiil agirliginin 40.000 oldugunu saptamisglardir. Daha sonra bu enzimin etkinligi
tizerine ¢esitli metal iyonlarinin, organik c¢dziciilerin etkisi, pH, sicaklik ve diger

kinetik parametrelerin karakterizasyonunu belirlemislerdir.

Hu ve ark. (2009) degisik derisimlerde lakkaz ve timol, floroglusinol gibi
medyatorler kullanilarak ¢evre kirliligi olusturan coomasie brilliant blue G-250, asit
kirmizis1 gibi boyalarin inkiibasyon siiresine bagli olarak renksizlestirilmelerini

incelemislerdir.
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Neifar ve ark. (2010) F. fametarius‘un bugday samani iizerindeki kiilti -
vasyonuyla Urettikleri lakkazi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, molekiiler elek ve anyon
degistirme kromatografisi ile saflagtirmiglardir. Enzimin molekiil agirliginin 51.000 ve
N-terminal amino asit artiginin izoleusin oldugunu ve Ky, ke gibi Kinetik
parametrelerini tayin etmislerdir. Diger yandan enzimin RBBR boyasini medyatorsiiz

renksizlestirdigini saptamiglardir.

Saparrat ve ark. (2010) beyaz curukectl fungus Corilopsis rigida’nin lakkaz
izoenzim genlerinin (lccl, lcc2 ve lIcc3) Cu*, Mn*, Fe**, 2,6-Dimetoksi-1,4-
benzokinon, H,O;, kafein, amfoterisilin B ve siringik asit varliginda transkripsiyonlarini
RT-PCR toplam RNA polimeraz zincir reaksiyonu ile kantitatif olarak analiz
etmislerdir. Cu®*"nin lcc1, amorfin B’nin lccl ve lcc2, siringik asidin lccl ve lcc3, 2,6-
Dimetoksi-1,4-benzokinon ise Icc2 ve Icc3 genlerini indiklediklerini idda etmektedirler.
Dogal olarak bu genlerin indiiklenmesi, inkiibasyon siiresine bagli olarak lakkaz

aktivitesinin de artmasina yol agmustur.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Kimyasal Maddeler

Malzeme Marka

1. ABTS Sigma

2. Malt ekstrat Merck

3. KH2PO4 Merck

4. NaOH Merck

5. KCI Merck

6. CaCl,-2H,0 Merck

7. Etanol Merck

8. Glukoz Merck

9. Pepton Amresco

10. Agar Amresco

11. KOH Merck

12. MgS0O4-7H,0 Merck

13. CuSO04-5H,0 Merck

14. (NH4)CI Merck

15. 2,4-Ksilidin Sigma-Aldrich
16. 2,5-Ksilidin Sigma-Aldrich
17. 3,5-Ksilidin Sigma-Aldrich

18. (4E)-4-(2,5-dimetilfenilimino) Tarafimizdan sentezlenmistir

-2,5 -siklohegzan-2,5-dienon

19. Standart protein Sigma-Aldrich
20. Bradford reaktifi Sigma-Aldrich
21. Tiyamin HCI Sigma-Aldrich
22. Indigo Sigma-Aldrich
23. Indigo karmin Sigma-Aldrich
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Malzeme Marka
24. Suksinik asit Merck
25. HBT Sigma-Aldrich
26. MS Sigma-Aldrich
27. SMP Sigma-Aldrich
28. MSPP Sigma-Aldrich

3.2. Kullanilan Aletler

- Fisons instrument EA1108 marka element analiz cihazi

- Alp marka, CLG-32L model otoklav

- Binder marka, KB400 model sogutmali inkiibator

- Heraeus, Herasafe KS12 model Laminar flow

- Heraeus Fresco 21 marka, santrifiij

- Hettich rotanta 46012 marka santrif(j

- IKA MS3 Besic marka, vortex

- Perkin-Elmer Lamda 25 model, UV/VIS. Spektrofotometre

- Rabconcofreezone 2.5 marka liyofilizator

- Nuaire, -86°C Ultralow Freezer marka, difriz

- GE Healthcare Aktaprime Plus, HiPrep Sephacryl S-100 HR marka, jel filtrasyon
sistemi

- Mini-Protean Tetracell marka, elektroforez tanki

- PowerPac Universal gii¢ kaynagi
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3.3. Mikroorganizma

Boya renksizlestirmede bir¢ok fungal kiiltiirtin  lignolitik ekstraseliilar
enzimlerinin kullanilmasina yonelik ¢ok sayida arastirma vardir. Streptomyces tirleri,
Phanerochaete  chrysosporium  (Pasczynski 1991), Picnoporus cinnabarinus
(Schliephake 1993), Pleurotus turleri, Trametes turleri (Swamy ve Ramsay 1999) ve
Bjerkandera adusta (Heinfling 1998) bunlardan bazilaridir. Bu ¢alismada U¢ ayda bir
yenilenen kiltirleri %4.8’lik malt ekstrakt agarda ve 4 °C’ de saklanan beyaz curukeul
mikro fungus Ceriporiopsis subvermisporo ve makro fungus Pleurotus ostreatus
kullanild: (C. subvermispora ITU Fen Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Gene-
tik Boliimii Ogretim Uyesi Dog¢.Dr. Hakan Bermek’ten P. ostreatus ise Mugla Univer-

sitesinden Prof. Dr. Mustafa Isiloglu’ ndan saglandi).

3.4. Bitkisel Atik Materyal ve C/N I¢eriklerinin Tayini

Dicle Universitesi Yerleske sahasinda bulunan kizil gam (Pinus brutia) kozalag
ile yorede mevsimsel olarak tiiketilen kavun ve karpuz kabuklar1 ayr1 ayr1 kat1 destek
materyal olarak kullanildi. Kurutulmus, C/N oranlari tayin edilmis ve 10-15 mm
boyutlarinda dogranmisg materyalin 10’ar grami kullanilmadan 6nce igerdikleri organik
asitleri notralize etmek tizere 25 mL, 100 mM KOH ile 1slatildi, daha sonra saf su ile
lyice yikandi, oda sicakliginda kurutulduktan sora da 121 °C’ de 20 dakika sterilize
edildi. Regine asitlerinden arindirtlarak kurutulan materyaller 6giitiilerek toz haline
getirildi. Her bir materyalden 230 mesh’lik {iger 6rnegin C/N oranlar1 element analiz
cihaziyla (Dicle Universitesi Fen Fakiiltesi Merkez Arastirma Laboratuarinda ikiser,
Inénii Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Merkez Arastirma Laboratuarinda ise bir

ornegin C\N azot icerikleri tayin edildi (Cizelge 3.1).
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Cizelge 3.1. Kozalak, karpuz ve kavun kabuklarinin C\N icerikleri

Kozalak Karpuz Kabugu Kavun Kabugu
Omek 1 | Ornek 2 | Ornek Omek 1 | Ornek 2 | Ornek Omek 1 | Ornek 2 | Ornek
3 Ortalama 3 Ortalama 3 Ortalama
2,479mg | 2,191mg | 2,56mg 2,098mg | 2,796mg | 2,32mg 3,546mg | 2,422mg | 2,52mg
%C 47,914 48,436 46,25 47,53 38,04 38,034 37,06 37,71 39,52 39,66 38,51 39,23
%N 0,372 0,350 0,252 0,325 1,206 1,186 1,138 1,177 1,559 1,495 1,579 1,524
C/IN 128,8 138,39 183,53 146,25 31,54 32,07 32,57 32,06 25,35 26,53 24,39 25,74

3.5. Kat1 Besiyerinin Hazirlanmas:1 ve Inokiilasyonda Kullamlmak Uzere

Ekim Yapilmasi

Cam balona malt ekstrakt (20 g/L), glukoz (20 g/L), pepton (1 g/L) ve
bakteriyolojik agar (20 g/L) alindiktan sonra 1 L saf su ilave edilip bir siire karigtirildu.
Daha sonra 121 °C’de 1.5 atm basingta 30 dak. boyunca otoklavlandi . Oda sicakligina
kadar soguyan besiyeri laminar flow da steril petrilere yaklasik 25 mL olacak sekilde
ilave edilip katilagmasi beklendi, kontaminasyonun olup olmadigini gézlemlemek igin 1
gece boyunca 37 °C’de inklbatorde bekletildi. Kontaminasyon gdzlenmeyen petrilere
Mugla Universitesi (Prof. Dr. Mustafa Isiloglu) ve Istanbul Teknik Universitesi’nden
(Dog. Dr. Hakan Bermek) temin edilen Pleurotus ostreatus, (makro fungus) ve
Ceriporiopsis subvermispora’dan (mikro fungus) birer plak ekim yapildi. Ekim islemi
tamamlandiktan sonra petriler 28 °C'ye ayarlanmis sogutmali inkiibatérde inkiibasyona
brrakildi (Sekil 3.1).

3.6. Kiiltivasyon Kosullar:

250 mL’lik erlenlere, her birine yaklasik 10 g olacak sekilde 100 mM KOH ile
yikanarak organik asitlerden arindirilmis kavun, karpuz kabugu ve kozalak alinip
tizerlerine 150°ser mL saf su ilave edilerek 121 °C’de 20 dak. otoklavlandi. Materyaller
28 °C’de 7 gun inklbatorde bekletildi (Kiiltivasyon siirecinde kurutulmus kat1 materya -
lin siv1 besiyerindeki suyu emerek hacim azalmasina yol agmamasi i¢in). 7. glnin

sonunda Laminar flow igerisinde erlenlerdeki sular bosaltilarak her birine 25 mL steril
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temel besiyeri [asetat tamponu (pH 4.5) icerisinde 2 g/L glukoz, 0,9 g/L (NH;)CI, 2 g/L
KH,PO,4, 0,5 g/L MgSO,7H,0, 0,1 g/L CaCl,2H,0O ve 0,5 g/L KCI, 0,01 g/L
CuSO4-5H,0’tan olusan temel besi 121 °C'de 20 dakika sterilize edildikten sonra 0,5
g/L olacak sekilde filtrasyonla sterilize tiyamin ilavesi yapilarak] ilave edildi.
Hazirlanan ortama her bir fungus i¢in biri kor ve filtrasyonla steril dort indiikleyiciden
her biri i¢in iki farkli derisimdeki c¢ozeltiler hazirlanip (%70'lik alkol ig¢indeki
cozeltilerinden son derisimleri 2,5-ksilidin, 2,4-ksilidin ve 3,5-ksilidin'in inkibasyon
ortaminda 5000 uM ve 50 uM, sentezlenen (4E)-4-(2,5-dimetilfenilimino)-2,5-
siklohegzan-2,5-dienon’un ise 50 uM ve 5 uM olacak sekilde) ilaveleri yapildiktan
sonra P. ostreatus, C. subvermispora’nin aktive edilmis taze kiiltiirlerinin her birinden
3’er plaklik ekim yapildi. 28 ©°C’de, c¢alkalamaksizin karanlikta inkiibasyon
gerceklestirildi.

Inokiilasyondan sonra 4., 8., 12., 16. ve 26. giinlerde alman 2’ser mL’lik
orneklerin yapilan protein miktar ve lakkaz aktivite tayinleri sonuglarina dayanarak P.
ostreatus’un kavun kabugu tizerinde 5000 uM derisiminde 2,5-ksilidin, ve 5 pM
derisimde (4E)-4-(2,5-dimetilfenilimino)-2,5-siklohegzan-2,5-dienon, karpuz kabugu
tizerinde 50 pM derisiminde 2,5-ksilidin, ve 5 uM derisimde (4E)-4-(2,5-dimetilfenil-
imino)-2,5-siklohegzan-2,5-dienon ve C. subvermispora’nin kavun kabugu tizerinde
5000 pM derisiminde 2,4-ksilidin, ve 5 uM derisimde (4E)-4-(2,5-dimetil- fenilimino)-
2,5-siklohegzan-2,5-dienon ve kozalak iizerinde 5000 puM derisiminde 2,5-ksilidin
varliklarinda, her birinden ikiser 6rnek olacak sekilde katt materyal ve indiikleyiciye
bagli olarak ~25 g kat1 materyal ve 100 mL temel besiyeri iceren 1 L’lik erlenlere licer
plak inokiile edildi (Sekil 3.2). Uygun zaman olarak saptanan 16 gln sureyle inkubas-
yona birakildilar ve 16. giin sonunda protein ve lakkaz aktivitesi bakimindan test
edildiler. Bu kiiltiirler igerisinde; lakkaz aktivitesi bakimindan en uygun bulunan C.
subvermispora’nin 2,4-ksilidin 5000 uM derisiminde P. ostreatus’un ise 2,5-ksilidin
5000 uM derisiminde kavun kabugu iizerinde kiiltive edildigi kosullarda elde edilen
orneklerin (160’ar mL) saflagtirma/ zenginlestirme islemine tabi tutularak kinetik

parametreleri tayin edildi.
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Sekil 3.2. Lakkaz aktivitesi yiliksek bulunan kosullarda
P. ostreatus ve C. subvermispora inkiibasyonu

3.7. Protein Miktar Tayini

Orneklerimizin protein miktar ve aktivite tayinleri icin her defasinda kiiltivasyon
ortamina 2’ser mL temel besiyeri ilave edip hafif bir sekilde ¢alkalandiktan sonra alinan
2’ser mL’lik Ornekler Once sogutmali santrifijde 10.000xg de 15 dakika
santrifiijjlendikten sonra ¢okelek disinda kalan kisimlar 5 mL’lik enjektorlerle alinip
0,45 pum’ lik filtreler ile stiziilerek 2 mL’lik ependorf tiiplere alindi. Protein miktar
tayini Mikro Bradford Yontemi ile yapildi (Bradford 1976). Bunun igin ticari olarak
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temin edilen 20 mg/mL standart protein ¢o6zeltisinden cihazin kalibrasyonu ve standart
egri ¢izmek tiizere 10, 50, 100, 150 ve 200 pg/mL’lik derisimlerinde c¢ozeltiler
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin ve drneklerin 250’ser uL’leri (zerine ticari olarak temin
edilen Bradford Reaktifinden 3’er mL ilave edilip vortexlenen karisimin bes dakika

sonra 595 nm’ de absorbanslar1 okundu.

3.8. Lakkaz Aktivitesi Tayini

Lakkaz aktivitesi substrat olarak ABTS kullanilarak Niku-Paavola ve ark.
(1988) tarafindan verilen yontem kullanilarak tayin edildi. C; substrat derisimi (M},
ektinsiyon katsayis1 (M™cm™, 436 nm’de ABTS igin 29,3.10° M em™), d; 151k yolu (1

cm) olmak Uzere Lamber-Beer Yasasina gore;

AE AE
g = /ﬂf = /Ar [{J'r;]]
At e-d 293x10°M'em™ -lem

Lakkaz aktivitesi = {(AE/2 dak.) /29,3x10° Lmol'l)} . (3000uL/2300uL) . (seyreltme
carpani) = .... [U/L]
Yada

Lakkaz aktivitesi = 22,26 . (seyreltme carpani)AE = ..... [U/L] yazilabilir.
Kiivette reaksiyon hacmi 3 mL olacak sekilde, 25 mM siiksinat tamponuyla (pH 4.5)
yeterli miktarda seyreltilmis ekstraseliilar sivinin 2300si Gzerine 20 mM
derisimindeki ABTS c¢ozeltisinden 700uL ilave edilip 2 dakika bekledikten sonra 436
nm' de absorbans degerleri okundu. Aktif {inite sayisi, deney kosullarinda dakikada 1

umol ABTS yiikseltgeyen enzim miktar1 olarak tanimlandi.

3.9. Enzim Saflastirma/Zenginlestirme

Bu islemler Istanbul Universitesi, Istanbul Tip Fakiiltesi, Temel Tip Bilimleri

Boliimii, Biyofizik Anabilim Dalinda gercgeklestirildi.
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3.9.1. Tuz ile Cokturme

(NH4)2S0O;y ile ¢oktiiriilecek orneklerin hacimlerine bagl olarak +4 °C’ de 6nce
%35°1ik ve bundan %85’lik tuz doygunluklarina ulagsmak iizere ilave edilmesi gereken
(NH4)2SO,4 miktarlar1 (http://www.encorbio.com/protocols/AM-SO4.htm) sayfasindan
bulundu. Orneklere %35 doygunluguna ulasmak iizere porsiyonlar halinde ve magnetik
karistirict ile karistirilarak (NH4),SO,4 ilaveleri yapildi (Otterbein ve ark. 2000,
Forootanfar ve ark. 2011). %35°lik doygunluga ulagmak i¢in 160 mL’lik &rneklerin her
birine 32.17 g (NH4),SO. ilavesi yukarida belirtildigi gibi yapildiktan sonra 30 dakika
karistirildilar. Ornekler sogutmali santriflij ile 3.000xg de 30 dakika santriftijlendi.
Alinan iist sivilarin (supernatant) hacimlerine bagli olarak %85 tuz doygunluguna
ulagmak i¢in gerekli miktarlarda (NH4),SO, ilaveleri yapildiktan sonra 30 dakika
karistirildilar ve 3.000xg de 30 dak. santrifiijlendiler. Ust sivilar lakkaz aktivitesi
bakimindan test edildikten sonra, ihmal edilecek kadar aktivite gézlendiginden atildilar.
Cokelekler (pellet) 20°ser mL 25 mM siiksinat tamponunda (pH; 4.5) ¢oziindiikten
sonra diyaliz hortumuna (10 mM K-EDTA icinde 3 dak. kaynatilarak ve defalarca
destile su ile yikanip %0.2’lik NaNj icerisinde saklanan diyaliz hortumu kullanildi)
alindi. 2’ser litrelik 25 mM siiksinat tamponuna (pH; 4.5) karsi tampon iki kez
degistirilmek kosuluyla 24 saat boyunca +4 °C’de diyalizlendi. -80° °C de bir gece

dondurulan 6rnekler hacimleri ~5 mLye diisiiriiliinceye dek liyofilize edildi.

3.9.2. Molekduler Elek Kromatografisi

~5’er mL’lik ornekler ayr1 ayr1 kolon yikama ¢ozeltisiyle (200 mL mutlak
etanol+800 mL destile su) yikanarak kullanima hazir hale getirilmis jel filtrasyon
sistemine (GE Healthcare Aktaprime Plus, HiPrep Sephacryl S-100 HR) yuklendiler.
Proteinler, dakikada 1mL’lik fraksiyonlar toplanacak sekilde programlanmis cihazda 25
mM suksinat tamponuyla (pH; 4.5) elue edildiler. Mikrotiterlerde 20 mM ABTS’ye
kars1 anlamli aktivite gézlenen P. ostreatus i¢in 38-72 mL C. subvermispora igin ise

35-68 mL araligindaki fraksiyonlar birlestirildi.
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Giilsen KAYA

3.10. Elektroforez Analizi

Ornekler, Laemmli yontemine (Laemmli 1970) gore sodyum dodesil siilfat poli
akrilamit gel elektroforezi (SDS-PAGE) ile test edildi. Cam plakalar arasina % 12’lik
ayirma jeli dokiildii. Diizgiin bir jel ylizeyi olusturmak iizere 1 cm’lik su tabakasi
olusturulup 30 dakika polimerlesme ic¢in beklendi. Jelin lizerindeki su tabakasi
dokiilerek % 5°’lik yiginlama jeli eklendi. Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklar:
olusturacak tarak cam plakalar arasina yerlestirildi ve polimerlesme icin beklendi.
Elektroforeze verilecek ornekler, denatire edici (ylkleme) tamponla 1:4 oraninda
karistirillip 2 dakika kaynatildi. Elektroforez tanki anot ve katot hazneleri yiritme
tamponu ile dolduruldu. Ornek yiikleme sirasinda birinci kuyuya da molekiiler agirlik
standartlar1 olarak, molekiil agirhigi 26.6 kDa ile 180 kDa arasinda olan ¢oklu protein

standart1 ve sonuncu kuyuya da ticari olarak temin edilen lakkaz ¢6zeltisi yuklendi.

Yiginlama jeli icin 80 volt, ayirma jeli i¢in 100 volt gerilim uygulandi.
Elektroforez sirasinda kullanilan isaret boyasi (Brom fenol mavisi) jelin sonuna
geldiginde akim kesildi. Jel, elektroforez aletinden ve iki cam arasindan c¢ikartilarak
Coomassie parlak mavisi ile boyanmaya birakildi. Daha sonra jel, boya ¢ikarma

¢ozeltisine birakildi. Protein bantlari boyanmis olan jellerin resimleri ¢ekildi.
3.11. Zenginlestirilen Enzimlerin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

(Enzim Karakterizasyonu)

Hem ticari olarak temin edilen lakkazin hem de C. subvermispora ve P.
ostreatus Kkiiltiirleriyle elde edilip zenginlestirilen ve lakkaz aktivitesi gosteren
fraksiyonlarin substratla doygunluga ulastigi ABTS derisimlerinde; optimal pH, optimal
sicaklik ile bu optimal kosullardaki Ky ve Vmax degerleri tayin edildi.

Optimal pH tayini derisimleri 25 mM olmak iizere; pH 2.0, 2.5 ve 3.0 igin
tartarat, pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 6.0 icin siksinat ve pH 7.0 ve 8.0 icin ise fosfat
tamponlarinda substrat olarak 1 mM ABTS'ye kars1 uygun seyreltmeler yapilmis enzim
cozeltileri kullanilarak 2 dakikalik inkiibasyonlari sonucu 436 nm’ de okunan

absorbansa bagli olarak tayin edildi.

57



3. MATERYAL VE METOT

Optimal sicaklik pH’s1t 3.0 olan 25 mM tartarat tamponu ig¢inde 0,6 mM
ABTS’ye kars1 uygun oranlarda seyreltilmis enzim ¢ozeltilerinin 20, 30, 40, 50, 60 ve
70 °C sicakliklarda 10 dakika bekletildikten sonra 2 dakikalik inkiibasyonlar1 sonucu

436 nm'de okunan absorbansa bagli olarak tayin edildi.

Kwm Ve Vmax degerleri; 30 °C sicaklikta pH'st 3 olan 25 mM tartarat tamponu
icerisinde uygun oranlarda seyreltilmis enzim ¢ozeltileri ile ayn1 tampon igerisindeki 50,
100, 200, 600 ve 1000 puM derisimlerindeki ABTS c¢ozeltilerinin 2 dakikalik
inkiibasyonlar1 sonucu 436 nm'de okunan absorbans degerlerine bagli olarak tayin
edildi.

3.12. Uygun Medyator (Araci)’iin Tayinine Yonelik Calismalar

Uygun kinetik parametreleri belirlenmis belli derisimlerdeki enzimlerin indigo
ve indigo karmin boyaya karsi katalitik etkinligi medyator kullanilarak ve medyator
kullanilmadan arastirildi. Yapilan dalga boyu taramasinda indigonun 664 nm’de indigo
karminin ise 608 nm’de maksimum absorbansa sahip olduklari saptandi. Bu nedenle
Olcimler indigo icin 664 nm’de indigo karmin icin 608 nm’de gergeklestirildi.
Indigonun suda ¢oziinmemesi iizerine yaklasik 20 mg indigo 6nce 25 mL DMSO
(Dimetilstlfoksit) da manyetik karistirici tizerinde ¢oziindiikten sonra hacmi saf su ile
200 mL ’ye tamamlandi. indigo karmin suda kolayca ¢oziindiigiinden direk saf suda 20
mg/200 mL ’lik ¢ozeltisi hazirlandi. Bu amagla cam tiipte, reaksiyonun son hacmi 5 mL
olmak Uzere 4 mL boya ¢ozeltisi, 500 mU/mL olacak sekilde hazirlanmis enzim
cozeltilerinden (Ticari lakkaz, P. ostreatus C. subvermispora lakkazi) 500 pL ve
medyatorli deneyler igin de herbir medyatérden 500 pL alinip vortekslenerek
karistirildiktan sonra 30 °C’ de karanlikta degisik zaman araliklarinda (0.5, 1, 2, 4, 8, ve
24 saat ) inklbasyona birakilarak renk degisimi farki gozlendi. Renk siddetindeki

azalma % olarak; asagida verilen formiille hesaplandi.

— ]Dnmmi _ﬁnbs]

D
Apj

D; % olarak renk siddetindeki azalma, Ajnj; reaksiyon hacminin baslangicta oOlciilen

absorbsiyon degeri ve Aops; zamana bagli olarak ol¢iilen absorbans degeridir.
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Bu amacla; 1-(4-Sulfofenil)-3-metil-5-pirazolin (SMP) 10 mM ve 15 mM , 3-
Metil-1-(4'-sulfoamidofenil)-5-pirazolin (MSPP) 3 mM ve literatiirde kullanildig1 ifade
edilen 1-hidroksibenzotriazol (HBT) 6 mM ile metilsiringate (MS) 6 mM derisimlerde
(Sekil 3.3) hazirlanarak bu bilesiklerin ve lakkazin indigo boyay1 ve indigo karmini
renksizlestirmedeki etkinlikleri arastirildi. Kullanilan bilesiklerden HBT disinda diger-
lerinin ¢ozunurliklerinde problem oldugundan bu bilesiklerin ¢ozeltileri manyetik

karistiric1 ve sonikator kullanilarak ancak belli derisimlerde hazirlanabildi.

\N \
NH, OH
3-Metil-1-(4"-sulfoamidofenil)-5-pirazolin 1- (4- sulfofenil)-3-metil -5- pirazolin
o
HO
\ OH
N
N/
\\N:© -0 0
5 |
1-Hidroksibenzotriazol Metilsiringeyt

Sekil 3.3. Calismada kullanilan medyatdrler

59






Giilsen KAYA

4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Protein Miktar1 ve Lakkaz AKtivitesi

Kavun, karpuz kabuklar1 ve kozalak iizerinde kiiltivasyonu yapilan iki mantarin
26 gunluk inkibasyon stresine bagl olarak salgiladiklari protein miktarlar1 ve enzim
aktiviteleri Cizelge 4.1-4.4 ve Sekil 4.1- 4.4'te verilmistir. Protein miktar1 ve enzim
aktivitesi uygun goriillerek 1 L’lik erlenlerde kiiltivasyonlar1 yapilarak 16 giinliik
inklibasyon siresinin sonunda segilen kiiltiirlerin protein miktarlari ve enzim aktiviteleri
Cizelge 4.5. ile Sekil 4.5. ve Sekil 4.6.'da verilmistir.

4.2. Enzim Safastirma/Zenginlestirme

Amonyum sulfat ¢oktirmelerinden sonra liyofilize edilerek kalibre edilmis
(Sekil 4.7.) kolona ayr1 ayr yiiklenen 6rneklerle ilgili cihaz ¢iktisi olarak elde edilen
veriler Sekil 4.8. ve 4.9’da verilmistir. Ham, amonyum siilfat ¢oktiirmeleri sonrasi ve
kolon sonrasi mikrotiterde kalitatif olarak gdzlenen aktivite degerlerine dayanarak

toplanan fraksiyonun elektroforez bant profilleri Sekil 4.10 ve 4.11°de verilmistir.

4.3. Optimal pH, Sicakhk ve Kinetik Parametre Verileri (Enzim

Karakterizasyonu)

Ticari olarak temin edilen lakkaz ile kolon sonrasi elde edilen enzim
orneklerinin; optimal pH degerleri Sekil 4.12-4.14 ve Cizelge 4.6’da optimal sicaklik
degerleri ise Cizelge 4.7 ve Sekil 4.15 —4.17'de verilmistir.

25 mM tartarat tamponu icerisinde pH'st 3 olan 30 °C sicakliktaki enzim
¢ozeltileri ile 50, 100, 200, 600 ve 1000 uM derisimlerindeki ABTS ¢0zeltilerinin 2
dakikalik inkiibasyonlar1 sonucu elde edilen verilerden yararlanilarak c¢izilen
Lineweaver-Burk ve Michaelis-Menten Grafikleri ve hesaplanan Ky ve Vmax degerleri
Cizelge 4.8 ile Sekil 4.18 — 4. 23'de verilmistir.

4.4. Lakkaz Medyator Sistemlerinin indigo Boyalar1 Renksizlestirmedeki
Etkinligi
Indigo/indigo karmin boyalarinin renksizlestirilmesinde kullamlan medyator

lerin; SMP, MSPP, HBT ve MS’nin ylizde renksizlestirme oranlari ticari lakkaz/indigo
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icin Cizelge 4.9 ile Sekil 4.24’de indigo karmin i¢in Cizelge 4.12 ile Sekil 4.27°de
verilmistir. C. subvermispora lakkazi /indigo i¢in Cizelge 4.10 ile Sekil 4.25’de indigo
karmin i¢in ise Cizelge 4.13 ile Sekil 4.28’de verilmistir. P. ostreatus lakkazi /indigo
icin Cizelge 4.11 ile Sekil 4.26’de indigo karmin i¢in ise Cizelge 4.14 ile Sekil 4.29’da

verilmistir
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Cizelge 4.1. C. subvermispora’nin uygulanan kosullar altindaki zamana bagl protein miktari

Protein Miktar1 (ng/mL)
3 .
£ | indiikleyici | DETisim 4. Giin 8. Giin 12. Giin 16. Giin 26. Giin
s (Mm)
Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak
Kontrol 20,54 | 1351 | 12,66 | 3522 | 84,92 | 46,11 | 28,32 | 64,91 | 34,25 | 39,36 | 32,01 | 39,52 | 82,77 | 42,00 | 61,03
0,05| 41,38 | 71,08 | 33,00 | 36,42 | 129,58 | 40,94 | 29,20 | 135,09 | 36,89 | 32,65 | 166,76 | 41,43 | 62,00 | 31,76 | 59,54
2,4-Ksilidin
g 5|40,78 | 71,82 | 31,70 | 27,95 | 44,32 | 10,71 | 38,66 | 53,99 | 15,21 | 59,38 | 42,10 | 21,95 |101,11| 37,59 | 56,98
o
% 0,05| 51,80 | 61,46 | 39,41 | 599 | 66,35 | 36,41 | 24,67 | 116,44 | 39,37 | 22,73 | 120,48 | 53,20 | 66,32 | 153,29 | 106,21
B3 | 2,5-Ksilidin
i 5| 66,19 | 33,05 | 38,12 | 49,26 | 46,83 | 16,43 | 39,54 | 73,91 | 12,57 | 55,81 | 117,75 | 13,02 |102,76| 65,16 | 72,87
'S
o
g 0,05| 69,90 | 42,32 | 30,28 | 41,04 | 104,51 | 62,06 | 35,53 | 106,28 | 47,42 | 43,28 | 110,89 | 50,37 |102,27 | 98,89 | 126,05
21 3,5-Ksilidin
3 5| 15,17 | 18,35 | 21,78 | 51,30 | 28,71 | 33,36 | 79,99 | 45,69 | 17,95 | 36,07 | 56,46 T.E |108,90| 46,93 | 88,80
0,005| 14,73 | 4,43 36,97 | 24,78 | 14,05 | 30,85 | 33,03 | 33,10 | 25,92 | 24,60 | 8558 | 38,58 |130,86|160,91 | 7,21
Sentezlenen
0,05| 45,44 | 63,20 | 38,77 | 26,65 | 7552 | 34,74 | 20,95 | T.E 16,18 | 49,72 | 24,11 | 25,47 | 13,16 T.E T.E

T.E., Tayin edilmedi
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Sekil.4.1. C. subvermispora’nin uygulanan kosullar altindaki zamana bagli protein miktari.
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Cizelge 4.2. P. ostreatus’un uygulanan kosullar altindaki zamana bagli protein miktar1.

Protein Miktar1 (ng/mL)
5 .
E | indikleyici | DSIsim 4. Gin 8. Gin 12. Gin 16. Gin 26. Gin
s (mM)
Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun || Karpuz | Kozalak | Kavun || Karpuz | Kozalak
Kontrol 3791 | 26,83 20,00 68,91 | 49,76 47,65 | 102,58 | 95,72 41,62 | 171,52 | 157,69 | 36,93 | 192,84 | 199,57 | 39,86
0,05| 31,30 | 44,39 22,63 53,67 | 91,24 42,24 | 101,28 | 118,75 | 35,64 | 159,50 | 151,79 | 28,13 | 203,75 | 156,53 | 37,13
2,4-Ksilidin
5| 49,47 | 67,02 8,93 47,05 | 34,46 9,78 104,88 | 84,06 19,73 | 131,73 | 111,52 | 13,61 | 197,46 | 122,25 | 46,63
% 0,05| 50,12 | 42,82 33,71 35,32 | 68,72 40,46 97,52 | 157,80 | 56,35 | 148,94 | 17193 | 56,05 | 231,16 | 176,65 | 100,05
£ |2,5-Ksilidin
e 5| 73,48 | 80,28 25,86 60,53 | 80,96 12,76 | 119,90 | 108,64 | 14,09 |208,96 | 126,28 | 11,72 | 268,31 | 178,10 | 60,06
>
8
3 0,05| 36,20 | 48,76 7,59 65,38 | 106,31 | 46,01 | 109,30 | 137,70 | 36,06 | 134,22 | 148,36 | 34,10 | 264,09 | 255,49 | 46,58
& | 35-Ksilidin
5] 33,81 | 36,00 19,52 | 107,49 | 66,64 18,34 | 138,96 | 77,79 2494 | 183,71 | 73,69 15,16 | 222,69 | 132,09 | 94,27
0,005 | 2546 | 22,95 33,84 51,19 | 43,15 18,09 | 101,20 | 114,49 | 10,13 | 142,23 | 152,43 | 19,73 | 271,72 | 92,56 T.E.
Sentezlenen
0,05| 51,28 | 52,20 22,95 54,50 | 54,47 21,08 97,60 | 112,89 | 21,76 | 136,24 | 147,50 | 25,47 99,63 | 114,65 T.E.

T.E., Tayin edilemedi
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Cizelge 4.3. C. subvermispora’nin uygulanan kosullar altindaki zamana bagl lakkaz aktivitesi

Lakkaz (U/L)
*E i . . | Derisim . . " . .
s Indiikleyici 4. Gln 8. Gin 12. Gun 16. Gun 26. Gin
s (mM)
Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun || Karpuz | Kozalak | Kavun [ Karpuz | Kozalak
Kontrol 87,70 | 13,36 17,59 | 409,58 | 459,45 | 70,84 | 921,56 | 530,90 | 120,20 |1380,12 | 282,70 | 160,27 |1656,14 | 596,57 | 195,89
0,05| 95,27 | 39,18 20,59 | 483,93 | 321,88 | 93,94 | 952,73 | 365,06 | 136,90 |1823,09 | 476,36 | 218,15 |2108,02 | 527,56 | 229,28
2,4-Ksilidin
© 5| 20,37 | 8,68 13,91 |1064,06 | 78,47 | 311,64 |1573,78| 185,87 | 375,08 |2315,04 | 503,80 | 690,06 |3552,70|1591,59 | 692,29
g
E 0,05| 32,39 | 15,25 15,80 | 781,33 | 450,77 | 74,57 |1023,96 | 454,10 | 113,53 |1671,73 | 783,55 | 186,98 |2530,69 | 505,30 | 222,60
2 | 2,5-Ksilidin
i 5| 28,05 | 2,89 5,34 918,23 | 18,92 | 396,23 |1438,00| 40,74 | 552,05 |2134,73| 115,75 | 732,35 |3383,52| T.E. | 912,66
2
§ 0,05| 211,92 | 14,80 17,47 | 27491 | 277,14 | 66,22 | 719,00 | 445,20 | 1469,16 | 1351,18 | 389,55 | 151,37 |1780,80 | 547,60 | 253,76
£ | 3,5-Ksilidin
© 5| 23,26 | 1,00 5,68 468,57 | 5,01 80,69 | 15512 | 7,12 382,87 |1669,54| 22,26 | 641,09 |2319,49| 151,81 | 623,28
0,005 | 62,88 | 28,83 8,68 47191 | 284,93 | 30,61 |1233,20| 425,17 | 129,11 |2419,66 | 556,50 | 198,11 |2604,42| 609,92 | 173,63
Sentezlenen
0,05| 78,02 | 6,01 11,80 | 319,99 | 228,17 | 135,23 |1219,85| 505,30 | 276,02 |2148,09 | 1075,16 | 340,58 |2337,30|1535,94 | 356,16

T.E., Tayin edilemedi
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Cizelge 4.4. P. ostreatus’un uygulanan kosullar altindaki zamana bagli lakkaz aktivitesi.

Lakkaz (U/L)
g : Derisim
S Indiikleyici S 4. Gln 8. Glin 12. Giin 16. Gin 26. Gun
S (mM)
Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun || Karpuz | Kozalak | Kavun || Karpuz | Kozalak
Kontrol 5,57 0,89 11,04 | 182,13 | 87,26 154,93 |1202,04| 164,03 | 135,79 |1598,27 |1342,28 | 369,52 |2457,50|1019,51| 1150,84
0,05| T.E. 1,74 2,49 | 207,02 |1353,41| 156,27 | 929,36 | 962,75 | 85,70 |1845,35|1562,65| 394,00 |2640,04 |1213,17| 665,57
2,4-Ksilidin
5| 7,97 2,27 3,34 | 345,03 | 150,81 | 69,01 |1596,04|141351| 80,14 |1878,74|1564,88| 164,72 |2956,13 | 883,72 | 732,35
(%2}
% 0,05 4,99 3,12 26,98 | 373,08 | 1947,75| 499,18 |1061,80|2737,98| 298,28 | 1458,03|1916,59 | 558,73 |2689,01 | 1277,72 | 1322,24
£ | 2,5Ksilidin
2 5| 6,50 3,47 2,80 | 304,96 | 508,64 | 39,51 |1148,62| 730,13 | 48,97 |1707,34| 970,54 | 164,72 |2016,76 | 2012,30 | 694,51
°
g 0,05| 5,97 3,43 12,38 | 402,35 | 771,31 | 135,79 |1026,19 |1015,06 | 184,76 | 852,56 |1048,45| 563,18 |2573,26 | 1589,36 | 890,40
3,5-Ksilidin
5| 8,15 2,85 4,63 691,17 | 286,60 45,63 |1322,24|1449,13| 35,62 |1345,01(2168,12| 260,44 |3014,00|1402,38| 1015,06
0,005| 7,08 2,18 521 | 470,24 | 35,62 74,01 |1257,69 |1927,72 | 291,61 |2047,92|2123,60 | 287,15 |2622,23|1197,59 | 511,98
Sentezlenen
0,05 4,27 1,47 2,09 358,94 | 292,16 35,06 881,50 | 1386,80| 62,33 783,55 |1393,48| 77,91 |1892,10| 952,73 | 316,09

T.E., Tayin edilemedi
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Cizelge 4.5. Segilen 7 farkli kosulda drneklerin 16. giindeki protein miktari ve lakkaz aktivitesi.
Degerler her bir kosul i¢in ikiger kiiltivasyonun ortalamalaridir.)

Tiir / Kosul Protein Miktari Lakkaz Aktivitesi
ar o (Mg/mL) (UIL)

C. subvermispora 5 mM
2,4-Ksilidin (Kavun) 26,87 2940,55
C. subvermispora 0,005 mM 4318 1748,53
Sentezlenen (Kavun)
C. subvermispora 5 mM
2 5-Ksilidin (Kozalak) 112,02 684,22
P. ostreatus 0,05 mM
2,5-Ksilidin (Karpuz) 381,21 5471,51
P. ostreatus 5 mM
2,5-Ksilidin (Kavun) 180,40 9498,34
P. ostreatus 0,005 mM 19577 5764.23
Sentezlenen (Kavun)
P. ostreatus 0,005 mM 40117 4866.04

Sentezlenen (Karpuz)
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500 | C. subvermispora 2,4-Ksilidin 5 mM
W C. subvermispora 2,5-Ksilidin 5 mM
400 - W C. subvermispora Sentezienen 0,005 mi
"_ng 1 P. ostreatus 2,5-Ksilidin 0,05 miM
"EE W P. ostreatus 2,5-Ksilidin 5 mM
= i
":' 300 P, ostreatus Sentezlenen 0,005 mM
pe
S
=
=
= 200
2
[=}
et
o
100 -
Kavun Karpuz Kozalak
16.Giin

Sekil. 4.5. Segilen 7 farkli kosulda 6rneklerin 16. giindeki protein miktari

+ —
1,E+04 mC subvermispora 2,4-Ksilidin 5 mM
9,E403 - WC. subvermispora2,5-Ksilidin 5 mi
8 E+03 - mC subvermisporaSentezienen 0,005 mi
—_— P, ostreatus 2,5-Ksilidin 0,05 mM
< 7,E403
=) WP, ostreatus 2,5-Ksilidin 5 mi
.g 6,E+03 ] P, ostreatus Sentezlenen 0,005 mM
=
> _
= 5,E+03
<
N 4,E+03 b
(3]
=
w 3,E+03 -
-
2,E403 -
1,E+03 -
0,E+00 .
Kavun Karpuz Kozalak
16.Giin

Sekil. 4.6. Segilen 7 farkli kosulda drneklerin 16. glindeki lakkaz aktivitesi
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Sekil . 4.7. Kullanilan Sephacryl S-100 kolonu i¢in kalibrasyon grafigi.
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Sekil . 4.8. C. subvermispora ile elde edilen lakkazin kolon grafigi (35.- 68. mL arasi fraksiyon toplanmigtir).
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mAu
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Sekil 4.9. P. ostreatus ile elde edilen lakkazin kolon grafigi (38.- 72. mL aras1 fraksiyon toplanmustir).
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moow >

® 7

Sekil 4.10. C. subvermispora lakkaz elektroforez profilleri. WM; protein standardi [(Weight
Maker, A ;At serumu ap-makroglobulini M.A.; 180.000, B; E. coli B-galaktozidaz
M.A.: 116.000, C; Insan siitii laktoferini M.A.: 90.000 , D;Tavsan kas1 piruvat kinazi
M.A.: 58.000, E;Domuz kalbi fumarazi M.A.. 48.500 , F;Tavsan kasi laktat
dehidrojenazi M.A.: 36.500 , G;Tavsan kasi Triozfosfat izomeraz1t M.A.: 26.600) Sigma
SDS7B2], 1; ham, 2; amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi, 3; Sephacryl S 100 kolonu
sonrasi, T.L.; satin alinan T. versicolor lakkazi.

moO O m>

m

Sekil 4.11. P. ostreatus lakkazi elektroforez profilleri. WM; protein standardi [(Weight Maker,
A ;At serumu ap-makroglobulini M.A.: 180.000, B; E. coli B-galaktozidazi M.A.:
116.000, C; Insan siitii laktoferini M.A.: 90.000 , D;Tavsan kasi piruvat kinazi M.A..:
58.000, E;Domuz kalbi fumarazi M.A.: 48.500 , F;Tavsan kasi laktat dehidrojenazi
M.A.: 36.500 , G;Tavsan kas1 Triozfosfat izomerazt M.A.: 26.600) Sigma SDS7B2], 1;

ham, 2; amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi, 3; Sephacryl S 100 kolonu sonrasi, T.L.;
satin alman T. versicolor lakkazi.
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Cizelge 4.6. Ticari lakkaz ve kismi saflastirilan lakkazlarin farkli pH'larda 1 mM

ABTS‘ye kars1 2. dakikada dlgiilen aktiviteleri.

Aktivite (umol/dak.)
PH Ticari C. subvermispora  P. ostreatus
Lakkaz (C.S) (P.0)
(T. versicolor) o e
2,00 237,904 27313,020 1909,908
2,50 366,455 28080,990 1936,620
3,00 823,064 21670,110 1689,534
3,50 1045,942 15893,640 2250,486
4,00 853,115 10584,630 1662,822
4,50 722,894 5442,570 1215,396
5,00 575,978 2871,540 901,530
6,00 253,764 567,630 574,308
30000 4
=g E‘-\__
25000 1
g 20000 A EJ\
g \.___\..
2 0
5 15000 \
= A —a— Ticar Lakkaz
8 '\_\.\ (T. versicol?r)
é 10000 EJ\__\ _E_((:c.ss?])mmspora
- Ay —— P. ostreatus
- (P.0)
S000 \
O T 1
0,0 1,0 7,0
pH

Sekil. 4.12.. Ticari lakkaz ve kismi saflastirilan lakkazlarin farkli pH'larda 1 mM
ABTSye kars1 2. dakikada dl¢iilen aktiviteleri.
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Aktivite (mumol/dak.)

30000 4

25000 1

20000 4

15000 A

10000 A

5000 4

Sekil. 4.13. C. subvermispora lakkazinin optimal pH aktivitesi.

Absorbans (436 nm)

040 7

0,20

0,00

H

0,0

H

3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

Sekil. 4.14. P. ostreatus lakkazinin optimal pH aktivitesi
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Cizelge 4.7. Ticari lakkaz ve kismi saflagtirilan lakkazlarin farkl sicakliklarda
0,6 mM ABTS’ye kars1 2. dakikada 6lgiilen aktiviteleri.

Aktivite (umol/dak.)
Sicakhik
(°C) Ticari Lakkaz | C. subvermispora
(T. versicolor) (C.S) P. ostreatus (P.O.)
20,00 439,913 11252,430 874,818
30,00 768,805 20234,340 1495,872
40,00 361,447 17429,580 808,038
50,00 153,594 13623,120 580,986
60,00 20,869 9082,080 207,018
70,00 0,000 1936,620 0,000
20000 - N\
/ \h\\
15000 - h
= —%— Ticari Lakkaz (T.
s d: —a— ‘({frsillzifleorrrzlisp ora
g 100007 \.\" —X—%‘C.oss.t)reatus
— ﬁ\ (1;-‘.0.)
= \
2
=
j‘ﬂ 5000 - ‘
—— .\..\.h
— %_H_“““&—_ ——
0 T T ______Q___ » 1
0 20 40 60 80
Sicakhk (°C)

Sekil. 4.15. Sicakliga bagli lakkaz aktivitesi
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25000 -
20000 A
_—
';,_é 15000 4
=
=
=]
5 10000
S
2
=
£
2 5000 A
=)
O T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicakhk (°C)

Sekil. 4.16. C. subvermispora lakkazinin optimal sicaklik aktivitesi.

1600 -
1400
1200
2 1000 A
]
=
=
g 800
= 600 A
]
-
& 001
<
-
200 -
O T T T T T T L 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicakhk (°C)

Sekil. 4.17. P. ostreatus lakkazinin optimal sicaklik aktivitesi.
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Cizelge 4.8. Ticari lakkaz ve kismi saflastirilan lakkazlarin 30 °C sicaklik ve pH 3’te
degisik ABTS derisimlerinde 436 nm’de dlgiilen absorbans degerlerine
bagl olarak hesaplanan kinetik parametreler.

Aktivite (umol/dak.)
[ABTS]
(Mm) | Ticari Lakkaz | C.subvermispora
(T. versicolor) (C.S) P. ostreatus (P.O.)
0.05 252,929 5375,790 500,850
0.10 436,574 10384,290 707,868
0,20 539,249 15526,350 1061,802
0,60 768,805 20234,340 1495,872
1,00 823,064 21670,110 1689,534
V max 946,217 30248,034 1777,146
Km 0,134 0,222 0,132
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4,5E-03 -
4,0E-03 x
3,5E-03
3,0E-03
1V

2,5E-03 1

2,0E-03 -

y=1415E-04x+ 1,057E-03
R-=9.947E-01

1,5E-03 A

5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

11[S]

Sekil. 4.18. Ticari lakkazin aktiviteye (umol/dak.) gore Lineweaver-Burk Grafigi.

900 4

200 4

700 1

600 4

500 4

400

Aktivite (Mumol/dak.)

300 1

200 4

100 1

0 0,2 04 0,6 0,8 1 1.2

[ABTS] (mM)

Sekil. 4.19. Ticari lakkazin aktiviteye (umol/dak.) gre Michaelis-Menten Grafigi.
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2,0E-04

1V 1.5E-04

1.0E-04

y="7,354E-06x+ 3,306E-05

/ R*=9,890E-01
-10,00 -5,00 0.00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
-5,0E-05 -
1/[S]

Sekil. 4.20. C. subvermispora lakkazinm aktiviteye (umol/dak.) gére Lineweaver-Burk Grafigi.

25000 4

20000 4

15000

10000 +

Aktivite (umol/dak.)

5000 4

0.4

0.6 0.8 1

[ABTS] (mM)

12

Sekil. 4.21. C. subvermispora lakkazinin aktiviteye (umol/dak.) gére Michaelis-Menten Grafigi.
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P. ostreatus

1.,0E-03

y="7,428E-05x+ 5,627E-04
R-=9,931E-01

-10,00 -5.,00 0.p0 5,00 10,00 15,00 20,00

]
N
<
=

11[S]

Sekil. 4.22. P. ostreatus lakkazinin aktiviteye (umol/dak.) gére Lineweaver-Burk Grafigi.

1800 -
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800
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Sekil. 4.23. P. ostreatus lakkazinin aktiviteye (umol/dak.) gére Michaelis-Menten Grafigi.
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Cizelge 4.9. Ticari lakkaz ile olusturulan lakkaz-medyator sistemlerinin indigo boya lizerine etkisi

% Renksizlestirme (Indigo)
.. | Derigim -
Medyator (mM) Inkiibasyon Siiresi (saat)
0,5 1 2 4 8 24
Kontrol - - - 2,99 9,20 16,67
N
8 0] - : : - - :
X SMP
- 15 - - - - - -
8 HBT 40,13 73,37 84,21 85,67 86,20 8576
'_
MS 45,77 50,46 53,25 56,12 57,06 59,09
MSPP - - - - 491 18,18
100
=S 80 WKontrol
20 WSMP (10 mia)
E mSMP {15 mi)
E 60 - WHET{6 mM)
= WMS (6 mM)
et
é}- EMSPP (3mM)
E 40
>
c
@
o
B’e 20 .
0 T T
0,5 1 2 4 8 24
inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil. 4.24. Ticari lakkaz ile lakkaz-medyator sistemlerinin indigo boya Uizerine etkisi

84



Giilsen KAYA

Cizelge 4.10. C. subvermispora ile olusturulan lakkaz-medyat6r sistemlerinin indigo boya lizerine etkisi

= % Renksizlestirme (Indigo)
= .. [ Derisim - 3
< | Medyator (m|\§/l) Inkiibasyon Siiresi (saat)
= 0,5 1 2 4 8 24
Kontrol 1,36 0,09 0,66 1,28 2,38 5,58
n S 10 9,14 3,00 7,05 12,26 18,20 38,17
®» o | SMP
S 15| 575 6,38 8,00 9,28 14,90 34,61
S
e
g_ S| HBT 6 73,88 87,00 95,39 99,13 99,71 99,71
_ =
8 § MS 6 28,53 33,80 40,20 47,29 50,85 53,88
MSPP 3 ) - - - 0,34 2,08
120
—_— 100 ~ mKontrol
En WSMP {10 mi)
E 80 WSMP {15 MM}
g WHBT(6 mM)
= 60 WMS (6 mM)
= i
E mMSPP {(3mi)
N
‘n
= 40 -
a
o
=
20
0 -
0,5 1 2
inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.25. C.subvermispora lakkazi ile lakkaz-medyator sistemlerinin indigo boya Uizerine etkisi
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Cizelge 4. 11 P. ostreatus ile olusturulan lakkaz-medyator sistemlerinin indigo boya lizerine etkisi

= % Renksizlestirme (Indigo)
= .. | Derigim - .
é Medyator (Mrsn) Inkiibasyon Siiresi (saat)
0,5 1 2 4 8 24
" Kontrol - - - - 0,29 -
>
© 10 - - 1,72 2,54 - 1,11
~ | SMP
2 15 - 1,31 012 - 6,44 12,38
(%]
g HBT 6 - 12,00 38,31 52,24 59,70 98,50
S
§ MS 6 7,99 24,50 - - 56,55 58,11
o
MSPP 3 - 0,50 - - 0,44 0,54
120 +
— 100 - W Kontrol
[3)
Ry WSMP (10 mM)
&=
£ 380 - mSMP (15 mM)
T WHEBT(6 mM)
E mMS (6 mi)
'U;.h 60 | W W
K mMSPP (3mM)
N
5
= 40 -
a
o
=
20
0 1 T T
0,5 1 2 4 & 24
inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.26. P.ostreatus lakkaz ile lakkaz-medyator sistemlerinin indigo boya Uizerine etkisi
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Cizelge.4.12. Ticari lakkaz ile olugturulan lakkaz-medyatdr sistemlerinin indigo karmin boya tizerine etkisi

% Renksizlestirme (Indigo Karmin)
.. | Derisim i .
Medyator (m,\sﬂ) Inkiibasyon Siiresi (saat)
0,5 1 2 4 8 24
Kontrol - 0,34 6,17 14,10 22,51 34,58
N 10 23,28 65,99 90,69 91,37 91,29 86,47
< |smp
iu 15 24,14 65,96 74,74 91,89 91,82 86,21
'S | HBT 6 58,10 96,02 96,01 95,89 96,57 92,97
[&]
= | MS 6 51,72 93,10 91,76 90,32 86,01 75,02
MSPP 3 8,62 70,34 79,53 85,88 88,92 85,43
120
100 - mKontrol
WSMP (10 mia)
WSMP (15 mia)
WHET (6 mM)
WIS (6 mM)
HWMSPP (3 mi)

% Renksizlestirme (indigo Karmin)

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.27. Ticari lakkaz ile olusturulan lakkaz-medyator sistemlerinin indigo karmin boya lzerine etkisi
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Cizelge 4.13. C. subvermispora ile olusturulan lakkaz-medyator sistemlerinin indigo karmin boya lizerine etkisi

= N % Renksizlestirme (Indigo Karmin)
é Medyator D(f;l'\s/gn Inkiibasyon Siiresi (saat)
0,5 1 2 4 8 24
Kontrol 10,98 19,08 32,68 55,22 80,01 95,10
2 O 10| 97,02 97,00 97,81 96,48 97,53 93,95
§.§ SMP 15 73,98 80,10 96,72 96,20 97,53 94,52
§- § HBT 6| 100,81 101,09 101,09 99,73 100,82 101,73
8 % MS 6 98,64 98,64 97,81 95,39 91,78 89,05
MSPP 3 66,09 80,92 93,16 89,70 89,59 89,62

Ceriporiopsis subvermispora
120

100 mKontrol

mWSMP (10 mi)
30 mSMP (15 mi)
WHET (6 mM)
WS {6 mM)

60
mMSPP {(3mi)

40

20

% Renksizlestirme (indigo Karmin)

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.28. C. subvermispora ile olusturulan lakkaz-medyator sistemlerinin indigo karmin boya Uzerine etkisi
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Cizelge 4. 14. P. ostreatus ile olusturulan lakkaz-medyatdr sistemlerinin indigo karmin boya lzerine etkisi

= % Renksizlestirme (Indigo Karmin)
= .. | Derisim : .
§ Medyator (ml\sll) Inkiibasyon Siiresi (saat)
0,5 1 2 4 8 24
” Kontrol - - - - - -
>
§ 10| 4345 61,79 80,86 87,53 92,33 87,89
S |smp
2 15| 5142 69,91 85,51 90,51 93,43 86,74
[%2]
% HBT 6 - 0,49 8,04 22,45 95,07 96,54
S
E MS 6| 96,20 95,91 95,35 93,77 92,60 89,62
o
MSPP 3 1,33 7,63 17,17 30,06 45,44 65,75
120 ~
100 - WKontrol
WSMP {10 MM}
WSMP {15 MM}
WHET (6 miM)
mMS {6 M)
EMSPP (3mIM)

% Renksizlestirme (indigo Karmin)

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.29. P. ostreatus ile olusturulan lakkaz-medyatdr sistemlerinin indigo karmin boya (izerine etkisi
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5. TARTISMA VE SONUC

Karbon-azot oranlari tayin edilen kavun, karpuz kabuklar1 ve ¢am kozalagi
arasinda kavun kabugu ortalama C/N en diisiik deger (C/N=25.74), kozalak i¢in ise en
yiiksek deger (C/N=146.25) olarak bulunmustur. Hem kontrolde hem de indiikleyicilere
bagl kiiltivasyonlarda dlgiilen protein miktar1 ve lakkaz aktivitesi genellikle, kat1 destek
materyal olarak kavun kabugu kullanildiginda en yiiksek, kozalak kullanildiginda ise
genellikle en diisiik degerler elde edilmistir. Bu sonuglar lakkaz {iretiminde kullanilacak
kati destek materyalin C/N’larmin  ¢ok yiliksek olmamasi  gerektirdigini
diisiindiirmektedir. Diger yandan dogal materyallerdeki regine asitlerinin fungus
tiremesini inhibe ettigi belirtilmistir (Micales ve ark. 1991). Cam kozalaginda regine
asitlerinin yiksek oranda bulunmasina karsin, kullanilan her {i¢ destek materyal de
KOH ile uzun siire (bir gece boyu) yikandigi ve kuramsal olarak ii¢ drneginde regine
asitlerinden arindirilmis  oldugu g6z Oniline alinirsa katt destek materyalin
uygunlugunun, kimyasal kompozisyonuna bagli C/N’dan kaynaklanmis olabilecegi
diisiiniilebilir. Ozellikle lakkaz aktivitelerinin kavun kabuguyla en yiiksek deger olarak
Ol¢iilmiis olmasi, kat1 faz kiiltivasyonlarinda lignoseliilotik substratlar {izerinde hem
lakkazlarla birlikte lakkaz aktivitesini artiran tanimlanmamis bir takim bilesiklerin de
salgilandigi hem de lakkazlarin coklu formda salgilandiginin saptanmis olmasi
(Leontievsky ve ark. 1999), kavun kabugu kimyasal kompozisyonunun diger destek

materyallerle kiyaslandiginda daha uygun oldugunu gostermektedir

Test edilen indiikleyiciler ve derisimleri arasinda ¢ok carpict farkliliklar
saptanmamustir. En yiiksek lakkaz aktivitesine 2,4- 2,5- ve 3,5-ksilidin ile ulasilmistir.
2,5-ksilidinin indiikleyici olarak kullanildigi ¢ok sayida ¢alisma vardir (Kollmann ve
ark. 2005). Beyaz curukeil mantar olan P. cinnabarinus SS3’un indikleyici olarak 2,5-
ksilidin kullanildiginda mantarin metabolik olarak bu bilesikten dokuz farkli tiirev
sentezledigini ve bunlarin ig¢inde de (4E)-4-(2,5-dimetilfenilimino)-2,5 dimetil-
siklohegza-2,5-dienon tiirevinin lakkaz salgilama iizerine indiikleyici etkisinin en
yiiksek oldugunu yapmis olduklart arastirma ile iddia etmislerdir. Ancak arastirma-
cilarin onerdikleri yontemle sentezledigimiz bilesigin 2 farkli fungus ve 3 farkli destek
materyalin hi¢ birisinde kullanilan diger indiikleyicilerden daha olumlu bir etki

gostermedigi saptandi. Bu sonug, kullanilan bu bilesigin P. cinnabarinus SS3’(n lakkaz
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geni lizerinde gosterdigi indiikleyici etkisini P. ostreatus ve C. subvermispora lakkaz
genleri lizerinde gostermemis olabilecegini diisiindiirmektedir. 2,4- ve 3,5-ksilidinlerle,
2,5-ksilidinin indiikleyici etkisine esit ya da daha yiiksek etki gostermeleri 2,4- ve 3,5-
ksilidinlerle (4E)-4-(2,5-dimetilfenilimino)-2,5-siklohegzan-2,5-dienon sentezleneme -
yecegi diisiiniiliirse 2,4- ve 3,5-ksilidinlerin metabolitleri arasinda idda edilen bilesik
kadar ya da daha fazla indiikleyici etkisine sahip bilesiklerin olabilecegi kanisini

uyandirmaktadir.

Kultivasyonla uretilen enzimlerin sephacryl S-100 kolonu hemen hemen ayni
stirelerde gegmis olmasi (C. subvermispora 35. - 68. mL arasi, P. ostreatus 38. — 72.
mL arasi eliisyonlarda) molekiil agirliklarinin biribirine yakin oldugu diisiincesine yol

agmistir (Molekiil agirliklart yaklasik 60.000 ).

Kum degerleri goz oniine alindiginda kultivasyonla elde edilen iki enzim
orneginin de ticari olarak temin edilen lakkazdan daha yiiksek aktiviteye sahip olduklar
saptand1. Kendi 6rneklerimiz i¢inde de bir mikro mantar olan C. subvermispora’nin
salgiladig1 enzim digeriyle kiyaslandiginda gosterdigi aktivite dikkat ¢cekmektedir. Bu
mantarin salgiladigi protein miktarinin digerleriyle kiyaslandiginda diisiik olmas1 ancak
enzim aktivitesinin yiliksek olmasi dikkat cekici bulunmustur. Yapilan goézlemlere
dayanarak akademik c¢alismalar disindaki uygulamalar (tekstil, kagit ve benzeri
endustiriyel amaclar) icin amonyum sulfat ¢oktiirmesiyle elde edilecek fraksiyonun
daha fazla saflagtirma ya da zenginlestirme islemine tabi tutulmadan kullanilabilecegi

distintilmektedir.

Ticari olarak temin edilen lakkaz ile kiiltivasyonla elde ettigimiz P. ostreatus’un
salgiladig1 lakkazin optimal pH ve sicaklik degerleri sirasiyla 3,5 ve 30 °C iken C.
subvermispora’ nin optimal pH ve sicaklik degerleri 2,5 ve 30 °C olarak bulunmustur.

Yapilan deneylerde iki lakkaz 6rnegi igin de pH 3 ve sicaklik 30 °C olarak tercih edildi.

Aragtirmamizin temel amaglarindan birini endiistride kullanilan indigo ve
indigo karmin boyalarin medyatér esliginde irettigimiz lakkaz tarafindan
renksizlestirilebilirligi olusturmaktir. Enzimlerin tekstil endiistrisinde yaygin olarak
kullanilan indigo boyalar1 renksizlestirmesi i¢in katalitik etkinlik gosterebilecegi redoks
medyatorinin belirlenmesine yonelik yapilan galismalarda indigo boya tizerine segilen

medyatorlerden 3-Metil-1-(4'-sulfoamidofenil)-5-pirazolon ve 1-(4- sulfofenil)-3-metil-
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5-pirazolon’un literatlirden 1-hidroksibenzotriazol (HBT) ve Novazymes Turkiye
temsilciligi ile yapilan kisisel goriismelerle temin edilen metilsiringeyt ile
kiyaslandiginda renksizlestirmede genellikle etkili olmadiklar1 ancak indigo karmin’in
renksizlestirilmesinde 1-(4-Sulfofenil)-3-metil-5-pirazolon ve 3-Metil-1-(4'-sulfo amido

fenil)-5-pirazolon’un en az metilsiringeyt ya da HBT kadar etkili olduklar1 gézlendi.

Sonug olarak zenginlestirilen bu enzimlerin ayn1 medyatorlerin esliginde pH,
sicaklik, iyonik siddet gibi parametreler degistirilerek hem indigo hem de indigo karmin

tizerindeki etkileri arastirilmalidir.
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EKLER

EK-1 Poliakrilamit Jel Elektroforezi (PAGE ) i¢cin Kullanilan Cézeltiler

PAGE Alt Jel (Ayirma jeli) : (%12)
5.2mL 1,5 M Tris HCI pH:8,8

8.0 mL Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
200 pL % 10 SDS

200 pL %10 Amonyumpersulfat

8 uL 6,56 M TEMED

6.6 mL d H0

PAGE Ust Jel (Yiginlama Jeli) :(%5)
1.0 mL 1M Tris HCI pH:6,8
1.3mL Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
80 uL % 10 Sodyumdodesilstlfat
80 uL % 10 Amonyumpersilfat
8uL 6,56 M TEMED

5.5 mL d H,0

PAGE Ydritme Tamponu

Tris bazi 39

Glisin 159

SDS 1 g d H20 ile 1000 mL’ye tamamlanir.

PAGE Yikleme Tamponu (2x):

1.2mL 1 M Tris HCI pH:6,8
1,9mL % 99 Gliserin

1.0 mL % 10 Sodyumdodesilsilfat
0,5ml 14 M MET

0,2 mL % 0,1 Bromfenol mavisi

10.4 mL d H,0
Orneklerle 1:4 oraninda seyreltilip, 2 dakika kaynatildiktan sonra jele yiikleme yapalir.
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“Coomassie” Parlak Mavisi ile Gel Boyama Cozeltisi

% 0,2 “Coomassie” parlak mavisi
% 50 Metanol

% 10 Asetik asit

% 40 Su

Jelden Boya Cikarma Cozeltisi
% 15 Metil alkol

% 10 Asetik asit

% 75 Su
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