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OZET

TRAMETES VERSICOLOR VE PHANEROCHAETE CHRYSOSPORIUM
BKM-F 1767 LAKKAZLARININ; INDUKLEYICIYE BAGLI VERIMLI
SALGILANMA KOSULLARININ VE INDIGO BOYALAR UZERINDEKI
ETKILERININ IYILESTIRILMESINDE UYGUN MEDYATORUN
ARASTIRILMASI

YUKSEK LISANS TEZi
Pervin BADEMKIRAN

DICLE UNIVERSITESI
FEN BILIMLERI ENSTITUSU
KIMYA ANABILIM DALI

2011

Dogada yaygin olarak bulunan ve bir glikoprotein olan, molekiil agirliklart 50.000 ile
130.000 arasinda degisen lakkazlarin ana kaynagimi funguslar olusturur. Son {iiriin olarak su
olusturduklar1 i¢in ¢evre dostu olarak tanimlanan bu enzim grubuna ilgi son zamanlarda giderek
artmistir. Tekstil endiistrisinden, kagit endiistrisine, atik aritma proseslerine kadar uygulama
alan1 bulan ve substrat Ozgiinliigi ¢ok genis olan bu enzim grubu, ilgili reaktif radikale
dontistiirmek iizere substratin monoelektronik oksidasyonu seklinde yiirliyen reaksiyonlari
katalizler.

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

Bu calismada Phanerochaete chrysosporium ve Trametes versicolor in degisik destek
materyallerinin kullanildig1 (kavun, karpuz kabuklar1 ve kizil ¢am kozalagl) kati faz
kiiltivasyonu ile gesitli indiikleyicilerle sitimiile edilerek daha fazla lakkaz salgilamasi saglandi.
Buna gore T. versicolor’ 26 giinliik inkiibasyon sonunda kozalak ve 50 pM 2,4-ksilidin ile,
karpuz ve 5000 uM 2,5-ksilidin ile, 50 uM’lik 2,4-ksilidin kozalak 26.giin, ; 5000 uM’lik 2,5-
ksilidin karpuz 26. giin, 5000 uM’lik 3,5-ksilidin 12. giin, 5 pM’lik sentezlenen (4E)-4-(2,5-
dimetilfenilimino)-2,5-siklohegzan-2,5-dienon 26. giin kiiltivasyonda yiiksek protein ve
lakkaz aktivitesi degerlerine ulagildi. Yapilan 6n denemelerde P. chrysosporium ile ii¢ destek
materyal ve dort indiikleyici ile kayda deger protein miktar1 ve lakkaz aktivitesi Slgiilmedi.
T.versicolor ile iiretilen lakkazin ABTS’ye kars1 Ky degeri 0.120, V. degeri 20868,114 olarak
hesaplandi.

Ayrica enzimlerin tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan indigo boyalar1
renksizlestirmesi i¢in katalitik etkinlik gdsterebilecegi redoks medyatoriiniin belirlenmesine
yonelik calismalar yapildi. Indigo boya iizerine segilen medyatorlerin MS ve HBT (1-






hidroksibenzotriazol) ile kiyaslandiginda renksizlestirmede genellikle etkili olmadiklar1 ancak
indigo karmin’in renksizlestirilmesinde NHP, RF ve MPP medyatorleri en az MS ya da HBT
kadar etkili olduklar gézlendi.

Anahtar Kelimeler: Fungus, indiikleyici, lakkaz, medyator, indigo renksizlestirme
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF TRAMETES VERSICOLOR AND PHANEROCHAETE
CHRYSOSPORIUM BKM-F 1767
LACCASES; PRODUCTIVE SECRATION CONDATIONS DEPANDING ON
INDUCER AND PROPER MEDIATOR FOR THEIR EFFECT ON INDIGO DYES

MSc THESIS
Pervin BADEMKIRAN

DEPARTMENT OF CHEMISTRY
INSTITUTE OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES
UNIVERSITY OF DICLE

2011

Main source of laccases, which exist widely in nature and have glycoprotein structure
and molecular weights range from 50.000 to 130.000, are fungus. Since they form water as the
final product, this enzyme group is called as environment-friendly and it has been taking
increasing interest. This enzyme group, which has a wide application field from textile to paper
industry as well as waste refinement processes and of which substrate specifity is quite wide,
catalyses reactions proceeding with the electronic oxidation of the substrate and converting it
into the corresponding reactive radical.

So far, more than one hundred laccases were isolated and characterized from nature.
After 1990 when it was realized that ABTS behaved as a laccase substrate mediator or improve
the effect of the enzyme, usability of many other compounds as substrate for this purpose was
investigated. Consequently, it was established that the mediator compounds can be changed
depending on source of enzyme that is isolated and/or the substrate. Since development of
proper laccase/mediator systems for such purpose will reduce foreign dependence in the related
industries, it contributes cost reduction of the products.

In this labour, excreting more laccases of (melon-watermelon peels and red pine cone)
in which it was used various support materials of Phanerochaete chrysosporium and Trametes
versicolor was elicited by stimulating them by solid phase culturing and various inducers.
According to this, in two different concentrations of these inducers; The maximum laccases
excreting of 50 pM 2,4-xilidine cone is on 26" day, 5000 uM 2,5-xilidine watermelon is on 26"
day, 5000 pM 3,5-xilidine is on 12th day, 5 uM synthesized is on 26th day culturing. It was
dispensed with the large scale production because it was not observed enough amount of protein
and (enough) laccases activity of(in) P. chrysosporium. The Ky value of T.versicolor was found
as 0.120, the V,,,x value was found as 20868,114 in pretestings.

Besides redox mediator , can show catalytical effectiveness for decolorising the indigo
colours used commonly in txtile industry, of enzymes (deoxyribonucleases) determination
oriented studies were done. When we compare the mediators selected for indigo colour with MS
and HBT (1-hidroksibenzotriazol), It was observed that they are not usually effective, but NHP,
RF and MPP mediators are as effective as at least MS or HBT in decolorising of indigo carmine.

Keywords: Fungus, inducer, laccase, mediator, indigo decolouration
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1. GIRIS

Beyaz ciiriik¢lil funguslar, hiire disi ligninolitik enzim sistemleri ile g¢evre
kirliligine neden olan bircok yikimi giic (recalcitrant) organik bilesikleri
(zenobiyotikler, lignin, boyarmaddeler vb.) yiikseltgeyebilmektedir. Ozellikle lignin ve
renk giderimi amaci ile en yaygmn kullanilan beyaz c¢iiriik¢iil fungus tiirleri,
Phanerochaete chrysosporium, Trametes (Coriolus) versicolor’dir. Son zamanlarda
endiistriyel uygulamalarda, Ozellikle tekstil endiistrisinde, boyar maddelerin renk
gideriminde yer alan ii¢ fonksiyonel enzimden Lignin peroksidaz (LiP) ve Mangan
peroksidaz (MnP) H,O, bagh peroksidazlar oldugu belirtilmistir. Lakkaz ise sadece
belirli tiirler tarafindan tiretilen diger bir fonksiyonel hiicre dis1 enzimdir (Beilen ve Li

2002)

Enzimatik stireclerin daha az ¢evre kirliligine yol agmasi, kimyasal siireglerden
daha 1limh kosullarda ve ekonomik olarak gerceklestirilebilmesi nedenleri ile
enzimlerin tekstil, deri ve deterjan endiistrileri ve atik giderme siireclerindeki
kullanimlar1 biiyiik oranda artmistir (Kirk ve ark. 2002). Verimlilikleri, secicilikleri,
tlimli sartlar altinda calisabilmeleri ve biyolojik olarak pargalanabiliyor olmalari
nedeniyle enzimler endiistride organik sentezler, klinik analizler, ilag¢ iiretimi,
deterjanlar gida iiretimi ve fermantasyon gibi birgok alanda kullanilmaktadirlar.
Ozellikle tekstil endiistrisinde beyaz ciiriikgiil funguslar tarafindan salgilanan seliilaz

enzimi mikrofibril uzaklastirmada, lakkaz enzimi ise renk agartmada kullanilmaktadir.

1.1. Odunun Yapisi

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

y1gilmasi olarak tanimlanabilir (Gellerstedt ve ark. 1989).

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

vardir (Sekil 1.1).
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= Fiper Direction =

l_igninAHemlcellulm
Matrin

Sekil 1.1. Odunun hiicre duvar1 yapisi, ince yapisi ve organizasyonunu gosteren genel bir sema

Yaklagik olarak odun agirliginin %45°ni olusturan seliiloz, odunun temel yapis1
olan hiicre duvarini kararl yapar. Bu B-1.4-glikozit bagla bagli sellobiyoz birimlerinin
lineer bir polimeridir. Selilloz molekiillerini, van der Waals kuvvetleri ve hidrojen
baglar1 bir arada tutar. Bu etkilesim sonucu dogal seliillozik yapida; seliiloz zinciri
mikrofibrilleri olarak bilinen demetler halinde siralaniyor. Her mikrofibril yaklasik 40

ayr1 seliiloz zinciri igerir (Kirk ve Cullen 1998).

Hemiseliilozlar odun agirhiginin % 25 ile % 30’nu olusturur. Hemiseliilozlar da
B-1.4-monosakkarit lineer polimerleridir. Seliilozun aksine, hemiseliiloz molekiilleri
daha az dayanikli bigimsiz, rastgele yapilardan olusur ve iskelet yapidaki seker
kalintilarina gore siiflandirilir (Kirk ve Cullen 1998). Hemiseliiloz; lignine, proteinlere
ve diger polisakkaritlere kimyasal olarak capraz bir sekilde baglanir (Palonen 2004).

Ligninin yapisini seliiloz ve hemiseliilozun etkiledigi 6ne siiriilmiistiir.

1.1.1. Ligninin Yapis1 ve Ozellikleri

Lignin, bitkilerde fiberleri, damarlar1 ve hiicreleri birbirine baglayan organik bir
maddedir. Selillozdan 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 ¢eperinde
lignin daima hemiseliilozla beraber bulunmaktadir (Sekil 1.2). Bu hem fiziksel hem de

kovalent baglardan kaynaklanir. Bir¢ok lignin esterlesmis durumda aromatik karboksilli
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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 yapisi vardir. Bugiine kadar
ticari olarak kullanilan ligninler, kiikiirt iceren ligninlerdir. Bunlar lignostilfonatlar ve
kraft ligninidir. Kiikiirt icermeyen ligninlerin heniiz ticari degeri yoktur. Lignin ve
lignin kaynakli iirlinler, topraklarin olusumunda ve hayvan besiciliginde 6nemli rol
oynar. Lignin icerdigi hidrofilik ve hidrofobik gruplarindan &tiirii gida ve kozmetik
sektoriinde  jellesmede veya emiilgator ve  dispergatorlerin  Ozelliklerinin
tyilestirilmesinde kullanilir. Uygun maliyetinden &tiirii dogal ve yenilenebilir
hammadde olarak, giliniimiizde petrokimyasal maddelerin yerine kullanilabilir.
Ligninlerin antioksidan, antibakteryal ve antiviral Ozelliklere de sahip oldugu

belirtilmistir (http://www.ili-lignin.com/aboutlignin.php).

Sekil 1.2. Lignin fiberlerinin mikroskop altinda goriiniimii
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OH OH OH

OCH,

OH  H,Co OH H;CO OH

p-kumaril alkol  koniferil alkol sinapil alkol

Sekil 1.3. Lignin yapisinin 6nciil molekiilleri (Calgerig 2010)

OH
P
CHO OCH,
HO
HO
HO
CHO

OCH,y

Sekil 1.4. Ligninin genel yapist (Palonen 2004)

Lignin, stibstitiie fenil propan birimlerinin birbirleriyle C-C

ve C-O-C

baglanmalariyla olusan, hidrofobik karakteri yliksek, c¢apraz baglanmalar igeren

kompleks aromatik bir polimerdir. Bu capraz baglanmalar, p-kumaril, konoferil ve

sinapil alkoller gibi aromatik bilesiklerle olusmustur (Sekil 1.3 ve Sekil 1.4) (Kirk ve

Cullen 1998, Palonen 2004).
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1.2. Canhlarin Siniflandirilmasi

Canlilar smiflandirilirken temelde hiicre yapilar1 géz Oniine alinir. Buna gore
canlilar iki ana gruba ayrilir. Bunlar basit ilkel canlilarin olusturdugu prokaryotlar ve
ileri yapili canlilarin yer aldig1 6karyotlardir. Yapisal olarak daha basit olan prokaryot
hiicre yapis1 sadece bakterilerde bulunur. Diger biitiin organizmalar yani protista, fungi
(fungus), bitkiler ve hayvanlar, daha karmasik olan Okaryot hiicre yapisina sahiptir

(Sekil 1.5).

unicelular i

absorb or pholosynihasize |

molile or nonmotile
asexual y

Sekil 1.5. Karsilastirmali rRNA gen dizilimiyle tanimlanmis filogenetik yasam
agaci (http://crperiod5.edublogs.org)

Funguslar (Sekil 1.6), fotosentez yapamayan, hif’ler halinde {ireyen
mikroorganizmalardir. Protozoa’lardan degisimle olusmuslardir. Hiicre yapilar bitkilere
benzesede, funguslar besinlarini glikojen olarak depo ederler. iletim dokusu
bulunmayan ve bu nedenle heteretrof, parazit ya da ciiriik¢iil beslenen, fotosentez
yapmamalart nedeniyle 1s1ga bagimli olmayan okaryot canlilardir. Hiicre duvarlar
agirlikli olarak kitin yapidadir. Cok hiicreli iiyeleri, “hif” adi verilen 6zel viicut

boliimlerinden olusur. Hifler, bir araya gelerek “misel” yapilarimi meydana getirir
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(http://www.biltek.tubitak.gov.tr/bilgipaket/canlilar/fungi/fungi_giris.htm).

1808 Addison Wesley Longrman, Inc.

Sekil 1.6. Funguslarin filogenisi. Chytridiomycota ve zygomicota mikro, ascomycota
ve basidiomycota makro funguslar grubunu olusturur. Beyaz c¢iiriikgiil
funguslarin ¢ogu basidiomycota grubu iiyesidirler. (http://bionerds.
freeservers.com/catalog.html)

1.3. Funguslarin Genel Ozellikleri

Fotosentetik pigmentlerinin olmayisi, funguslart karbon ve enerji kaynagi olarak
organik maddeyi kullanmaya zorunlu kilmistir (Demir ve ark. 2004). Funguslar dogada
olduk¢a yagin olarak bulunurlar. Yaklasik 400.000 cesitten olusan oldukca gelismis
hiicresel yapiya sahip okaryot canlilardir (Murray 1990). Biitiin ¢ok hiicreli hayvanlar
ve bitkilere ek olarak algler, protozoalar ve funguslar da oOkaryotik hiicrelerden
olusmaktadir. Okaryotik hiicreler de tiim hiicreler gibi bir plazma membraniyla gevrili
olmalarinin yaninda ekstra bir membranla ¢evrili farkl hiicresel gorevler i¢in 6zellesmis

organellere sahiptir. Her bir organel kendi spesifik gorevini yerine getirir (Purves 1998).
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Funguslarin hiicre duvarlarinda kitin ve seliiloz karakterinde maddelerin bulunmasindan
dolayr devamli degisen cevre kosullarina uyum saglamada olduk¢a direngli olurlar
(Dizge 2007). Funguslar genellikle diisik pH degerlerinde bile kolayca iireyebilir ve
boyle ortamlara adapte olabilirler. Bu sebeple funguslarin minimum ve maksimum pH
limitleri 2-11 arasinda degisebilir. Funguslarin iireme 1s1 limitleri olduk¢a genistir ve
tirler arasinda farklar gosterir. Bu smirlar 0-60 °C arasinda degismektedir. Hifler
maksimum 1s1 limitinin disinda kolayca olmelerine karsin, sporlar1 yiiksek 1siya ve

degisik cevre kosullarina ¢ok fazla dayaniklilik gdsterir (Arda 2000).
1.3.1. Funguslarin Temel Gruplar:

1.3.1.1. Chytridiomycota (chytrids)

Chytridiomycota en kii¢iik ve en basit fungustur. Prekambriyen ¢agindan kisa bir
siire sonra Kuzey Rusya Vendian’da ortaya ¢ikmistir. Su ana kadar bilinen “chytrid”
benzeri en eski fosil fungustur (Hass ve ark. 1994). Bir kayada bulunan en eski fungus
fosilinin (600 milyon yasinda) bir chytride ait olmasi1 da bu sonucu destekler (Aykut
2010).

Sekil 1.7. Chytridler’in suda ylizen sporlarinin etrafa yayilmasi
(http://comenius.susqu.edu/bi/202/Fungi/chytridiomycota
/chytridiomycota.htm)
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Diger funguslardan farkli olarak chytridler suda yasarlar. Su sayesinde yiizen
sporlarint etrafa yayabilirler (Sekil 1.7). Bir chyrtrid sporu ucundaki tek kamgi
sayesinde kendini iterek suya firlatabilir. Baska higbir fungus grubunda kamg¢1 yoktur.
Fungus sistematigi arastirildiginda bu grubun diger fungus gruplarindan daha eski

oldugu anlagilmigtir (Aykut 2010).

1.3.1.2. Zygomycota

Cilek ve diger yiiksek oranda seker igeren meyveler iizerinde etkili olan en {inlii
kiiftiir. Bu gruptaki funguslarin eseyli spor olusumu Ascomycota’lar gibi spor iireten
yapilar yerine fungal hifalarin bir araya gelerek birlesmesi veya iki hifanin
karsilagsmasiyla olusan cok kiiciik yapilarda gergeklesmesi dikkat c¢ekicidir (Dizge
2007). Yaklasik 600 cesit zygomycota tiirli tanimlanmistir. "zygomycota" terimi
boliinmenin karakteristik temelini anlatir ki bu da zygospore olarak adlandirilan eseyli
sporlarin iiretimidir. Diger tiim funguslar gibi, zygomycota da hem eseyli hem de
eseysiz olarak ¢ogalabilir. Eseysiz cogalma diger funguslara benzerken eseyli ¢cogalma
ascomycota’nin ¢ogalmasina benzerlikler gosterir (Sekil 1.8.a ve Sekil 1.8.b) (Dizge

2007).

Sekil 1.8.a. Eseyli c¢ogalma. (A) Mucor mucedo’da gametangia yapilarinin
birlesmesinin  elektron mikroskobu ile ¢ekilmis  goriintiileri
(B)Mycotypha afiricana’da olduk¢a donanimli zigospor yapilari (Dizge
2007)
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Sekil 1.8.b. Eseysiz ¢ogalma (A) Benjaminiella poitrasii’nin ergin sporlarinin
ve (B) Gilbertella persicaria’nin spor kesesinin agilarak
sporlarima saliniminin elektron mikroskop goriintiisii (Dizge 2007)

1.3.1.3. Ascomycetes

Ascomycetes veya keseli funguslar eseyli ve eseysiz {ireyebilirler. Keseli
funguslarin eseysiz sporlar1 6zellestirilmis hifler tarafindan iretilir (Sekil 1.9). Eseyli
tireme esnasinda sporlar iki farkli hifin birlesmesiyle kompleks olaylar zinciriyle
iiretilir. Bu olaylar 'ascunun olusmasiyla sonlanir. Bu dala adin1 veren keseli yapilar
bir¢ok spor icerirler. Bazi ascomycetler ¢iiriimiis orman meyvelerinde yasarlar. Bu grup
depolanmis yiyeceklere saldiran meyvelere ve tohumlara zarar veren, ayrica ilk

antibiyotik olan penisilin de iireten degisik kiifler icerir (Audesirk ve ark. 2008).

Ase (Keseler)

Frutting
Body

e S
Ilisel (Myeehurm) LV N

Sekil 1.9. Ascomycota mikroskopik goriintiisii
(Duncan ve Deverall 1964)
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1.3.1.4. Basidiomycetes

Basidiomycota smifi yaygin olarak bilinen funguslari igerir. Bu smif ismini
basidia safhasi olarak adlandirilan hayat dongiisiinde diploid gecis asamasindan alir
(Sekil 1.10). Bacidia bir¢ok basidiomycete eseyli sporlardan olusur. Bu seklinden dolay1
da “club fungi” olarak adlandirilir. Club funguslarin birgogu ¢iiriik¢iildiir. Geri kalan1 da
mycorrhizae (kok fungus)’dir ve olduk¢a kuvvetli parazitlerdir (Sekil 1.11). Bu parazit
funguslarin  bircogu agaclarda bulunur ve Olii agaclarin  bozunmasini saglar.
Basidiomycetes diger tiirlerden daha az eseysiz ve daha cok eseyli cogalmaya

egilimlidir (Read 1994).

s, My
Sekil 1.10. Basidiomyceteleri 6zel yapan basidiumlar (Audesirk ve ark. 2008)

Flamentli funguslar renkleri, sertlik dereceleri ve ¢iirlitme ¢esitlerine gore beyaz,
kahverengi ve yumusak olarak iic siifa ayrilirlar. Yumusak c¢iirtik¢iil funguslar
Ascomycete ve fungi imperfecti (deutromycete) gruplarini icerir ve seliilozu
ayristirirken  lignini kismi olarak pargalayabilir. Kahverengi g¢iiriik¢iil funguslar
basidiomycetelerin bir kismini igerir ve hemiseliiloz ile selillozun ayristirilmasi igin
tercih edilir. Lignini metil giderimi yaparak parcgalar ve bunun sonucunda da iiriin olarak
amorf, kahve renkli ve kolayca ufalanan artiklar olusur. Lignini kinonlara yikar ve
dolayisiyla kahve renk olusur. Ugiincii olarak beyaz ciiriik¢iil funguslar da bazi

basidiomyceteleri icerir. Lignin, beyaz ¢iiriik¢iil funguslar tarafindan oldukga etkili ve

10
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hizli bir sekilde parcalanir. Diger bir¢cok fungus ve bakterinin yaninda beyaz cliriik¢iil
funguslar lignini karbondioksit ve suya tamamen parcalayabilmektedir (Scklarz ve ark.

1989).
1.3.2. Funguslarin Hiicresel Yapilari

1.3.2.1. Hifa (Hyphae)

Fungus kolonileri, hifa ad1 verilen, genellikle ince uzun ve saydam mikroskopik
flamentlerden (liflerden) olusmuslardir (Sekil 1.12). Uzunluklar tiirden tiire degismekle
birlikte genellikle 1-3 cm ve c¢aplari da 5-10 pm arasinda olmaktadir. Bazilar
dallanmamis ve ince bir tel seklinde goriinlime sahip olmasina karsin, bir kisim hifa
genetik karakteri gere8i dallanma gosterir. Hifalardan meydana gelen ag benzeri
olusumlara miselyum adi verilir. Miselyumlar fungusun vejetatif gévdesini olusturur
(Arda 2000). Bu flamentler (lif), septum adi verilen bir duvarla boliimlere ayrilir.
Septumlar hifalarin olusumunun ilk agsamalarinda tamamlanmig halde bulunmazlar. Bu
bolgeler iskelet olarak eski duvarlarin enzimatik olarak bozunmasi ve yeni duvarin

olusumu i¢in materyal tasiyan iskelet olarak yayilirlar (Carlile ve Watkinson 2000).

Sekil 1.11. Fungus hiflerinin yeraltindaki goriiniisii (Audesirk ve ark. 2008)

Funguslar hareket edemez. Fakat bu eksikliklerini hifleri sayesinde hizlica

biiyliylip herhangi bir yonde uygun bir ortam bulana kadar yayilarak kapatirlar. Bu

11
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fungus yapilari, kiif seklinde dondurulmamais yiyeceklerde, goriiniir bicimde bulunur ve

gorebildigimiz fungusun sadece bir kismidir (Audesirk ve ark. 2008).

Sekil 1.12. Flamentli bir beyaz ¢iiriik¢iil fungus olan Phanerochaete
crysosporium hifalarinin SEM goriintiisii (Dizge 2007)

1.3.2.2. Septum

Septum olusumu genetik bir karakter olup hiicre duvarinin i¢ kismindan orijin
alir ve igeri dogru uzayarak karsi duvara kadar devam eder. Yapisi hiicre duvarinin
yapist ile aymi kimyasal 6zelliktedir. Septum olusumuna oomycetes ve zygomycetes
sinifi funguslar hari¢ diger flamentli funguslarin tiimiinde rastlanmaktadir (Arda 2000).
Septumlar boliimler arasindaki turgor basincina yapisal destek olarak hifalarin rijitligini

artirir (Carlile ve Watkinson 2000) (Sekil 1.13).

12
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Sekil 1.13. Neurospora crassa susunda FM4-64 ile boyanarak gozlemlenmis
septum olusumu. Septum diginda boyanan yerler yalnizca plazma
membrandir (Swamy ve Ramsay 1999)

Yapilan elektron mikroskop incelemelerinde iki tiir septumun varlig
belirlenmistir; Birincil septum, bu tiir septum genellikle ascomycetes ve deutromycetes
sinifina ait fungus tiirlerinde bulunmaktadir. Bu septumun ortasina yakin yerde 0,005-
0,5 um ¢apinda tek bir por bulunmaktadir ve bu por gerektiginde kapanabilmektedir.
Ikincil septum, bu tiir septuma basidiomycetes sinifina ait funguslarda ve gelismenin
bazi agsamalarinda rastlanmaktadir. Bu tiirde septumun ortasinda ¢ok dar bir delik (100—

200 nm) vardir. Etrafi amorf ve kabarik bir zarla ¢evrilidir (Arda 2000).

Septumun fonksiyonlarini siralayacak olursak;
* yapisal destek,
* hifalar zarar gordiigiinde ilk savunma alani olmasi,

« funguslar arasinda farklilagsmaya yardimci olmasidir (Dizge 2007).

13
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1.3.2.3. Hiicre Duvari

Genel olarak hiicre duvari; karbohidrat, protein, yaglar ve c¢ok c¢esitli
polisakkaritlerle birlikte baglanmus fibril (lifsi) materyallerden olusur. Fibriler materyal,
olduke¢a inert olmasina karsin igerdigi materyaller zamanla degisebilir. Bu fonksiyonel
bilesenler besin taginmasi, iletisim, substratlara karsi gecirgen olmamasi (non-
permeable) ve hiicre duvari modifikasyonlar1 i¢in olduk¢a 6nemlidir (Carlile ve
Watkinson 2000). Hiicre duvarimin fibril 6zelligini, kitin ve seliiloz verir. Bunlar, N-
asetilglukozamin ve glikoz polimerlerinin B-1,4 tarzinda birlesmesinden meydana

gelmis diiz zincirlerdir (Carlile ve Watkinson 2000).

1.3.2.4. Vesikiil

Biiylimekte olan hifalar vesikiil agisindan olduk¢a zengindir. Vesikiillerin i¢inde,
hiicre duvarinin sentezinde ve ayni1 zamanda, lizizinde gdrevli olan enzimler, inorganik
elementler, polisakkaritler, lipitler bulunur. Bunlar1 biiylimekte olan hiicre duvar

bolgesine tasirlar (Arda 2000).

1.3.2.5. Cekirdek ve Cekirdekg¢ik

Fungus hiicrelerinde, c¢ekirdekler genellikle kiiciiktiirler. Her hiicrede bir tane
cekirdek olmasina karsin ¢ok gen¢ ve g¢abuk iireyen hifalarda bazen birden ¢ok

cekirdege rastlanabilmektedir (Arda 2000).

1.3.3. Funguslarda Biiyiime ve Ureme

Filamentli funguslarda hiicre iiremesi ile biiyiime birbiri ile yakindan iligkilidir.
Funguslar, hifalarin genellikle u¢ kismindan biiylime ve dolayisiyla de iireme gosterir
(Sekil 1.14). Hifalardaki bu biiyiime 151k mikroskobunda gézlenebilmektedir. Funguslar
sporlu, eseyli ve eseysiz olarak lireme yetenegine sahiptir. Miselyumlar olgunlasir ve
yeterince gida depo ederse veya cevresel kosullar sporlanmaya uygun ise, hifalarda
sporlar geligir. Sporlar olgunlastiktan sonra hifadan ayrilarak serbest hale gelir ve
boylece uygun kosullarda ¢imlenerek kendi tiiriine 6zgii fungusu olustururlar. Sporlarin
stoplazmasinda c¢ekirdek, vakuol, yag ve bir fungusun olusumuna yetecek miktarda

inorganik ve organik maddeler vardir (Arda 2000).
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Sekil 1.14. Funguslarin hifalardaki biiylimesi

1.3.4. Funguslarin Uremesinde Etkili Olan Faktorler

Nem funguslarin iliremelerinde ¢cok dnemli faktorlerden birini olusturmaktadir.
Yiiksek orandaki nem, genellikle, iireme iizerine olumlu etkide bulunur. Nem azaldikea,
funguslarin ¢ogalmalari da sinirlanmaya baslar. Funguslarin neme olan gereksinmeleri,
tirler arasinda degisiklik gosterir. Baz1 fungus tiirleri bagil nemi %10-15 arasinda
bulunan ortamlarda veya suyu cok azalmis olan kuru tanelerde {ireme yetenegine
sahiptirler (Aykut 2010). Patojenik funguslarin, 6zellikle, dermatofitlerin insan veya
hayvan viicutlarinda yerlesebilmesi ve hatta hastalik olusturabilmesi i¢in nem yine
onemli bir faktordiir. Eger deri, su ile 1slanmis ise, funguslarin yerlesmesi ve iiremesi

daha kolay olmaktadir.

Funguslarin iireme 1sis1 limitleri olduk¢a genistir ve tilirler arasinda farklar
gosterir. Bu simirlar, 0 °C ile 60 °C arasinda degisebilmektedir. Hifalar maksimum 1s1
limitinin {istiinde kolayca olmelerine karsilik, sporlar1 yiiksek 1siya ve degisik cevre
kosullarmma ¢ok fazla dayaniklilik gosterirler. Buzdolabinda diisiik sicakliklarda
tireyebilen ve gidalarin bozulmasina neden olan funguslara her zaman rastlamak
miimkiindiir. Cok fazla soguk, funguslarin muhafazasinda kullanilmaktadir. -195 °C'de
funguslar uzun siire canli kalabilirler (Arda 2000, Audesirk ve ark. 2008). Funguslar
genellikle, aerobik karakter tasirlar ve oksijenin bulundugu ortamlarda gelisirler ve
iirerler. Bu nedenle, havada bulundugu miktar (veya oran) kadar oksijen, lireme i¢in
gereklidir. Patojenik funguslardan, bazi Actinomyces tiirleri hari¢, digerleri aerobik
kosullarda iirerler. Oksijenin azlig1 veya mikroaerofilik kosullar iiremeyi ve gelismeyi

sinirlar.

Funguslarin liremeleri i¢in 151k, gereksinim duyulan 6nemli bir faktor degildir.

Isik olmadan da kolayca geligebilirler. Patojenik funguslar da direkt 151k olmadan
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iireyebilme yetenegine sahiptirler. Direkt giines 1sinlari, liremeyi ve gelismeyi sinirlar

(Audesirk ve ark. 2008).

1.3.5. Funguslarin insan Yasamindaki Yeri

Funguslar hayatimizda tahmin edilenden daha fazla yer tutarlar. Funguslar
insanlar i¢in 6dnemli olan bitkilere saldirirlar. Funguslar bitki hastaliklarinin temelini
olustururlar ve fungus patojenlerinin diinyanin gida kaynaklarina tahrip edici etkisi
vardir. Ozellikle etkili olan basidiomisetler misir tohumlarinda milyon dolarlik yikict
etki yaratirlar. Funguslar bitkilerin gelisme siireclerinde bile tahrip etmeye devam
ederler. Ozellikle kayg1 verici olan agaglar ciiriiten funguslardir. Baz1 ascomycetler
iiremeleri igin elverisli sicak iklimlerde 6zellikle pamuk ve yiin tekstillere zarar veren
seliilaz ve proteaz enzimlerini salgilarlar. Funguslarin tarimsal etkilerinin pozitif yanlar
da mevcuttur. Boceklere saldiran fungus parazitleri pestisit kontroliinde oldukca
etkilidir. Bunun yanisira biyologlar bazi fungus tiirlerinin sitma tasiyan sivrisineklere de

saldirdiklarin1 kesfetmislerdir (Audesirk ve ark. 2008).

1.3.6. Funguslarda Beslenme

Funguslarin kendine 6zgii beslenme tarzlar1 bulunmaktadir. Enerji kaynagi ve
biyosentez igin organik bilesiklere gereksinim duyarlar. Funguslar karbon ve enerjiyi
birgok substrattan temin edebilirler. Dogada serbest olarak yasayan funguslarin bircogu
enerji i¢in bitkisel kokenli kaynaklardan yararlanirlar (Arda 2000). Funguslar
gidalarinin bir kismmi kendileri sentezleyebilirler. Ancak, biiyiikk bir boliimiinii de
disardan saglar. Disarida bulunan makromolekiil veya polimerlerin membrandan
girebilmesi ekstraseliiler enzimlerin aktiviteleri ile miimkiindiir. Bu enzimler hiicre
icinde sentezlendikten sonra, bir kismi hiicre i¢inde kalir ve diger kismi ise disariya
salinir. Enzimler hiicre disindaki polimerleri monomer haline getirdikten sonra aktif /

pasif tagima ile monomerler hiicre i¢ine alinir (Arda 2000).

1.3.7. Beyaz Ciiriikciil Funguslar

Basidiyomiset ve askomisetler, odunda beyaz ciiriik¢iilliiglin baslica nedenidir.
Beyaz ciirtikciilliige sebep olan tiirler kahverengi ciirlik¢iilliige neden olanlardan ¢ok
daha fazladir. Bu tiirler genelde basidiyomisetler i¢inde yer almaktadir. Beyaz clirtikgiil

funguslar hem lignini hem de selillozu parcalamaktadir. Bu funguslar, kahverengi
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curiikciillerin 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 hemiseliiloz gibi polisakkaritler ligninle birlikte pargalanirlar ve odun ligninin
uzaklagtirllmasindan dolay1 ¢ok daha agik bir renk alir (Hasenekoglu ve Yesilyurt
2001). Fakat bazilar1 once lignini uzaklastirir sonra seliiloza atak yapar bu da secici

delignifikasyon olarak tanimlanir (Michael ve ark. 2001).

Basidiomycetes sinifina ait olan beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin sentezledikleri
lakkaz, Mn-peroksidaz, lignin peroksidaz ve NADH peroksidaz (NADH oksidaz)
ekstraselliiler enzimleri biyoteknolojik calismalarda yogun olarak kullanilmaktadir.
Boyar madde giderimi basta olmak iizere pek c¢ok biyoteknolojik calismalarda
kullanilan bu funguslara Trametes (Cariolus) versicolor, Funalia trogii, Phanerochate
chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju ve Pleurotus eryngii’yi drnek
olarak verebiliriz. 11k ¢alismalarda P. chrysosporium iizerine yogunlasilmasina ragmen,
son zamanlarda 7. versicolor, P. eryngii ve Clitocybula dusenii tekstil atik sularinin
renk gideriminde ¢ok genis kullanim alami bulmaktadir (Wesenberg ve ark. 2002,

Chagas ve Durrant 2001, Aretxago ve ark. 2001).

Beyaz ciiriik¢iil funguslar karbon dongiisiiniin diizenlenmesinde anahtar rol
oynamaktadirlar (Hatakka 1994). Lignini pargalayan funguslar ekstraseliiler enzimlerini
kullanarak lignini depolimerize edebilme yeteneklerine gore karakterize edilir.
Ekstraseliiler enzimler olan lignin peroksidaz, mangan peroksidaz, H,O, iireten
enzimlerdirler. 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 tiirden tiire farklilik godstermesine ragmen tiim
ligninolitik funguslar tarafindan salgilandigini géstermistir (Waldner ve ark. 1988, De
Jong ve ark. 1992, Palaez ve ark. 1995). Ligninolitik funguslar agaglarin koklerinde
beyazlia sebep olarak dogada yikimi gii¢ olan bir¢ok bilesik substrat 6zgiinliigii genis
enzimlerle parcalayabilmektedirler. Bu yikimi gii¢ (recalcitrant) bilesiklerden bdcek
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 ciiriik¢iil funguslar lignin,
aromatik bilesikler ve tekstil boyalar1 gibi mikrobiyal ataklara kars1 dayanikli bilesikleri

salgiladiklar1 spefisifik olmayan ekstraseliiler enzimlerle oksitleyebilirler (Cripps ve
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ark. 1990). Bu fungus Kkiiltiirleri lignini modifiye eden enzimleri yani lignin peroksidaz
(LiP), mangan peroksidaz (MnP), mangan bagimsiz peroksidaz (MnlP) ve sellobiyoz
dehidrogenaz (CDH); azot, karbon veya kiikiirtiin sinirli oldugu ortamlarda sekonder
metabolitler olarak salgilarlar (Kirk ve Farrell 1987). Lignini pargalayan funguslardan
P. crysosporium ve T. versicolor en ¢ok calisilmis olan funguslardir. Ligninolitik
basidiomycete P. crysosporiumun lignini olduk¢a iyi degrade ettigi bulunmustur ve
ligninin biyolojik olarak parcalanmasinin fizyolojik gereksinimlerinin ¢alisilmasi i¢in
model organizma olarak kullanilmaktadir. P. crysosporiumun ligninolitik enzimleri
sadece karbon, azot veya kiikiirt sinirlamasiyla tetiklenen sivi kiiltiirlerde sekonder
metabolitler olarak {irettigi bulunmustur (Call ve Mucke 1997). T. versicolor oldukga
fazla calisilmis ve Onemli miktarda lakkaz salgilayan bir diger beyaz cliriikgiil
fungustur. Coriolus versicolor ve Polyporus versicolor olarakta bilinmektedir. P.
crysosporium’a benzer sekilde 7. versicolor’da lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz
enzimlerini de salgilar. Bir¢cok lakkaz, fungusun agag iizerindeki biiylimesi sirasinda
konstitutif (indiikleyici bir maddeye ihtiya¢ duymadan enzim salgilayan) olarak diisiik
konsantrasyondaki iiretimi ksilidin ve ferulik asit gibi aromatik bilesiklerin ilave
edilmesiyle yiiksek oranlarda indiiklenir. 7. versicolor en ¢ok calisilmig lakkaz {ireten
fungustur ve lakkaz hakkindaki bir¢cok bilgi bu ¢alismalardan elde edilmistir (Call ve
Mucke 1997).

1.3.7.1. Trametes versicolor

Polyporaceae grubuna ait bu fungus Coriolus versicolor ve Polyporus versicolor
adlariyla da bilinmektedir. Yiizey ince tiiylii, organizmanin genetigine ve bulundugu
cevreye gore degisen farkli renk tonlarina sahip yogun renkli halkalar yesil, gri, mavi,
kahverengi, sari, pas sarist kusaklar kenarlar1 krem veya beyaz renkli bir kusakla
cergevelenmistir (Sekil 1.15). Hindi kuyrugunu andirir. Diinyada ¢ok yaygin olup odun
tahripg¢isidir. Bu fungus bazen beyaz ciiriik¢iil olarak bazen de parazit olarak agaglar
iizerinde goriiliir. ilkbahar ve sonbaharda 6lii ve kurumak iizere olan agac kiitiiklerinde
toplu sekilde ¢ikar (Sekil 1.16). Bu fungusin sahip oldugu ligninolitik enzimleri ¢evre
biyoteknolojisi basta olmak {izere biyoteknolojide ¢ok genis bir sekilde
kullanilmaktadir. Ayni zamanda bu fungusun tibbi degeri yiiksek bilesikleri de
sentezledikleri bilinmektedir (Stamets 2000).
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Sekil 1.15. Trametes versicolor’m konsantrik renkli halkalarini
gosteren dogadan bir goriintii (www.ilmyco.gen)

0 The Hidden F

Sekil 1.16. Toplu halde ¢cikmis Trametes versicolor’in dogadan bir goriintiisii
(www.hiddenforest.co.nz)
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1.3.7.2. Phanerochaete chrysosporium

Beyaz ciiriik¢iil funguslar olarak bilinen gruba dahil olan P. chyrsosporium
cesitli biyosorpsiyon c¢aligmalarinda kullanilan model organizmadir (Sekil 1.17) (Yetis
1998, 2000). Ayrica oksidasyon enzimlerini kullanmak sureti ile organik kirleticilerin
parcalanmasi yoniinde de P. chrysosporium kullanilarak birgok calisma yuritilmistiir
(Gadd 2000). P.chyrsosporium’un metal baglama kinetikleri detayli bir bi¢imde
incelenmistir (Baldiran 2003). P. chrysosporium kat1 ve sivi ortamlarda yasayabilir.
Ayrica sinirh besine de sahip olsalar ksenobiyotikleri etkili sekilde par¢alama yetenegi
sergilerler. Bu ozelliklerinden dolay1 kompleks c¢evre kirliliginin bulundugu ortamlara
kolayca adapte olabilir ve inokiile (asilandiklari) edildikleri toprakta diger
mikroorganizmalardan daha etkili sekilde biiyiir. Bu durum metal ile kirletilmis

topraklarin bioremediasyonu (iyilestirme) icin bir avantaj teskil eder (Yu 2006).

Sekil 1.17. Phanerochaete chrysosporium’un dogadan bir goriintiisii (Volk 2007)

1.4. Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Salgiladigi Ligninolitik Enzimler

Agacta beyaz c¢iirimeye neden olan, basidiomycete funguslari dogadaki en
verimli lignin parcalayict ve muhtemelen dogadaki lignin i¢eren dokularin karbon
dongiilerini saglayan birincil ajanlardir (Kirk ve Farrel 1987, Eriksson ve Jonson 1990).

Bu funguslar taksonomik olarak heterojen yiiksek funguslara dahil bir gruptur, ama en
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bliyiik oOzellikleri, bir takim ekstraseliiler ligninolitik enzimler kullanarak lignini
parcalayabilme yetenegi olan tek fungus tiirii olmalaridir (Akthar ve ark. 1992, Lamar

ve ark. 1992).

Ekstraseliiler veya intraseliiler olarak salgilanan bu biyokatalizorlerin fiziksel
fonksiyonlart mikroorganizmadan mikroorganizmaya farklilik gostermesine ragmen
sonugta hepsi polimerizasyon veya depolimerizasyon proselerini katalizler (Mayer ve
Staples 2002). Lignin molekiilleri hiicre igine tasinabilmesi i¢in oldukca biiytiktiir.
Lignin, bitki hiicre duvarmmin yapisal bilesenidirler. Heterojen yapiya sahip lignin
biyolojik olarak parcalanmasi ekstraseliiler enzimlerle olasidir (Kirk ve Cullen 1998).
Lignin degredasyonundan sorumlu iki tip ekstraseliler enzim vardir. Bunlar

peroksidazlar ve fenoloksidazlardir.

Ligninin parcalanma derecesi odunun diger bilesenlerin ¢evre kosullarina ve
icerdigi fungus cesitlerine baghdir ve bunun gergeklesmesi i¢in tek bir mekanizma
olmadigr ve de bu mekanizmanin mikroorganizmalar arasinda farklilik gosterdigi
kamtlanmistir. Ornegin Pleurotus ostreatus, lignini degrade eden mikroorganizmalarin
alt sinifina aittir, lakkaz mangan peroksidaz ve veratril alkol oksidaz iiretirken lignin
peroksidaz tliretmez (Palmieri ve ark. 1997). Pycnoporus cinnabarinus ligninolitik

enzim olarak sadece lakkaz tiretir (Eggert ve ark. 1996).

1.4.1. Peroksidazlar

Peroksidazlar Hem (heme) grubu igeren enzimlerdir. Hem peroksidazlar
Phanerochaete crysosporium gibi lignini pargalayan basidiomycete’ler tarafindan
tiretilir (Munirathinam ve ark. 1994). Substrat spektrasina dayali olarak ikiye ayrilir.
Birinci tiir mangan peroksidaz (MnP)’dir ve Mn®" onun igin 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¢ duyarlar
(Mester ve ark. 1996).
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1.4.1.1. Mangan Peroksidaz

Mangan peroksidaz (MnP), hemen hemen tiim beyaz ve kahverengi c¢iiriik¢iil
funguslarin en yaygin irettigi ligninolitik peroksidazdir (Hatakka 1994, Willman ve
Fakoussa 1997). P.chrysosporium'dan elde edilen manganaz peroksidaz ilk olarak

yaklagik 25 yil 6nce tanimlanmistir (Kuwahara ve ark. 1984, Paszcynski ve ark. 1986).

MnP'in belirgin 6zelligi, yapidaki aktif boliimde iki adet kalsiyum iyonunun
bulunmasidir. Aktif bolgesi Asp reziidiisine H- bagl bir His ligand1 ve cep iceren
katalitik Arg ve His bagli peroksit distal tarafi icerir (Banci, 1997). MnP bes adet
disiilfiir baga sahiptir. Besinci disiilfiir bagt MnP'a 6zgiidiir. Bu bagin bir bileseni C-
terminal uctur ve kismen proteinin ana govdesinden C-terminal ucu uzak tutmak igin
uygulanan kuvetten sorumludur. MnP, Mn®"'yi Mn’"'ye vyiikseltgeme kabiliyeti
konusunda essizdir. MnP'in substrat baglanan bdlgenin kristal yapisi, sadece bir Mn
baglanma bolgelesi oldugunu gosterir. Mn>" baglanma bélgesi, bir Hem propiyonik asit,
ii¢ asidik ligan ve iki su molekiilii igerir (Glenn ve Gold 1985). Mangan peroksidaz iki
domainden olusur ve Hem grubu bu iki domain arasinda sikisip kalmistir. Domainlerin

herbiri 10 biiyiik ve 1 adet kii¢iik heliks yap1 igerir (Welinder ve Gajhede 1993).

Sekil 1.18. Mangan peroksidazin kristal yapisi (Dizge 2007)

22



Pervin BADEMKIRAN

1.4.1.2. Lignin Peroksidaz

Lignin peroksidaz (LiP), beyaz ¢iirlik¢iil fungus P. crysosporium’un ligninolitik
kiiltiirtinden i1zole edilmis Hem grubu igeren bir glikoprotein (Sekil 1.19) ve oksidatif
lignin depolimerizasyonunu elektron transferiyle gerceklestirebilen hidrojen peroksit
bagiml olduk¢a 6nemli bir enzimdir. LiP ayrica fenol igermeyen, 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 icin bir bilesigin
substrat olup olmadigini belirlemede iki faktor etkilidir; birincisi molekiiliin biiyiikligi
ikincisi de redoks potansiyelidir. Lignin peroksidazin diger peroksidazlardan daha
yiiksek redoks potansiyeline sahip olmasi bu enzimi poliaromatik hidrokarbonlar (PAH)
icin iyi bir yiikseltgen yapar. Lignin peroksidaz da indirgen substratin baglanma bolgesi
tam olarak dogrulanamamis olmas1 lignin gibi biiyiik molekiillerle lignin peroksidazin
kinetik parametrelerini belirlemenin olduk¢a zor olmasina sebep olur (Ferapontova ve

ark. 2006).

Sekil 1.19. Lignin peroksidazin kristal yapist
(Renganathan ve Gold 1994)
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1.4.2. Fenoloksidazlar

Mavi bakir enzimleri olarakta bilinen fenoloksidazlar, icerdikleri Onemli
kofaktorlerden dolayr primer amino asit zincirleri ve biyolojik fonksiyonlarinda farklilik
gostermesine ragmen {i¢ boyutlu yapilar1 ve li¢ degisik tipteki bakir (Cu) baglanma
bolgeleri oldukg¢a benzerdir (Call ve Mucke 1997, Messerschmidt (a) 1997). Substrat
olarak molekiiler oksijen (O;) kullandig1 bilinen 200 den fazla oksijenaz ve oksidaz

vardir. Ancak bunlardan sadece 6 tanesi oksijeni su molekiiliine 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. -. -. -)

1.4.3. Lakkaz

Lakkaz (EC 1.10.3.2, p-difenol: dioksijen oksidorediiktaz), 19. yy’dan beri
{izerinde ¢alismalar yapilan birkag¢ enzimden birisidir. Ilk defa 1883 yilinda Yoshida
tarafindan Japon vernik agacindan, Rhus vernicifera’dan elde edilmistir. 1896 yilinda,
Bertrand ve Laborde lakkazin ilk defa fungus esasli bir enzim oldugunu kanitlamistir.
Lakkaz, kiiciik bir enzim grubu olan mavi bakir proteinleri ya da mavi bakir
oksidazlarin bir iiyesidir. Mavi bakir proteini grubundaki diger enzimler, bitkisel
askorbat oksidazlar ve memeli plazmasindaki seruloplazmin proteinleridir (Chakar

1999, Bar 2001).

Lakkazlar orto ve para-difenoller, amino fenoller, poliaminler ve lignin gibi
genis bir substrat Ozgilinliigiine sahiptirler. Cesitli aromatik ve aromatik olmayan
bilesikleri radikal katalizleme reaksiyon mekanizmasina gore oksitlerler (Claus 2004).
Indirgenen substrattan dort elektronu bir oksijen molekiiliine transfer ederek oksijenin

suya indirgenmesini saglarlar (Chakar 1999).

Lakkazlar, bakir igeren oksidazlardandir. Enzimin kokenine bagli olarak

yapilarindaki  karbohidrat igerigi, protein miktarinin agirlikca  %10-45’ini

24



Pervin BADEMKIRAN

olusturmaktadir. Lakkaz zincirinde degisiklik gdstermekle birlikte yaklasik 500 amino
asit bulunmaktadir (Chakar 1999, Claus 2004). Pek ¢ok fenolik substratin tek-elektronlu
oksidasyonunu katalizlerler. Molekiiler oksijen elektron alicist olarak davranir ve
bdylece iki su molekiiliine indirgenir. Lakkaz, fenolik bilesikleri ylikseltgeyebilmesinin
yani sira, molekiiler oksijeni suya indirgeme kabiliyeti nedeniyle iizerinde yogun
caligmalar yapilan bir enzim olmustur. Lakkazlarin fabrika atik sularinin
renksizlestirilmesinden kagit hamurunun agartilmasina, saraptaki fenolik maddelerin
uzaklastirilmasindan deterjanlardaki boyarmadde transferini bloke etme fonksiyonuna

kadar ¢ogu patentli genis uygulama alanlar1 mevcuttur.

Normalde fenolik olmayan bilesiklere karsi etkili olmadiklar1 halde, bu
bilesiklere karsi etkinlik gdstermelerini saglayan medyator (araci) olarak adlandirilan

kiictik molekiillerle birlikte biyoteknolojide kullanim alanlar1 olduk¢a yayginlasmustir.

Lakkaz P. chrysosporiumda rastlantisal olarak bulundugu ilk zamanlarda, diistik
miktarlarda ve sadece spesifik sartlarda iiretilebilen bir enzimdi. Bu nedenle lakkaz,
fungusun bugday samaninda inkiibasyonuna kadar istenilen miktarda elde edilememistir
(Srinivasan ve ark. 1995, Dittmer ve ark. 1997). En verimli ham lakkaz T.
versicolor'dan elde edilmistir (Bourbannis ve ark. 1997). Farkli kokenli lakkazlarin
farkl1 performanslarinin aminoasit dizilislerinden ve buna baglh olarak lakkazin
yapisindaki Tip-1 bakirin ¢evresinden kaynaklandigi ifade edilmektedir (Li ve ark.
1999).

1.4.3.1. Lakkazlarin Yapilar ve Katalitik Mekanizmalar:

Lakkaz enzimi yapisal olarak bir glikoproteindir. Enzimin igerdigi karbonhidrat
kismi, heksozamin, glikoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve arabinozdan olusmustur.
Degisik kaynaklardan elde edilen lakkazin molekiil agirhigi genis bir aralikta degisir
(Yarapolov ve ark. 1994).
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Sekil 1.20. Lakkaz enziminin kristal yapis1 (Claus 2004)

Biitlin lakkazlarin yapilarinda, (biiytikliikleri ve sekilleri yaklasik olarak benzer)
bakir iceren T1, T2 ve T3 bolgelerini bulundurur (Hakulinen ve ark. 2002) (Sekil 1.20).
Bakirin bulundugu bolgeler, bitkisel, plautosiyanin ve bakteriyel azurin gibi basit bakir
ihtiva eden proteinlere benzedigi gibi (Norris 1983, Inoue 1999) daha kompleks ¢ok
sayida bakir iceren askorbat oksidaz (Messerschmidt (b) 1997) ve seruloplazmin
(Murphy ve ark. 1997) gibi proteinlerinkiyle benzerlik gdsterir. Bu ii¢ bolge de lakkazin
katalitik etkinligi icin Onemlidir. T2 ve T3 bolgeleri arasindaki yarik substratin
baglanma noktasin1 olusturur. Mononiikleer bakir merkezi, iki His ve bir Cys artigiyla
trigonal olarak koordine olmus bir Cu atomunda (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). Trinilikleer 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 bakirt alti His artig1 ile koordine olmus durumdadir. T1 ve T2 bakirlar
paramagnetiktirler ve elektron paramagnetik rezonans (EPR) spektroskopisi ile tayin
edilebilirler. T3 bakir ¢iftinde, bakirlar birbirlerine hidroksil kopriisii (sekil 1.21) ile
baglandiklarindan EPR de sinyal vermezler, ancak 330 nm de karakteristik bir

absorbansa sahiptirler (Solomon ve ark. 1996).
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Lakkazlar, difenolleri ve benzer bilesikleri yiikseltgerken molekiiler oksijeni
elektron alicis1 olarak kullandiklarindan enzim komisyonu (E.C) siniflandirmasina gore
oksidorediiktazdirlar. Bir ¢ok enzim genellikle dar bir substrat 6zgiinliigiine sahipken,
lakkazlar, difenoller, polifenoller, siibstitiie fenoller, daiminler, aromatik aminler,
benzentiyoller ve iyot gibi birka¢ inorganik bilesige substrat olarak etki ederler (Xu
1996). Lakkaz substrati yiikseltgerken onun bir elektron kaybetmesine ve genellikle bir
serbest radikale doniismesine yol acar (Kertsen ve ark. 1990, Thurston 1994). Kararsiz
radikal, lakkaz tarafindan daha ileri oksidasyona ugratilabilecegi gibi enzimatik

olmayan reaksiyonlar da verebilir (Thurston 1994).

Hs His
His—CL

HO—Cu OH
I_i.s_.'
His—Cu
B Y
Hes llis

Sekil 1.21. Lakkazin aktif bolgesindeki bakir atomlarinin
diizenlenisi (Claus 2004).

Substrat, lakkaz tarafindan yiikseltgendiginde T1 bakirina bir elektron verir.
Oksijenin indirgenmesi ise triniikleer bakir merkezinde gerceklesir (Bertnard ve ark.
2002, Piontek 2002). Bir katalitik ¢evrimde dort elektronun His-Cys-His tripeptidi
araciligiyla T1’den T2/T3 kiimesine tasindigi tahmin ediliyor (Messerschmidt ve ark.
1992, Bertnard ve ark. 2002, Piontek 2002). Lakkazlarin reaksiyon mekanizmalari
reaksiyon c¢evirimi esnasinda bakirlarin yiikseltgenme basamaklar1 EPR, magnetik
sirkular dikroizm (MCD) ve X-isinlar1 spektroskopisi gibi spektroskopik yontemlerle
izlenerek aciklanmaya calisilmaktadir. Ancak oksijenin trinlikleer merkezde
indirgenmesi mekanizmasi, tam olarak agiklanamamistir (Cole ve ark. 1990, Shin ve
ark. 1996, Soloman ve ark. 1996, Lee ve ark. 2002). Molekiiler oksijen, tamamen

indirgenmis lakkazi muhtemelen peroksit ara iiriin {izerinden yiikseltgerken hemoksi
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suya indirgenir (Shin ve ark. 1996, Soloman ve ark. 1996, Lee ve ark. 2002) . Lee ve
ark. gore (2002) peroksi ara Uriiniiniin yiikseltgenmesi oksijen ile aktive edilmis lakkaz
ana ara irilinlinlin olusmasina yol acar. Bu ana ara iirlinde dort Cu atomu da
yiikseltgenmis formda ( Cu®") ve triniikleer merkezdeki {i¢ Cu atomu hidroksit veya
okzo kdpriileri ile baglanmig durumdadirlar. Bu kopriiler ana ara {iriiniin indirgenmesini
ve enzimin hizli bir sekilde yeni bir ¢evrime girmesine olanak saglar (Forootanfar ve

ark. 2011).

Bir bilesigin lakkaz icin substrat olma uygunlugu iki faktdre baglidir. Birincisi
substratin T1 bolgesine geometrik uyumudur. Geometrik uyumu fenol halkasina bagli
substitiienlerin yapisi ve pozisyonuna baghdir (Xu 1996, Bertrand ve ark. 2002).
Ikincisi substratin redoks potansiyelinin yeterince diisiik olmasina baglidir. Ciinkii
lakkaz katalizi reaksiyonlarin hizinin enzim ve substratin redoks potansiyelleri
arasindaki farka (AE") bagh oldugu gosterilmistir (Xu 1996, Xu ve ark. 1996, Xu ve
ark. 2000, Xu ve ark. 2001). Substratin redoks potansiyeli onun kimyasal yapisini
belirler. Cilinkii farkli substitiienlerin, elektron ¢ekme ve verme arzularina baglh olarak,
substratin sahip olacagi redoks potansiyeli iizerinde farkli etkileri vardir (Xu 1996).
Ornegin metoksi substitiient elektron verici oldugu igin fenoksi halkasinda elektron
yogunlugu olusmasina yol agar ve onu yiikseltgenmeye elverisli hale getirir (Xu 1996,

Garzillo ve ark. 1998).

Cu*/Cu”in sudaki redoks potansiyeli 0.15 V iken, lakkazlarm redoks
potansiyelleri 0.4-0.8 V arasinda degisir. Bunun degerini belirleyen en énemli kriter T1
Cu’nin gevresidir (Xu ve ark. 1996, Palmer ve ark. 1999, Xu ve ark. 1999). T1 bakirinin
aksiyal ligandinin redoks potansiyelinin olusmasinda o6zel bir O6nemi oldugu
diistiniilmektedir. Ciinkii diger ¢oklu bakir ( multicopper) oksidazlar aksiyal pozisyonda
Met artig1 tasidiklarindan redoks potansiyerlleri lakkazlardan ¢ok diistiktiir ( Palmer ve
ark. 1999, Xu ve ark. 1999). Mutant Trametes villosa lakkazinda Phe yerine Met
olusturuldugunda redoks potansiyelinin 0.1 V diistiigii saptanmistir ( Xu ve ark. 1999).
Yiiksek redoks potansiyeline sahip lakkazlarda (0.8 V) bu pozisyonda Phe artii
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 olmadigi yani E° yiiksekse yiiksek,
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diisiikse diisiik kaldig1 gézlenmistir ( Xu ve ark. 1997, Xu ve ark.1999). Bu sonuglara
dayanarak Piontek ve ark. (2002) redoks potansiyelinin genis bir etkilesim agindan
kaynaklanabilecegi 6rnegin T1 bakirinin ¢evresindeki hidrojen baglarinin T1 bakir ile
Nuis arasindaki kordinasyon baginin boyunun belirlenmesi gibi bagli olabilecegini iddia
etmektedirler. Ciinkii hidrojen baglar1 His artigin1 T1 bakirindan uzaklagtirarak gerer.

Bunun sonucunda bakir atomunun iizerindeki elektron yogunlugu diiser (Sekil 1.27).

(@) His 452 s 11"
His 111
Cu
His 400/ :
H,0 ’
2 | His 395\
! OH
Cu 1 Cu
""'\-&_\_\_ 1
7 His 64 ! his 455~ Phe463
His 396 His 454,,,, ;
" Cu
S~
His 65/ His 109
T2 T3 T

(b)

4 Sub -
_//
Cun \ Cu!

Cu Cu' Cu Cu
Cut Cu!
Fully oxidized — Fully reduced
copper cluster /" ““\ copper cluster
2H,0 O,

Sekil 1.22. T. versicolor Lakkazinin aktif merkezlerinin yapisi ve gergeklestirdikleri
cevirimin sematik gdsterimi (Riva 2006)

Bazen substratlar enzimin aktif merkezine giremeyecek kadar biiyiik olduklart i¢in
ya da yiiksek redoks potansiyellerine sahip olduklari igin lakkazlar tarafindan
ylkseltgenemezler. Bu smirlamay1 ortadan kaldirmak cogu kez ortama bir kimyasal
medyator ilave etmekle miimkiindiir. Kimyasal medyatorler, lakkazlar i¢in ara
substrattirlar ve bir redoks mekigi gibi davranarak bu enzimler tarafindan biiyiik ya da
yiiksek redoks potansiyeline sahip hedef substratla etkilesebilen radikal formlarina
yukseltgenirler (Sekil 1.23).
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Sekil 1.23. Lakkaz katalizli redoks gevrimlerinde kimyasal medyator yoklugunda (a) ve
varliginda (b) subsratin yiikseltgenmesinin sematik gdsterimi (Riva 2006)

1.4.3.2. Lakkazlarin Biyokimyasal 6zellikleri

Bir enzimin katalitik etkinligi kantitatif olarak michels menten sabiti Ky ve
katalitik yeterlilik sabiti ke ile tanmimlanir. Bu sabitler ¢ok sayida lakkaz igin
Ol¢iilmiistiir. Bunlar kaynaklarma bagli olarak degisiklik gosterir. Lakkazlarin Ky
degerleri indirgenen substrata ve enzimin kaynagina bagl olarak 2-500 uM araliginda
degisir. Diislik Ky degerleri siringaldazin ile 6l¢iilmiistiir (Xu ve ark. 1996). Katalitik
etkinlik sabitlerinde (kca) cok biiylik farkliliklar gozlenmektedir. Ayni substrata karsi
farkli lakkazlarin kg, degerleri arasinda 3500 kata kadar farklilik Ol¢iilmiistiir, ancak
aynmi kaynakli lakkazlarin k., degerleri substrat farkliligina bagl olarak en fazla 2-10 kat
farklilik gosterdigi goriilmiistiir ¢linkii, ke degeri substratin enzime baglandiktan
sonraki elektron transfer reaksiyon hizi olarak tanimlanir (Xu 2001). Bu o6l¢iimler
sonuclar iizerinde biiyiik etkisi olan degisik pH, iyonik siddet, sicaklik kosullari ve

farkli protein derisimlerinde Slgiimler yapilarak elde edilmistir.

Kinetik sabitlere ilave olarak lakkazlarin katalitik performanslar1 farkli pH ve
sicaklik kosullarinda aktiviteleri ve kararliliklari ile tanimlanir. Lakkazlarin pH aktivite
profili bir ¢can 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 potansiyelini diisiiriir, bu da lakkazi substrat

tarafindan oksidasyona direngli kilar (Xu 1997). pH ¢an egrisi profili iki karsit etkinin

30



Pervin BADEMKIRAN

sonucudur: AEO[lakkaZ_submt] yukselmesi ve OH" tarafindan inhibisyonu (Xu 1997). ABTS
gibi fenolik olmayan substratlarin oksidasyonu proton degisimi icermez ve bu yiizden
tek diizelik gostererek optimal pH degerine 2-3 arasinda ulasir (Hofman ve Esser 1997,

Garzillo ve ark. 2001).

Lakkazlarin sicaklik kararliliklari, kaynak organizmaya bagli olarak anlamli
lciide degisiklik gosterir. Genellikle lakkazlar 30-50 °C’de kararlidirlar ve 60 °C
tizerinde aktivitelerini hizli bir sekilde kaybederler (Wood 1980, Xu ve ark. 1996,
Chefetz ve ark. 1998, Galhaup ve ark. 2002, Jung ve ark. 2002, Palonen ve ark. 2003).
Termo kararliliga sahip lakkazlarin ¢ogu bakterilerden izole edilmistir. Ornegin;
Streptomyces lavendulae (Suzuki ve ark. 2003) lakkazinin yarilanma émrii 70 °C iken
Bacillus subtilis COA’mn lakkaz1 80 °C’de 112 dak’dir (Martins ve ark. 2002). Fungal
lakkazlarin yarilanma 6mrii genellikle 70 °C’de 60 dak’nin altinda ve 80 °C’de 10
dak’nin altindadir (Wood 1980, Nishizawa ve ark. 1995, Xu ve ark. 1996, Chefetz ve
ark. 1998, Schneider ve ark. 1999, Galhaup ve ark. 2002, Jung ve ark. 2002, Palonen ve
ark. 2003).

1.4.3.3. Lakkaz ve Inhibitorleri

Lakkazlar cesitli reaktiflerle cok giiclii bir sekilde inhibe edilebilir. Azid, halid,
siyaniir, tiyosiyaniir, flor ve Tip2-Tip3 bakira baglh hidroksit gibi kii¢iik anyonlar; i¢
elektron transferini bozarak enzim aktivitesinin inhibisyonuna neden olmaktadir
(Baldrian 2006). Diger inhibitorler; Hg*" gibi metal iyonlari, yag asitleri, siilfidril
reaktifleri, hidroksiglisin, kojik asit, desferal ve katyonik kuarterner amonyum
deterjanlar1 sayilabilir. Bunlar Cu iyonlarima baglanarak proteinin konformasyonunda
degisiklige yol ac¢maktadirlar. Bu, selatlayici ajanlara karsi olan duyarliligin bir

sonucudur.

1.4.3.4. Lakkaz ile Katalizlenen Reaksiyonlar

Substratin tek elektronlu oksidasyonu neticesinde oksijenin dort elektronlu
indirgenmesi s6z konusudur, dolayisiyla reaksiyon mekanizmasinin basit (dogrudan)
olmasi beklenemez. Olusan ilk iiriin kararsizdir ve bagka bir enzim tarafindan
katalizlenen oksidasyon reaksiyonuna katilabilecegi gibi diger taraftan enzimatik

olmayan hidrasyon ya da polimerizasyon reaksiyonlarina girebilir. Dogal bir substrat

31



1. GIRIS

olan ligninde lakkaz tarafindan béliinen baglar, Cy - oksidasyon, Cq -Cg boliinme ve

aril-alkil boliinme reaksiyonlaridir (Bar 2001).

Lig Lig
HCOH Laccase HCOH 0
Oi __EE_':C Aryl-alkyl cleavage
I —
OCHz OCHs OCHs
OH o o
Lig Phiemoxy
I C. carbonyl formaticn Radical Couplin
c=0 pling
Falymerisation and
guinone formation
OCH;
oH

Sekil 1.24. Odundaki fenolik gruplarin lakkaz ile oksidasyonu (Archibald ve ark. 1997)

Substratlarin oksidasyonu sonucunda enzimatik olmayan reaksiyonlara giren

reaktif radikaller olusur (Sekil.1.24). Bu reaktif radikaller;

i. Monomerlerin c¢apraz baglanmasi: fenolik bilesiklerin ve anilinlerin lakkaz
tarafindan enzimatik oksitlenmesi sonucunda birbirine C-C, CO, C-N baglan ile
kovalent birlesebilen dimer, oligomer ya da polimerler olugmaktadir. Lakkazin bu

ozelliginden zehirli toprak ya da atik sularin arindirilmasinda faydalanilmaktadir.

ii. Polimerlerin pargalanmasi: lakkazlar, kompleks dogal polimerleri
parcalayabilmektedirler. Olusan reaktif radikaller, kovalent baglarin boliinmesini ve
boylece monomerlerin agiga ¢ikmasinmi saglamaktadir. Enzimlerin ulasamayip direkt
temas edemedigi polimerler, lakkaz tarafindan aktiflestirilen kiigiik organik bilesikler ya

da metal iyonlar: tarafindan depolimerize olabilir.

iii. Aromatiklerde halka agilmasi reaksiyonlarinin lakkaz tarafindan

katalizlendigi belirtilmistir (Claus 2004).
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1.4.3.5. Lakkaz Medyator Sistemleri

Ideal bir lakkaz medyatorii, iyi bir lakkaz substrati 6zelligine sahip olmalidir;
onun yiikseltgenmis ya da indirgenmis formlar1 kararli olmali ve enzimatik reaksiyonu
inhibe etmemelidir ve redoks doniistimii cevrimsel olmalidir (Johannes ve Majcherczyk
2000). Medyator, enzimatik oksidasyonunda, yiiksek redoks potansiyeline sahip kararl
{iriinler veren, diisilk molekiil agirhikli lakkaz substrati olarak diisiiniilebilir. Ideal bir
redoks medyatoriiniin yan {irlin olusturmadan ve kendisi bozunmadan cok sayida
katalitik ¢cevrimin gerceklestirilmesine olanak saglamalidir. Bu 6zellikleri tagiyan sinirh
sayida bilesik vardir. Bunlardan bazilari; gegis elementlerinin degisik kompleksleri
(potasyum oktasiyanomolibdat ve oktasiyanotungustat) demir-II’nin o-fenantrolin ve
4,4’-dimetilbipiridin ile yaptig1 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 ¢evrimin gerceklestirilmesine katkida bulunabilirler
(Fabbrini ve ark. 2002, Bourbonnais ve ark. 2000). Metal kompleksleri organik
medyatorlerle kiyaslandiklarinda daha pahali olduklar1 ve c¢evre kirliligi acisindan

yeterli derecede giivenli olmadiklar i¢in tercih edilmezler.

Organik bilesikler igerisinde redoks medyatorii 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). lk
asamada ABTS™ katyon radikali olusur. Bunu katyon radikalinin ABTS*'ye yavas bir

sekilde yikseltgenmesi izler (Sekil 1.25). Ag/AgCl referans elektroda karsi
ABTS/ABTS™ ¢ifti icin redoks potansiyeli 0.472 V ve ABTS™ /ABTS*" i¢cin 0.885 V

olarak olctilmiistiir.
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Sekil 1.25. ABTS’de elektron akisi (Fabbrini ve ark. 2002)

Yapilan arastirmalarda ligninin fenol gruplarinin lakkaz tarafindan
yiikseltgenmesi ABTS’nin varhiginda arttigi gosterilmistir. Ancak ligninin fenol
gruplarinin yiikseltgenmesi i¢in ABTS™ ne gereksinim duyulurken ABTS*" fenolik
olmayan gruplarm 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 gére ona ABTS*'nin medyator olarak etkimesi gerekirdi. Kald:
ki indigo boyanin yikiminda medyator olarak etkiyen ABTS" islem sonunda baslangig
yapisina (ABTS) indirgenir (Solis-Oba ve ark. 2005).

Simdiye dek lakkaz redoks medyatorii olarak biitiin beklentileri karsilayan bir
bilesik bulunamamistir. Lakkaz redoks medyatorii olarak tanimlanan bilesikler,
enzimatik reaksiyon sirasinda diisiik kararliliga sahip ara iirlin olustururlar ve buna baglh
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 gercek redoks medyatoriinden farli olarak,
oksidasyonlar1 daha fazla donilistime olanak veren aktif radikal olusumunu artiran
bilesikleri kapsamaktadir. (Medyator, enzimatik oksidasyonla yiiksek redoks

potansiyeline sahip iiriin olustururken kendisi korunabilen bilesikleri kapsar.) Son
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zamanlarda lakkazin katalitik etkinligini IYILESTIREN (lakkaz iyilestirici, LI)
bilesiklerle ve islem esnasinda yer aldigina inanilan mekanizmalarin aydinlatilmasina
yonelik aragtirmalar yapilmistir. Bu bilesiklerin ¢ogu gercek redoks medyatorii
degildirler. Ciinkii bir veya birka¢ ¢evrimden sonra kimyasal transformasyon sonucu
elimine olmaktadirlar. LI olarak kullanilan bilesikler genel olarak >N-OH veya >N-O
yapisal gruplarmi igerirler. 1-hidroksibenzotriazol (HBT), TEMPO, N-hidroksiftalimid
(NHP), violurik asit (VA) ve N-hidroksiasetanilit (HAA) bu bilesiklerden bazilaridir
(Fabbrini ve ark. 2002, Xu ve ark. 2001, Sheldon ve Arends 2006). Deneyler, T. villosa
lakkaz1 ile alkil arenlerin oksidasyonunda >N-OH tipi bu dort iyilestirici (HBT, HPI,
VA ve HAA) arasinda en etkililerinin HBT oldugunu gostermistir (Cantarella ve ark.
2003). Degisik >N-OH bilesiginin katalitik oksidasyon yeterliligi lakkazin T1 Cu
potansiyeli ile >N-OH bilesiginin redoks potansiyeli arasindaki farka bagli olan log (Ka

/ Ky) ifadesiyle tanimlanmaktadir.

Ayni fenolik olmayan substrat ve medyator/iyilestirici varhiginda farkl
funguslardan elde edilen lakkazlarin katalitik etkinliklerinin farkli oldugu gosterilmistir
(Live ark. 1999). TEMPO’nun ABTS, HBT, VA, NHP ve dogal lakkaz medyatorii 3-
hidroksiantranilik asitten medyator/iyilestirici olarak daha etkili bir bilesik oldugu
gosterilmistir (Fabbrini ve ark. 2002). TEMPO ¢o6zeltide kismen kararli N-oksil radikali
formunda bulunur. Bu da lakkaz ortamda olmadan substratin yiikseltgenmek {izere

yiiksek potansiyele sahip olacak sekilde 6ncii modifikasyonunu saglar.
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Sekil 1.26. Lakkaz ve TEMPO’nun varliginda substratin yiikseltgenme
mekanizmasi (Fabbrini ve ark. 2002)
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Lakkaz, TEMPQO’yu substratla etkilesecek form olan okso-amonyum olusturacak
sekilde yiikseltger. Proton ayrilmast TEMPO’nun yiikseltgenmis ve indirgenmis (N-
OH) formlarini {iriin olarak verir. Indirgenmis TEMPO lakkaz tarafindan yeniden oksa-
amonyum verecek sekilde yiikseltgenir (Sekil 1.26). Lakkaz iyilestirici olarak kullanilan
diger organik bilesik siniflarindan nitrozo bilesikleri ile fenotiyoazin tiirevleri sayilabilir
(Sekil 1.27) (Bourbonnais ve ark. 1997, Int. Patent no. WO 2003023043 2003). Bir
fenotiyoazin tiirevi olan fenotiyoazin-10-propiyonik asit tekstil endiistrisinde indigo
deklorizasyonunda lakkaz medyatorii olarak Novazymes firmasi (Danimarka) tarafindan
DeniLite” ticari formiilasyonunda kullamlmaktadir (Morozova ve ark. 2007). Ancak
firmanin Tirkiye distribitorligli ile yapilan goriismelerde medyator olarak Metil-

Siringeyt kullanildig1 ifade edildi.

H CH,CH,COOH
eSSl
phenothiazine phenothiazine-10-propionic

acid

CHoCHoCHoN(CH3), gHEC:HZC:HﬁN(CHS}Z
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promazine chloropromazine
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HO;S l l SOsH 3
l l OH N
N Il
0 O OH
1-nitroso-2-naphthol- 2-nitroso-1-naphthol-
3.6-disulfonic acid 4-sulfonic acid

Sekil 1.27. Lakkaz medyatorii olarak kullanilan bazi
bilesikler (Bourbonnais ve ark. 1990)

T. versicolor lakkazi icin fenoller ve aromatik aminler yiiksek potansiyele sahip
tyilestiricilerdendir. 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 7. versicolor lakkazi i¢in etkin iyilestiricilerdendirler

(Johannes ve Majcherczyk 2000).

Benzoik ve 3-hidroksiantranilik asitler gibi dogal bilesikler de medyator olarak
etkiyebilirler. Pycnoporus cinnabarinus beyaz ¢iiriik¢iiliiniin bir metaboliti olan 3-

hidroksiantranilik asit, yine bu fungusun lakkazinin, fenolik olmayan lignin yapilarini
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ylkseltgemesinde 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 gdosterilmistir. Bu
bilesiklerin fenolik olmayan 4-hidroksibenzil alkoliin yiikseltgenmesinde medyator
olarak etkileri, dogal lakkaz medyatorii 3-hidroksiantranilik asitten on kat daha etkili

olduklar1 gésterilmistir (D'Acunzo ve Galli 2003).

Kat1 besiyerinde dogal lignoseliilotik substratlar iizerinde salgilanan lakkazlarla
birlikte tanimlanmamis bilesiklerin varlig1 fark edilmistir (Leontievsky ve ark. 1999).
Homojen, yogunlastirilmig ¢ozeltilerinin sari-kahverengimsi renginden dolayr bu
lakkazlar “SARI” olarak adlandirilir. Bu lakkazlar ilk olarak Pinus tigrinus’un kat1 faz
(bugday samani) inkiibasyonunda ¢oklu formda olduklan fark edildi. Ayn1 fungus sivi
besiyerine inkiibe edildiginde “MAVI” lakkaz salgiladig: belirtilmektedir. Sar1 ve mavi
lakkazlar 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 lakkazi sahip
oldugu absoprsiyon degerine sahip olmamasidir. Bu lakkazlar herhangi bir redoks
iyilestirircisine ya da medyatore gereksinim duymadan fenolik olmayan model lignin
yapilarim1 (6rnegin veratril alkol veya dimerik bilesileri) yiikseltgeyebilmektedir. P.
ostreatus’un kat1 faz inokiilasyonuyla medyatdr olmaksizin antreseni, antrakinona
yiikseltgeyen “SARI LAKKAZ” salgiladig: bilinmektedir (Pozdnyakova ve ark. 2006).
Bu veriler kat1 faz inkiibasyonuyla salgilanan lakkazlarin dogal medyatorleri enzimatik
olarak yiikseltgemesi sonucu olusan radikallerin, proteinin {i¢iinciil yapisinda
modifikasyona yol acacak sekilde yapilarinda bulunan amino asitlerle etkilesmis
olabilecegi fikrini dogurmustur. Ancak bu diisiinceyi dogrulayacak deneysel veriler hala

elde edilememistir.

Lakkaz medyatorii se¢iminde bir takim kriterlerin  gdzoniine alinmasi
onerilmektedir (Shleev ve ark. 2004); 1. Bilesik konjlige c¢ift baglar, hetero siklik
atomlar, -OH ve —NH; gruplar1 gibi fonksiyonel gruplardan birkacini ya da tiimiinii
icermelidir. 2. Substarata bagli olarak yeterli redoks potansiyeline sahip olmas1 gerekir.
3. Izole edildigi kaynaga bagl olarak lakkaz enziminin kinetik degerlerinde makul
tyilestirmelere yol agmali ve kinetik degerlerin deneysel dl¢iimiinde interfer etkiye sahip

olmamalidir. Bu kriterler gézoniine alindiginda lakkaz medyatorii potansiyeline sahip
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yeni bilesiklerin arastirilmasmin  gerektigi  diisiiniilmelidir. Ornegin  1-fenil-3-
metilpirazolon-5; metil ve fenil gibi elektron verici siibstitlie gruplar igeren heterosiklik

bir bilesiktir. Cozeltide iki tautomerik formda bulunur.

Biyoteknolojide lakkaz ve LMS kullanilmasina yonelik ¢ok sayida makale ve
patent bulunmaktadir (Duran ve ark. 2002, Minussi ve ark. 2002, Baldrian 2006, Riva
2006). Ornegin Danimarka’nin Novozymes sirketi birka¢ lakkaz ve LMS formiilii
gelistirmistir. DenLite® kumas agartmada ve Novozymes 51003" sise fungusu tiretimi
modifikasyonunda ve Suberash® kagit hamurunun delignifikasyonunda Diinya pazarinda
onemli bir paya sahiptir. Kagit hamurunun agartilmasi i¢in 40-65 °C sicaklik ve pH 4.5,
basing 10-14 barr, etki zaman1 1-4 saat, hamur kuru agirliginin %0.01-2 kadar medyator

ve 20 U/g enzim miktar1 regete olarak verilmektedir (Call ve Mucke 1997).

Bunlarin disinda insektisit olarak kullanilan fosfoorganik bilesiklerin dogadaki
parcalanma hizin1 artirmada da LMS kullanilmaktadir (JP Appl. no. JR2003128835
2003, Int. Patent no. WO 00078274, Morozova ve ark. 2000).

Moda yaratmak adina denim iiriinlerinin eskitilmesinde pomza tasinin yikama
islemlerinde kullanilmas1 yerini biiyliik 6l¢lide enzimatik yikamaya birakmistir. Bu
amagla en yaygin olarak kullanilan enzim seliilaz enzimidir. Bu enzimi kullanmanin iki
dezavantaji vardir; birincisi seliilaz, boyanmis pamuk (seliiloz) liflerini kirarak etki
gosterdiginden giysinin dayanikliligin1 azaltmaktadir. ikincisi ve en onemlisi seliilaz
etkisiyle cozeltiye gecen {irlinler hem ¢ozgli, hem de atki ipliklerini yeniden
boyamalaridir. Bir bagka degisle seliilaz ile yikamada geri boyama gergeklesmektedir.
Bunu 6nlemek i¢in boyay1 suda askida tutacak lineer etoksillenmis yag asitleri ve
modifiye poliakrilik asit gibi kimyasallar kullanmay1 zorunlu kilmaktadir ki, bu da hem
maiyeti artirmakta hem de g¢evre kirliligine yol agabilmektedir. 2001 yilindan bu yana
ozellikle ¢evre kirliligini dnemseyen ve giiclii tekstil endiistrisine sahip tilkelerde, denim
kumaslarin tlizerindeki indigo boyanin agartilmasinda lakkaz enzimi ve kimyasal
medyatorler yaygin olarak kullanilmaya baslanmistir. Lakkaz-Medyator Sistemleri ile
indigo boya pargalanarak renksiz iiriine (Isatin, Indol-2,3-dion) déoniistiiriildiigiinden

geri boyama gibi bir problemle karsilasiimamaktadir (Sekil 1.28).
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Sekil 1.28. Lakkaz katalizli indigo boya degradasyonu igin
olas1 bir mekanizma (Campos ve ark. 2001)

1.4.3.6. Lakkaz Uretimi ve Indiikleyiciler

Lakkaz aktivitesi, bir ¢ok fungi kiiltiirlerinde tespit edilmistir (Itoh ve Yatome
2004). Ham ve saflastirilmis lakkaz, biyoteknolojik ve ¢evre uygulamalarinda bolca
gereksinim duyulmaktadir. Verimli lakkaz iiretme kosullarmi aragtirmak iizere; en
uygun kiiltiir ortami belirlemek; tekrarlanabilir sonug elde etmek, ucuza mal etmek gibi

konularda ¢alismalar siirdiiriilmektedir (Gianfreda ve ark. 1999).

[1k lakkaz genleri yaklasik 20 y1l kadar dnce Neurospora crassa (German ve ark.
1988), Aspergillus nidulans (Aramayo ve Timberlake 1990), Coriolus hirsutus (Kojima
ve ark. 1990) ve Phlebic radiata (Saloheimo ve ark. 1991) funguslarindan izole edilerek
dizisi ¢ikarilmistir. Bu tarihlerden sonra saflastirilarak dizisi ¢ikarilan lakkaz genlerinin
sayisinda dramatik bir artis olmustur. Izole edilerek ¢ikarilan yiizlerce lakkaz geninden

ancak birka¢inin dizi homolojisi gosterdigi bulunmustur. Tipik bir lakkaz geni 500-600
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amino asitlik bir proteini kodlar. Fungal lakkaz genlerinin kodlanma bolgeleri 50-90 baz
ciflik uzunluktaki 8-13 intronda bulunur (Kojima 1990, Saloheimo ve Niku-Paavola

1991).

Birgok 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
igerir.

Farkli lakkaz genlerinin ekspresyon diizeyleri kiiltivasyon kosullarina baglhdir.
Ornegin; yiiksek oranda azot igeren besiyerinde basidiomycet-62 (Mansur ve ark. 1998)
ve Pleurotus sajor-caju (Soden ve Dobson 2001) lakkaz genlerinin transkripsiyonunu

indiikledigi gosterilmistir.

Bakir lakkaz gen transkripsiyonun gii¢lii bir indiikleyicisidir. Bu da serbest bakir
iyonlarmin neden oldugu oksidatif strese karsi bir savunma mekanizmasi sonucu
gerceklestigi ifade edilmektedir (Collins ve Dobson 1997, Palmieri ve ark. 2000, Soden
ve Dobson 2001, Litvintseva ve Henson 2002). Bakira ilave olarak Mg, cd* veya
Hg"™ gibi metal iyonlarinda lakkaz gen ekspresyonunu stimule edebildigi gosterilmistir
(Scheel ve ark. 2000, Galhaup ve ark. 2002). Yapisal olarak lignin dnciileri benzeri 2,5-
ksilidin veya fenulik asit gibi baz1 aromatik bilesiklerin 7. villosa, P. sajor-caju ve T.
versicolor lakkaz gen transkripsiyonunu ytikselttigi gosterilmistir (Yaver ve Golightly

1996, Collins ve Dobson 1997, Soden ve Dobson 2001).

Metal iyonlar1 ve fenolik bilesikler tarafindan lakkaz genlerinin
transkripsiyonunun indiiklenmesi, genin promotor bolgesindeki spesifik regiilator
kismin1  etkilediklerine inanilmaktadir. Lakkaz genlerinin dizi analizlerinin
kargilastirilmast  lakkazlarin  iic ana grupta incelenebilecegini gostermektedir:
basidomycte, ascomicete ve bitki lakkazlar1 (Eggert ve ark. 1998, Cassland ve Jonsson
1999, Valderrama ve ark. 2003) ayni1 gruptaki lakkazlarin amino asit benzerligi %50

civarindayken farkli gruptaki lakkazlarin %40°1n altindadir.

Beyaz ciirlik¢iil fungus 7. versicolor’da lakkaz gen ekspresyonu bakir ve azota
bagli olarak transkripsiyonu incelenmistir. Patrick ve ark. (1997) tarafindan yapilan 7.

versicolor’da gen transkripsiyonunun diizenlenmesi ¢alismasinda, fungus kiiltiiriindeki
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azot ve bakir konsantrasyonu arttirhidiginda, lakkaz enzimi gen transkripsiyonu
diizeylerindeki artisa bagli olarak lakkaz aktivitesindeki artis ters transkripsiyon ve PCR
teknikleri kullanilarak gosterilmistir. Buna ek olarak, lakkazla ilgili mRNA miktar1 ve
10 gilinlik kiltiirdeki lakkaz aktivitesinin, ya lakkaz substrati olan 1-
hidroksibenztriazol’iin ya da iyi bilinen bir lakkaz indiikleyicisi olan 2,5-ksilidin
konsantrasyonunun direkt fonksiyonu oldugu gosterilmistir. Yine bu calismada, bagka
bir beyaz c¢iiriik¢iil fungus kiiltiir ortaminda lakkaz iiretimini indiikledigi gosterilmis
olan iki aromatik asidin, (ferulik asit ve veratrik asidin) 7. versicolor i¢in indiikleyici

etkiye sahip olmadiklar1 ifade edilmektedir.

Bakir yoklugunda gelistirilen kiiltiire, bakir ya da 2,5-ksilidin veya her iki
bilesigin birden eklenmesi ile, 15 dakika i¢inde lakkaz transkript diizeyinin arttigi
saptanmustir. 2,5-ksilidin ile 15 dakika sonra, Sadece bakir varliginda ise 24 saatlik

inkiibasyon sonrasi indiiksiyon etkisi gozlendigi belirtilmektedir (Patrick ve ark. 1997).

Farkl1 fizyolojik kosullar altindaki fungus kiiltiirlerinde indiikleyicilerin etkisi,
ters transkripsiyon ve PCR ile lcc mRNA diizeyi tayini yapilarak 7. versicolor’daki
lakkaz gen ekspresyonunun (lcc) diizenlenmesi arastirilmistir. Bu c¢alismada besinsel
azot ve bakir varliginda lcc transkripsiyonunun aktiflendigi gosterilmistir. Ayrica, iki
aromatik bilesik olan 2,5-ksilidin ve 1 hidroksibenzotrioliin gen transkripsiyonu
diizeyinde lakkaz indiiksiyonu yaptig1 gosterilmistir. Bakirdan yoksun olarak
gelistirilmis 10 giinliik kiiltiire bakir ya da ksilidin eklenmesi, lcc mRNA’nin hizli bir
sekilde attig1 ancak bakirin neden oldugu indiiksiyonun lakkaz aktivitesine yansidigini

gozlemlemislerdir (Patrick ve ark. 1997).
1.4.3.7. Lakkaz’in Endiistriyel Kullanim Alanlar:
- Lakkaz Enzimlerinin ve Lakkaz Aracili Sistemlerin Tekstilde Kullanim

Alanlan

Tekstil sanayi, toplam boyar madde pazarinin {igte ikisini olusturmakta ve tekstil
yas islemleri icin biiyiik hacimlerde su ve kimyasal tiiketmektedir. Kullanilan kimyasal
maddeler, inorganik bilesenlerden polimerlere ve organik iirlinlere kadar degisen gesitli
kimyasal yapilardir. Kimyasal yapilart nedeniyle boyar maddeler, 151k, su ve farkl

kimyasallar etkisinde solmaya kars1 direnglidir ve bunlarin ¢ogu sentetik esash
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oldugundan renksizlestirilmeleri zordur. Ancak cevresel nedenlerle boyarmaddelerin
endiistriyel atiklardan uzaklastirilmalart gerekmektedir. Bu ylizden lakkaz esasl
yontemlerin gelistirilmesi, lakkazlarin tekstil sanayinde siirekli kullanilan sentetik
boyarmaddeler de dahil olmak iizere ¢esitli kimyasal yapidaki boyarmaddeleri
pargalayabilme potansiyelleri nedeniyle uygun bir ¢dziim gibi goriinmektedir.

Lakkazlar, tekstil sanayinde tekstil atik sularinin renksizlestirilmesinin yani sira
tekstillerin agartilmasinda, kaynatilmasinda, denim yikamada ve hatta boyar maddelerin
sentezinde de kullanilmaktadir (Couto ve Herrera 2006).

Novozyme (Novo Nordisk, Danimarka) 1996’da kot agartmada lakkaz
enziminin endiistriyel uygulamasini baslatmistir. DeniLite, ilk endiistriyel lakkaz ve
aracilar yardimiyla etki gosteren ilk agartict enzimdir. Ayrica 2001°de Zytex sirketi
(Zytex Pvt. Ltd., Hindistan), ticari ad1 Zylite olan ve indigoyu c¢ok spesifik bir sekilde
parcalayabilen lakkaz aracili sisteme dayanan bir formiilasyon gelistirmistir (Couto ve
Herrera 2006).

Lakkazlar, seliilozik liflerde bulunan yaglar, mumlar, pektinler, proteinler ve
pigmentler gibi dogal renklendirici maddelerin uzaklastirilmasi ve bu sayede boyama,
baski ve bitim gibi islemlere hazirlanmasi amaciyla kullanilmaktadir. Tekstillerin
agartilmasi islemi klasik olarak asidik ve bazik kosullarda, genis sicaklik araliginda ve
farkl yiikseltgen maddelerle yapilmaktadir. Yiiksek beyazlik dereceleri istendiginde ard
arda oksidasyon iglemleri uygulanmaktadir. Agartma maddeleri, liflere agir1 miktarlarda
verilmekte, bu da ileriki iglemlerin diizgiin yapilabilmesini olumsuz yonde etkileyen
zararl atiklara neden olmaktadir. Bu nedenle tekrarli yikamalar gerekmektedir. Tzanov
ve arkadaslari, 2003°te yaptiklar1 caligmada kisa siireli lakkaz 6n isleminin pamuklu
kumaslarin beyazligin1 gelistirdigini ve sonraki agartma isleminde kullanilan hidrojen
peroksitin konsantrasyonunu énemli derecede azalttigini belirtmiglerdir (Tzanov ve ark.
2003). Basto ve arkadaslari, pamugun klasik kimyasal agartma siirecine bir alternatif
olarak ultrasonik dalgalarin lakkazin agartma yetenegi {izerindeki etkisini
incelemisglerdir. Calismada pamuk, 20 kHz ve 7 W giiclindeki ultrasonik ortamda 30
dak’ lik islem gOrmistiir. Pamuklu kumaslarin lakkaz ile 6n isleminde ultrason

uygulamasiyla ve peroksit ile beyazlik etkisi artmistir (Basto ve ark. 2007).
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- Lakkazlar’in Kot (Denim) Yikamada Kullanimi

Denim yikama yontemleri ile 6zel efektlerin ve gesitliliginin giderek artmasi, bu
islemi moda egilimlerine yon verir hale getirmistir. Yikama siireglerini bilimsel
yapmayan firmalarin iirtin gami sinirlart giderek daralmaktadir. Kiiresellesme siireci,
son yillarda diinya tekstil sektoriinii, diger sektorlerle kiyaslandiginda daha fazla
etkilemistir. Bunun bir sonucu olarak fiyat konusunda asir1 rekabet ortami olugsmus ve
bu da tekstil {irlinleri tiretimini gelismis ililkelerden gelismekte olan iilkelere ve az
gelismis iilkelere dogru kaymasina neden olmustur. Is giicii, sermaye, iiretim yeri,
cevresel ve siyasal faktorler, diinya tekstil yatirimlarini, Hong Kong, Cin, Kore, Tayvan,
Pakistan, Misir ve Sudan gibi lilkelere kaydirmistir. Tiirk tekstil sektoriiniin dis ticaret
giicliniin giderek azalmasinin baslica nedeni, tireticilerin maliyetlerini kismas1 gerektigi
halde, bunu basaramamasidir. Uretim maliyetlerinin artisginin nedenleri arasinda iscilik
maliyetinin yiiksek olmasi, hammadde alim fiyatlarindaki dalgalanmalar, enerji
fiyatlarindaki artislar ve yiiksek orandaki vergi yiikii sayilabilir. Bu maliyetlerden makul
oranlarda kaginmak i¢in Tiirk tekstil iireticileri yurt digina yatirim yapmaya yonelmistir.
Tekstil alaninda 2003 yil1 itibariyla yurt digina yapilan yatirim 3 milyon dolar iken, bu
rakam 2005°te 485 milyon dolara ulagmistir. 2008 yilinin ilk 6 aymin sonuna kadar bu
alanda yurt disina yapilan yatirim 745 milyon dolara ulagmistir. Bunun sonucu, sanayi
isttihdaminin %20°sini olusturan ve 6.5 milyon insana is olanagi saglayan tekstil
sektoriinde, 20062008 arast periyota 2 milyondan fazla insan igsiz kalmistir ve ne
yazik ki bu oran gilinden giine artmaktadir. Tiirkiye tekstil ireticileri, maliyeti diistirmek
amaciyla kaliteden o6diin vererek Pakistan, Cin, Misir ve Banglades gibi iilkelerle
rekabet etmeye calismasi, issizlik sorununu daha da ¢6ziimsiiz hale getirecektir. Bunun
yerine Italya, Fransa ve Ingiltere gibi iilkelerle rekabeti tercih ettiginde, kendi
markalarim1  yaratmak adina AR-GE yatinmlarina O6nem vermesini gerektirir.
Ulkemizdeki tekstil firmalarinin AR-GE ve ilgili egitim faaliyetlerine yeterli 6nemi
vermemeleri, sektoriin nitelikli ve verimli is glicii temin etmesine olanak saglamadigi
gibi, katma degeri yiiksek {irlinlerin {iretimine de imkan vermemektedir. Tekstil
firmalar1 bu anlamda AR-GE calismalar1 yaparak kendi kalitelerini etkileyecek tiim
asamalardaki treticilerinin de kalitesini maksimuma tasimay1 hedefleyen c¢aligsmalari

Onlar1 bu alanda iinlii diinya firmalariyla ayni diizeye ¢ikarmanin olmazsa olmazidir.
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-Lakkazlar’in Tekstil Atik Sularinin Biyolojik Parcalanmasi ve

Renksizlestirilmesinde Kullanimi

Azo, trifenil metan ve ftalosiyanin gibi farkli kromofor gruplarin varhigi,
boyarmaddelerin yapisal c¢esitliligini saglamaktadir. Gorsel etki ve kimyasal oksijen
ihtiyact (COD) agisindan yan etkilerinin yan1 sira ¢ogu sentetik boyarmaddeler, toksik,
kanserojen ve genotoksik etkiler de gostermektedir. Boyama atik sularinin aritilmasi,
adsorpsiyon, koagulasyon, oksidasyon, filtrasyon ve iyonlastirici radyasyon gibi
kimyasal ve fiziksel yoOntemler gerektirmektedir. Bu yOntemlerin tiimii farkl
renksizlestirme yetenegine, sermaye maliyetine ve operasyon hizina sahiptir. Bu
yontemler arasindan koagulasyon ve adsorpsiyon yaygin olarak kullanilmaktadir. Ancak
bunlar biiyiik miktarlarda atifa yol agmaktadir. Bu nedenle biyolojik islemler ve
ozellikle lakkaz kullanimi, diigiik maliyet ve az camur olusturmalar1 nedeniyle giderek

onem kazanmaktadir (Park ve ark. 2007).

-Kagit Hamurundan Lignin Giderimi

Agac, yapisinda seliiloz, hemiseliiloz, hidroksifenil-propan alt birimlerinden
olusan kompleks bir polimer olan ligninden olugsan uzun ve ince fiberlerin yi1gilmasi
olarak tanimlanabilir. Lignin orta tabakada bulunur ve burada dogal bir yapiskan gorevi
goriir. Agag fiberlerinin ikinci hiicre duvarinda seliilloz ve hemiseliiloz arasinda bag
olusturucu olarak davranir. Dolayisiyla kagit hamuru olusturmak icin, ligninin mekanik
veya kimyasal yolla uzaklastirilmas: gereklidir. Kimyasal kagit hamuru proseslerinde,
agartma prosesi olarak adlandirilan lignin fraksiyonlarinin eliminasyonu i¢in giiglii

kimyasal maddeler kullanilir.

Genellikle agartma prosesinde klor (Cly), klordioksit (ClO,) ve ozon (Os)
eklenir. Ancak gilinlimiizde klor kullanimi kanserojenik maddelerin olusumuna neden
oldugundan dolay1 yasaklanmis, klordioksit kullanimina da c¢ok siki simirlamalar
getirilmistir. Bu nedenle yeni uygulamalar gelistirilmeye ¢alisilmaktadir. Beyaz
cliriik¢iil funguslarin oksidatif enzimlerinin karisimi kullanilarak ligninin degredasyonu
gerceklestirilebilir. Ancak ligninin kompleks yapisindan dolayr enzimle etkilesime

girebilmesi i¢in araci (medyator) bilesikler kullanilmalidir (Riva 2006).
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-Organik Sentez

Organik sentezde lakkazin biyokatalizér olarak kullanimi son zamanlarda artan
bir ilgiyle ¢alisilmaktadir. Acik ortamda hidrojen peroksit kullanmadan 1liman (benign)
cevresel kosullarda polimer iretimini saglar. Ayrica medyatér varliginda veya
yoklugunda, radikal akrilamid polimerizasyonunu indiikledigi rapor edilmistir. Lakkaz
ek olarak lignin kraft kopolimerlerinin kemoenzimatik sentezi i¢in de kullanilmaktadir.
Daha yakin bir tarihte de odunsu bilesiklerin fonksiyonelligi ve capraz baglanmasi i¢in

bu enzimin potansiyeli oldugu kesfedilmistir (Zille 2005).

-Biyosensor

Biyosensor elektronik doniistiiriicii iceren biyolojik komponentle biitiinlesmis bir
probtur. Bu sekilde hazirlanan prob biyokimyasal veya fiziksel degisiklikler gbz oniine
alimarak biyokimyasal sinyalleri elektriksel deger olarak belirler ve kaydeder.
Glniimiizde lakkaz igeren birgok biyosensor, atik suda aromatik aminler ve fenolik

bilesiklerin belirlenmesinde kullanimi amaciyla gelistirilmektedir (Zille 2005).

-Sarap ve Bira Stabilizasyonu

Sarap stabilizasyonunda alternatif bir fiziksel-kimyasal adsorbent olarak gida
endiistrisi lakkazin en biiyliik kullanim alanlarindan biridir. Sarap, etanol ve organik
asitler (koku verir), tuz ve fenolik bilesikler gibi farkli kimyasal bilesiklerin karisimini
icerir. Polifenoliin gideriminde, sarabin organoleptik karakterinde istenmeyen
degisikliklerden kag¢inmak gereklidir. Polifenol gideriminde lakkaz kullanimi bazi
Oonemli sartlar gerektirir. Bunlar asidik ortamda stabilite ve siilfit ile tersinir

inhibisyondur (Zille ve ark. 2005).

Lakkaz biranin raf omriiniin arttirilmasinda kullanilir. Birada, duman ve sis
olusumu mayalama endiistriisinde ¢ok karsilasilan bir problemdir. Fenol halkalarinin
niikleofilik substitlisyonuyla proteinin siilfidril gruplart duman olusumunu 6nleyebilir.
Burada fenoliin fazlas1 geleneksel islemler yerine arpa mayasina lakkaz ilave edilerek

yapilabilir (Riva 2006).
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1.5. Kat1 Substrat Fermentasyonu

Lignin, pektin, lignoseliiloz gibi bilesenleri igeren dogal materyalleri kullanan ve
esas olarak kesikli bir islem olan kat1 substrat fermentasyonu (KSF) serbest su akisinin
olmadig1 ve nemli-kat1 substrat tizerinde mikroorganizmalarin iiretildigi bir uygulamadir
(Raimbault 1998, Raghavarao ve ark. 2003) Bu islemde kullanilan substrat,
mikroorganizmalarin iireme ve metabolizmasi i¢in ihtiyag duydugu yeterli nemi
saglamalidir (Pandey 2003, Ganesh ve ark. 2005) . Kati substrat, hem fiziksel destek
hem de besin kaynagi olarak rol oynayacagindan uygun substratin se¢imi onemlidir
(Raghavarao ve ark. 2003). Bu nedenle, substratin parg¢a biiyiikliigli, por yapisi ve
kimyasal bilesimi uygulama agisindan énemlidir. Substratin bol miktarda olmasi, kolay
elde edilmesi ve ayrica ucuz olmasi biiylik 6nem tasimaktadir (Osma ve ark. 2006). Kat1
substrat fermentasyonu serbest suyun olmadigi ya da ¢ok az oldugu durumda
gergeklestiginden, mikroorganizmalarin dogal cevrelerinde bulundugu kosullara ¢ok
benzemektedir (Holker ve ark. 2004). Cesitli mikroorganizmalar (bakteriler, mayalar ve
funguslar) kat1 substratlar iizerinde iiretilebilirler ve bu amagla kullanilabilecek en
uygun mikroorganizmalar funguslardir (Raimbault 1998). Beyaz cliriik¢iil funguslarin
diisiik su aktivitesine karsi iyi tolerans gostermeleri ve misel formunda iiremeleri bu
acidan kullanilabilme olasiliklarini arttirmaktadir. Geleneksel sivi fermentasyona gore
ekonomik avantajlarinin olmas1 ve substrat olarak ucuz ve bol bulunan tarim endiistrisi
atiklarinin kullanilabilmesinden dolayr mikrobiyal triinlerin iiretiminde kati substrat
fermentasyonu O6nem kazanmaktadir (Shankar ve Mulimani 2006). Bu atiklarin pek
cogunun ligninolitik aktivitenin indiikleyicisi olarak rol oynayan lignin, seliiloz ve
hemiseliilozlar1 icermesi ve ayrica pek ¢ogunun yiiksek oranda seker icermesi islemlerin
cok daha ekonomik olmasini saglamaktadir (Osma ve ark. 2006). Kat1 substrat olarak
kullanilacak tarimsal atiklar bu siire¢le degerlendirileceginden, tarimsal atiklardan
dolay1 olusabilecek ¢evre problemlerinin alternatif bir ¢éziimii olabilecek bir islemdir.
Kosullar bir¢ok mikroorganizma i¢in dogadaki sartlarina benzer oldugundan, tireme igin
yeterli kosullar saglanabilir (Milagres ve ark. 2004). Cesitli tarimsal atiklar, beyaz
cliriik¢iil funguslarla enzim {iretiminde basarili sekilde kullanilabilmektedir (Gomez ve

ark. 2005).

Bu ¢alismada kat1 substrat olarak kavun, karpuz kabuklar1 ve kizil cam kozalagi

kullanilmistir.

46



Pervin BADEMKIRAN

1.6. Enzim Saflastirma Teknikleri

Enzim (Protein) saflagtirmanin amaci, kompleks protein karisimlarindan
ilgilenilen proteinin biyolojik aktivitesini kaybetmeden ayrilmasidir. Biyolojik
fonksiyonun korunmasi da; pH, sicaklik ve iyonik kuvvetin kontrol edilmesiyle
saglanir. Bu Ozelliklere dayali olarak protein saflastirma teknikleri uygulanir. Bir
protein veya enzimi homojen halde elde etmek icin bircok metot birlikte

uygulanmalidir.
llgilenilen proteinin saflastiriimast igin asagidaki adimlar takip edilmelidir.
1. Tlgili protein igin 6zel bir aktivite tayini olup olmadig: arastiriimali
2. Toplam protein miktar1 belirlenmeli
3. 1lgili proteine uyarlanmus bir seri ayirma islemi yapilmali

4. Saflik analizi yapilmaldir.

1.7. Arastirmanin Amaci

Organizmanin cinsine, tiirtine ve ona lrettirilmek istenen maddeye bagl olarak
degisim gosterebilecegi diislincesinden yola cikarak, secilen funguslarin kati faz
kiiltivasyon teknikleri kullanilarak test edilecek indiikleyicilerin etkisi ile en iyi
miktarda ve en yiiksek oranda spesifik aktiviteye sahip lakkaz enzimi/enzimleri
salgilamalarimin kosullar1 aragtirilmistir. Aragtirmanin bir diger temel amaci ise
enzim/enzimlerin tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullanilan indigo boyalari
renksizlestirmesi icin katalitik etkinligi gosterebilecegi redoks medyatoriiniin
belirlenmesine yoOnelik calismalar olusturmustur. Etkinligi, kinetik 0Ozellikleriyle
optimize edilmis enzim, medyatorler esliginde indigo/indigo karmin boya ile

etkilestirilerek renklerinin agilmasinda kullanilabilirligini arastirmak amaglanmustir.

Enzimlerin biyoteknolojide yaygin olarak kullanilabilmelerinde gozoniine alinan
en Onemli faktorler, bol miktarda ve diisiik maliyetle iiretilebilmeleridir. Giiniimiizde
lakkaz tiretiminde maliyet yiiksek oldugu icin, ¢cevre dostu bu enzimin yaygin olarak
kullanilabilirliginde dezavantaj olusturmaktadir. Dolayisiyla kolay ve ucuz lakkaz
tiretim yontemlerinin gelistirilmesi onem arz etmektedir. Bu amagla farkli ailelere

mensup funguslar, lakkaz tiretmek iizere ticari besiyerleri yerine, bitkisel artiklardan
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olusan degisik destek materyaller kullanilarak kati faz kiiltivasyon teknigi
uygulanacaktir. Kullanilacak destek materyalin karbon/azot igerigi ve kimyasal
kompozisyonunun, funguslarin lakkaz salgilamalar1 iizerindeki etkisi arastirilacaktir.
Kati faz teknigi ile mikroorganizmalarin hiicre disina salgiladiklar1 proteinleri
saflastirmak ya da zenginlestirmek daha basit ve daha kisa siirede miimkiin olacagi
distiniilmektedir. Lakkazlar genis substrat 6zglinliigline sahip enzimlerdir. Bir lakkaz
enziminin bir substrat {izerindeki katalitik etkinligi hem izole edildigi kaynaga baglh
olarak, hem de birlikte kullanilan medyatore bagli olarak degismektedir. Saflastirilacak
ya da zenginlestirilecek enzimin test edilecek medyatorler esligindeki indigo ve indigo
karmin boyalar1 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 kat1 faz kiiltivasyonu ile T.
versicolor ve P. chrysosporium™un daha fazla ve daha aktif lakkaz salgilamalari
indiikleyicilerle sitimule edilerek, saflastirilmis ya da zenginlestirilmis lakkaz/lakkazlar
yeni medyatorler esliginde indigo/indigo karmin boyalar1 renksizlestirme kinetikleri

arastirilmasi amacglanmustir.
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2. KAYNAK OZETLERI

Collins ve Dobson (1997) bakir ve azot kaynagi olarak amonyum tartarat,
indiikleyici aromatik bilesik olarakta HBT ve 2,5-ksilidin ayr1 ayri test edilmek tizere 7.
versicolor kiiltlirlerinde degisik derisimlerde kullanildiklarinda zamana bagl lakkaz
mRNA derisimlerini 6lgerek gézlemlemislerdir. 2,5-ksilidin ile 15 dak, Cu ile 24 saat

sonra mRNA derisimlerinde anlamli artislar Olctiiklerini belirtmektedirler.

Palmieri ve ark. (2000) birka¢ ekstraseliiler lakkaz iireten beyaz ¢iiriik¢iil P.
ostreatus 'un, fenol oksidaz A16 (POXA16), POXA2 ve POXC genlerini bakir ile
indiikleyerek lakkaz aktivitelerini test etmiglerdir. Deney kosullarinda indiikleyici ile
gen transkripsiyonun (mRNA yazilim agamasinin) regiile edildigini belirtmektedirler.
Bu genler igerisinden de en fazla POXA16 geninin sentezinden sorumlu oldugu mRNA

miktarinin inkiibasyon siiresince arttigini ifade etmektedirler.

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

basidiomycete’lerle homoloji gosterdigini idda etmektedirler.

Couto ve ark. (2002) destek materyal ve indiikleyicilere bagl olarak yar1 kati
fermantasyon teknigi ile 7. versicolor’un lakkaz salgilama kosullarini arastirmislardir.
Poliiiretan kopiik, bugday ve arpa samanlari, odun talagi ve arpa kepegi kat1 destek
materyal olarak ve veratil alkol, 2,5-ksilidin de indiikleyici olarak kullanildiklarinda 17
giinliik inkiibasyon sonucunda, arpa kepegi ve 2,5-ksilidin ile olumlu sonuglar elde
etmislerdir. Bu kosullarda elde ettikleri enzimi asit fuksin, Kongo kirmizisi ve indigo
karmin’i renksizlestirme c¢alismalarinda 6 giinliik inkiibasyon sonunda medyator
kullanmadan  %85-96 oranlarinda farkli siniflardaki  bu ii¢ boyanin da

renksizlestirildigini gézlemlemislerdir.
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Champagne ve Ramsay (2005) Trametes versicolor’la calismada oOncelikle
lakkaz ve mangan peroksidaz iiretimi i¢in farkli indiikleyiciler igeren besiyerlerinde
iretim yapilmis ve sonrasinda piirifikasyon yapilmistir. Saflagtirilan mangan peroksidaz
ve lakkaz i¢in sirastyla 50 U ve 1200 U aktiviteye sahip % 10 ve % 57 verime
ulasmislardir. Molekiil agirliklar1 da 44-45 ve 55 kDa olarak belirlenmistir. Saflastirilan
enzimler boya gideriminde kullanilarak dekolorizasyon yetileri arastirilmis ve piirifiye
mangan peroksidaz azo boyalarin (amaranth, reaktive black 5 ve cibacron brilliant
yellow) mangan bagimli reaksiyonlarla rengini giderirken antrakinon boyalarin
(remazol brilliant blue) boyalarin rengini gideremedigi, bunun yaninda piirifiye lakkazin
5 ila 10 kat renk giderimi gerceklestirdigi one siirtilmiistiir. Tipik bir fungal kiiltiirle
yapilan renk giderim calismasinda Lac:MnP orani enzim aktivitesine bagl olarak
baslangigta 10:1 ile 20:1 oraninda iken, renk giderimi tamamlandiginda bu oran 30:1
oldugu bulunmus buradan da MnP’in boya giderimindekli enzim aktivitesinin

Lakkazdan yaklagik 30 kat daha hizli oldugu sonucuna ulasilmstir.

Lorenzo ve ark. (2005) 7. versicolor Kkiiltiirlerindeki aktivite, aktivatér olarak
agir metaller kullanilarak indiiklenmesine ¢alisilmustir. Cd*", Ag”, Mn*", Zn*" ve Cu*’
metallerinin ilavesi karsilastirildiginda sadece Cu*" metalinin lakkaz aktivitesini
arttirtig1 bulunmustur. Bakir metalinin aktiviteyi 12 kat kadar biiyiik bir oranda artirdigi
rapor edilmistir. Bu aktivite artis1 da tekstil boyasi olan Indigo Karmin boyasinin lakkaz

tarafindan yikiminda 6nemli rol oynayan bir faktor olarak bulunmustur.

Moon-Jeong ve ark. (2005) beyaz bir ciiriik¢iil fungus olan Trametes
versicolor’un ligninolitik enzimlerinden biri olan lakkaz1 etanol c¢oktiirmesi,
DEAEsefaroz, fenil-sefaroz ve G-100 kromatografi kolonlar1 kullanilarak % 6.2 verimle
kiiltiir stvisindan 209 kat piirifiye etmistir. 7. versicolor, substrat olarak ABTS igin
oldukca yiiksek aktivite (91.443 Umg™) gosteren monomerik lakkazi salgiladigi rapor
edilmistir. Enzimin yaklasik molekiil agirligt SDS-PAGE ile 97 kDa olarak
belirlenmistir ki bu deger diger lakkaz molekiil agirliklarina gore biiyiik bir degerdir.
Enzim pH 3 ve 50 °C sicaklikta optimum aktivite gostermistir. Ky degeri ABTS
substrati i¢in 12.8 pM ve Vpu degeri de 8152.4 Umg'’dir. Spesifik aktivitesi ve
substrat afinitesi diger beyaz ciiriik¢lil funguslardan daha yiiksek oldugu bulunmus

bdylece endiistriyel uygulamalarda potansiyele sahip olabilecegi one siiriilmiistiir.
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Pazarlioglu ve ark. (2005) maya 6ziitli, glukoz, (NH4)H,PO4, MgS04.7H,0 ve
CaCl,’den olusan s1v1 besiyerine inokiile ettikleri 7. versicolor FPRL 28 A 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 ayr1 ayri belirli
derisimlerde indiikleyici olarak sivi besiyerlerine ilave edildiklerinde, 10 mg/L
derisimindeki fenol’iin 72 saatlik inkiibasyon sonunda lakkaz aktivitesini %1227.5
oraninda arttirdigin1 gézlemlemislerdir. Diger yandan {irettikleri enzimleri medyator
kullanmadan, ticari olarak temin ettikleri lakkaz formiilasyonuyla kiyaslamak iizere, cep
biiyiikliigiindeki denim kumasglari inkiibasyon siiresi ve pH’ya bagli olarak agartmalarini
CIE L ve K/S degerlerini dlgerek kiyaslamiglardir. Agartmada CIE L degerleri goz
Oonline alindiginda {rettikleri lakkazin ticari olarak temin edilen lakkaz
formiilasyonundan daha etkili oldugunu ifade etmektedirler. Geri boyanmada ise ticari
lakkazin, geri boyanma inhibitorii reaktifler icermesinden dolayr daha uygun oldugu

K/S degerlerinden anlagilmaktadir.

Gnanomani ve ark. (2006) bugday samani iizerinde indiikleyici olarak CuSOs,
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 etmektedirler.

Revankar ve Lele (2006) etkili bir sekilde lakkaz lireten Trametes versicolor’dan
farkli besiyeri bilesenlerinin lakkaz {iretimine etkisi ortogonal diizenleme metoduyla
optimize etmistir. Azot kaynagi olarak maya ekstrakti, karbon kaynagi olarakta nisasta
ve glikoz kullanildiginda aktivitenin (305 UmL™) iki kat arttig1 bulunmustur. Optimize
edilmis besiyerine 1 mM bakir ilavesi yapildiginda da aktivite 406 UmL™ degerine
ulagsmigtir. Ayni konsantrasyonda farkli aromatik bilesikler kullanildiginda da aktivitede

oldukea biiyiik artiglar kaydedilmistir.

Liu ve ark. (2009) P. ostreatus 10969 susunun fermantasyon kosullarinin
optimizasyonunu ve salgilanan lakkazin karakterizasyonunu arastirmislardir. Kati
destek materyalin optimizasyonu matriks yiizey gruplarinin FTIR ile analizine
dayanarak belirlenmistir. Elde edilen lakkaz %35 doygunlukta (NH4)>SO4 ¢oktlirmesi

ile elde edilen ¢okelek pH 4,5‘ta sodyum asetat ile ¢oziildiikten sonra bu tampona kars1

51



2. KAYNAK OZETLERI

diyalizlenip, ham enzim ¢d6zeltisi DEAE-sepharoz FF (1,5 cmx20 cm) ardindan da
polietilen glikol ile yogunlastirilan 6rnek sephadeks-G-100 FF (2,5 cmx100 cm)
kolonuna ytiklenmis. Aktif fraksiyon liyofilize edilerek yogunlastirilip, SDS-PAGE ile
molekiil agirliginin 40.000 oldugunu saptamiglardir. Daha sonra bu enzimin etkinligi
iizerine ¢esitli metal iyonlariin, organik ¢oziiciilerin etkisi, pH, sicaklik ve diger kinetik

parametrelerin karakterizasyonunu belirlemislerdir.

Saparrat ve ark. (2010) beyaz ciiriik¢iil fungus Corilopsis rigida’nin lakkaz
izoenzim genlerinin (lccl, lcc2 ve lcc3) Cu®’, Mn*, Fe3+, 2,6-Dimetoksi-1,4-
benzokinon, H,O,, kafein, amfoterisilin B ve siringik asit varliginda transkripsiyonlarini
RNA polimeraz zincir reaksiyonu ile kantitatif olarak analiz etmislerdir. Cu*"nin lccl,
amorfin B’nin lccl ve lec2, siringik asidin lccl ve lcc3, 2,6-Dimetoksi-1,4-benzokinon
ise lcc2 ve lec3 genlerini indiiklediklerini idda etmektedirler. Dogal olarak bu genlerin
indiiklenmesi, inkiibasyon siiresine bagli olarak lakkaz aktivitesinin de artmasina yol

acmugtir.

Cripps ve ark. (1990) P. chryososporium’un azo ve heterosiklik boya Orange II,
Tropaeolin O, Congo Red, Azure B boyalarini biyolojik olarak yiktig1 gdsterilmistir. Bu
caligmalarda renk giderimi oraninin boya kompleksi, azot varligi ve kiiltiirdeki
ligninolitik  aktiviteye baglhi  olarak  degistigi  belirtilmistir.  Diisik  azot
konsantrasyonunda rengin %90°1 yliksek azot konsantrasyonunda ise rengin %63-93’1
giderilmistir. Genellikle azot sinirlamasinin saglanmasi, lignolitik aktiviteyi arttirarak
lignin peroksidaz ve Mn bagimli peroksidaz aktivitesini arttirmakta ve boylece renk

gideriminin artti§1 gézlenmistir.

Ollikka ve ark. (1993) Azo, triphenyl methane, heterosiklik ve polymerik
boyalarin renginin giderimini P. chrysosporium’dan izole edilen 3 lignin peroksidaz
izoenzimleri (Lip 4.65 (H2), Lip 4.15 (H7) ve Lip 3.85 (H8)) kullanilarak arastirilmistir.
Renk giderici olarak kullanilan bu izoenzimler ile kiiltiir besiyerinden izole edilen saf
enzim sistemleri karsilastirilmistir. Azo, trifenil methone, heterosiklik ve polimerik
boyalar1 iceren 10 farkli boya tipleri saf enzim preparasyonlari ile muamele edilmistir.
Bu saf enzimlerle ¢cogu boyanin renginin %75’den fazlasi giderilirken, yalnizca Cango

Red, Poly R-478 ve Poly T-128 boyalarinin renkleri sirasiyla %54, %46 ve %48
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oranlarinda giderilmistir. 5 farkli boya tipi saflastirilmis izoenzimlerle muamele edilerek
renk giderimi test edilmistir. Lip 3.85 izoenzimi methylene blue ve methyl orange’in

renklerinin %20’sini, toluidine blue O boyasinin renginin %60’dan fazlasini gidermistir.

Swamy (1998), tarafindan Amaranth, Remazol Black B, Remazol Orange,
Remazol Brilliant Blue, Reactive Blue ve Trapaedin O boyalarinin agar plaklarinda renk
giderimi test edilmistir. Bjerkandera sp. BOSS55, P. chrysosporium ve T. versicolor
beyaz c¢iiriik¢iil funguslarin kullanildigi bu ¢alismada 9 giinliik peryotta rengin biiytik
bir kism1 giderilmistir. Bu ii¢c beyaz c¢iiriik¢iil fungusin statik ve sulu kiiltiirlerde
besiyerinin yiizeyi boyunca somut bir sekilde gelisen misel yapisinin boyalarin rengini
gidermedigi gézlenmistir. Calkalami kiiltiirde Bjerkandera sp. BOSS55 peletleri yalnizca
Amaranth, Remazol Black B ve Remazol Orange boyalarimin rengini giderirken P.
chrysosporium ve T. versicolor peletleri pek c¢ok boyanin rengini gidermistir.
Bjerkandera sp. BOS55 ve P. chrysosporium’un batch Kkiiltiirlerine tekrarli boya
eklemeleri yapilmis ve renk giderim veriminin diistiigii gézlenmistir. Buna karsin 7.
versicolor’in farkli boyalarin ve boya karisimlarinin tekrarli eklendigi batch
kiiltiirlerinde peletlerin boyay1 gozle goriilebilir bir biyosorpsiyonu olmaksizin rengi
cok hizli bir sekilde giderdigi saptanmistir. Soliisyonun se¢imi hem boya eklenmesi
hem de renk giderimi sirasinda pH’nin sabit tutulmasi i¢in 6nemli bir etkiye sahiptir. pH

stabilitesini saglamak amaciyla 2,2’dimetil siiksinik asit kullanilmistir.

Yesilada ve Ozcan (1998), tarafindan yapilan calismada beyaz ciiriik¢iil fungus
olan T. versicolor’in kiiltiir filtratinin Orange II boyasinin renk giderimi iizerindeki
etkisini arastirllmistir. Renk giderim hizi ve genisliginin fungus tam kiiltiir
sliziintlisinlin yasina (iireme safhasina) bagli olarak degistigi saptanmistir. 12 giin
tretilmis F. trogii, P. sajor-caju ve P. chrysosporium ME446’nin tam kiltiir
filtratlarinin da renk giderim yetenekleri arastirilmistir. P. chrysosporium ME446
kullanilan 4 boyanin higbirinin rengini giderememistir. Enzim inhibitorii olan siyanid ve
azid, kiltir filtratinin boya rengini giderim yetene§ini inhibe etmislerdir. Kiiltiir
fitratinin 1s1 ile muamelesi de renk giderim aktivitesini sonlandirmistir. Bu ¢aligmada

elde edilen renk giderim aktivitesi mangandan bagimsiz bir aktivitedir. Sonuglar Orange

II’nin renginin gideriminde hem H,O, bagimli ve hem de H,O, bagimsiz enzimlerin rol
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oynayabilecegini gdstermistir. Ayrica bu ¢alismada kiiltiir siiziintiisiiniin yas1 ile renk

giderim aktivitesinin iligkisi ortaya ¢ikarilmistir.

Campos ve ark. (2001) T. hirsuta ve S. rolfsi’ den saflastirdiklar1  lakkazlarin
indigo boyay1 parcalamalarini, parcalama iriinleri HPLC ile analiz edilerek
arastirmiglardir. Medyator olarak, asetosirinan, HBT, ve 4-hidroksibenzen siilfonik asit
kullanarak indigonun enzimatik degredasyonu sonucu ortamda olusan isatin (indol-2,3-
dion) HPLC ile tayin edilmistir. 7. hirsuta ile molekiil agirligi 45.000 ve 60.000 olan iki
enzim, S. rolfsi LBS 350.80 ile molekiil agirligi 55.000 olan enzimler saflagtirilmis
olmalar1 dikkat gekicidir.

Minussi ve ark. (2001) 4 adet ciiriik¢iil fungusin (7. versicolor, T. villosa, P.
chrysosporium ve Lentinus edodes) kati besiyerinde hazirlanan kiiltiirlerini tekstil
endiistrisinde yaygin olarak kullanilan reaktif boyalarin (Reactive Blue 19, Reactive
Red 195, Reactive Yellow 145 ve Reactive Black 5) renk gideriminde kullanilmiglardir.
Yapilan ¢alismalar sonucunda tiim boyalarin renginin giderildigi gozlenirken en hizh
renk giderimi L. edodes plaklarinda belirlenmistir. Bu plaklarda 7 giin icinde tiim

boyalarin renkleri tamamen giderilmistir.

Soares ve ark. (2001) tekstil endiistrisinde kullanilan ticari olarak temin ettikleri
lakkaz fariilasyonundan, medyatorii uzaklastirdiktan sonra elde ettikleri enzimin, RBBR
boyasini renksizlestirmede medyator olarak violurik asit ile 1-hidroksibenzotriazol
(HBT) etkilerini kiyaslamiglardir. Violurik asidin 20 dakikada boyayi tamamen
renksizlestirdigini ve yiikksek derisimlerde HBT’nin inhibitér etkisi gosterdigini

gozlemlemislerdir.

Claus ve ark. (2002) T. versicolor, P. pinisitus ve M. termophila ile elde ettikleri
lakkazlarin, medyator olarak 1-hidroksibenzotriazol (HBT) varliginda ve yoklugunda
degisik siniflara ait boyalart (azo boya, indigo, amtraguinan ve heterosiklik)
renksizlestirmedeki etkilerini incelediklerinde fungi ve boya cinslerine bagli olarak

degisiklik gosteren sonuglar elde etmislerdir.

Shin ve ark. (2002) hint keneviri lizerine tutukladiklar1 7. versicolor ATCC

20869 susunun renk giderim aktivitesini arastirmiglardir. 4 haftalik inkiibasyon siiresi
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sonunda, tutuklanmis fungusin Amaranth boyasiin (50mg/L) rengini glukoz eklemesi
yapilmaksizin 5 mg L'h" oraninda giderdigi belirlenmistir. 1gL" glukoz eklemesi
yapildiginda boyanin ¢ok daha hizli (8mg L™ h™") parcalandigi gézlenmistir. Bu ¢alisma
sonucunda renk giderimi siklusunun sayisi arttikga giderim veriminin azaldigi

anlagilmistir.

Couto ve ark. (2003) T. versicolor ile yapmis olduklar1 calismada farklh
biyoreaktorler kullanarak lakkaz {iretimini arastirmislardir. Bunun i¢in immersiyon,
genigletilmis yatak ve tava tipi olmak iizere 3 laboratuar oOlgekli biyoreaktor
secmiglerdir. Destek olarak ise naylon slinger ve arpa samani kullanilmistir. Arpa
samani kullanilan biyoreaktorlerde naylon siinger kulanilanlara gore daha yiiksek lakkaz
aktiviteleri elde edilmistir. Kullanilan biyoreaktorler arasinda en yiiksek lakkaz
aktivitesi tava tipi biyoreaktorde elde edilmistir. Tava tipi biyoreaktorde naylon siinger
kullanildiginda kiiltiir olusumunun 18. giiniinde 343 U/L lakkaz aktivitesi elde
edilirken, arpa samani substrat olarak kullanildiginda 18. giinde 3500 U/L lakkaz
aktivitesine ulasilmistir. Bu da yaklasik 10 kat daha yiiksek enzim aktivitesi demektir.
Lignoseliilozik substrat kullanilarak 7. versicolor ile lakkaz iiretiminde tava tipi

biyoreaktoriin uygun oldugu rapor edilmistir.

Amaral ve ark. (2004) tarafindan yapilan caligmalarda 7. versicolor’in 3 adet
sentetik tekstil boyasinin (R.Orange 4, R.Red 23 ve R.Black 5) esit miktarda karisimiyla
olusturulan sentetik atik su ve gercek tekstil atik suyundaki renk giderimi arastirilmustir.
Glukoz’un varliginda ve yoklugunda siirdiiriilen bu ¢aligmalarda farkli boya
konsantrasyonlar1 (0, 50, 100 ve 300 mg/L) test edilmistir.10 giinliik siire sonunda
glukozun varliginda ve pH 4,5 iken 50-100 mg/L boya konsantrasyonlarinda rengin
%97’si; 300 mg/L. boya konsantrasyonunda %87’si giderilmistir. 42 kez sulandirilmis
gergek tekstil atik suyunda ise 50 mg/L boya konsantrasyonunda renk giderimi %92

olarak saptanmistir.

Blanquez ve ark. (2004) pek cok metal kompleks boyalarinin karigimindan
olusan Grey Lanaset G boyasinin renginin giderimi aragtirmiglardir. Deneyler, T.
versicolor’in lakkaz enzimini tiretmesi kosullarinda devamli pelet eklenmesi yapilan bir

biyoreaktdrde gerceklestirilmistir.  Maksimum diizeyde %90 renk giderimi
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gozlenmesine ragmen, renk giderimi ile ekstraseliiler enzimler arasinda direkt bir
baglanti kurulamamistir. Dahasi, ekstraseliiler enzimlerin in vitro kosullarda boyay1
parcalama yetenegi olmadig1 agiga ¢ikarilmistir. Bdylece, boyanin adsorpsiyonu ve
hiicre i¢ine transferi, boyanin metal kompleks baglarinin pargalanmasi sonucu hiicre
icerisinde metal bilesenlerin agiga ¢ikmasi ile takip edilmistir. Biyomass’in ve muamele
solisyonun metal (Cr ve Co) igerigi, boyanin intraseliiller enzimler tarafindan

parcalandigini gostermektedir.

Levin ve ark. (2004) Arjantin’de izole edilen 26 beyaz ciiriik¢iil fungusun renk
giderim kapasitelerinin arastirildigi bir ¢aligmada, ekstraselular lignolitik enzim
iiretimine de bakilarak, Maya 6ziitii/glukoz kat1 ortamina Malasit yesili, Azur B, Poli R-
478, Antraquin mavi, Kongo kirmizis1 ve Ksilidin boyar maddelerinin renginin
gideriminin, enzim tretimiyle iligkisi arastirilmistir. Calisilan funguslardan sadece on
tanesi boyalarin tiimiinii yikmig ve bu funguslarin hepsinde lakkaz, MnP ve LiP
iiretildigi saptanmistir. Fakat, diger dort fungus tiiriintin hi¢birinin boyay1 yikamadigi ve
bunlarda ayni zamanda LiP iretilmedigi ve, 0.05 U/g’dan daha az MnP diiretildigi
saptanmustir. Yeni izole edilen bu funguslar, boya yikim 6zelligi iyi bilinen bir fungus
olan P. chrysosporium ile karsilastirildiginda, Coriolus (Trametes) versicolor f.
antarcticus’un, biyolojik renk gideriminde potansiyel bir aday olabilecegi
belirtilmektedir. Bu funguslarin onsekiz giinliik kiiltiirlerinde Ksilidin (24 mg/L), Poli
R-478 (75 mg/L), Remazol Brilliant Blue R (9 mg/L), Malasit yesili (6 mg/L) ve Indigo
karmin (23 mg/L)’in rengi bir saat i¢inde sirasiyla, 28%, 30%, 43%, 88% ve 98%
giderilmistir. Funguslarin hiicredis1 sivilarinda lakkaz aktivitesi 0.13 U/ml iken, LiP

veya MnP aktivitesi saptanmamustir.

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

%95-100 oraninda gergeklestirildigini ifade etmektedirler.

Yatome ve ark. (2004) beyaz ciiriik¢iil funguslarla yapilan renk giderim
calismalarinda ¢ogunlukla reaktif ve azo boyalar kullanilirken, diger boya gruplariyla da

caligmalar siirdiiriilmektedir. 7. versicolor’la yiiriitiilen bir ¢alismada, alt1 ¢esit ksantan
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boyasinin renk giderimi arastirilmis ve ¢alismalar, 100 ppm boyar maddeleri igeren sivi
kiiltiir ortaminda 24 °C’de ve 120 rpm’de 14 giin siireyle yiiriitiilmiistiir. Sonug olarak,
Flororesein’in rengi %385, 4-Aminflorosein’in %95 ve 5-Aminoflorosein’in de %91.9
oraninda giderilmistir. Bunlarin yani sira Rodamin B, Rodamin 123 hidrat ve Rodamin
6G boyalarinda renk giderimi gerceklesmemistir. Calismay1 yapan arastiricilar, renk
gideriminin, ksantan halkasindaki gruplara bagli oldugunu ileri slirmektedirler.
Flororesein, 4-Aminflorosein ve 5-Aminoflorosein’in ksantan halkalarinda hidroksi
grubu bulunurken, Rodamin B, Rodamin 123 hidrat ve Rodamin 6G boyalarinin ksantan
halkalarinda hidroksi grubu bulunmamaktadir. Fungusun ekstraselular sivisinda bulunan
lakkaz enziminin, hidroksil gruplarim1 etkileyerek renk giderimini sagladigi one

surilmektedir.

Camarero ve ark. (2005) P. cinnabarinus lakkaz1 ve lignin tlirevi medyatorlerle
cevre kirliligi olusturan azor B, reaktive blue 19, acid blue 74, reaktive blue 38 ve
aniline blue gibi boyalarin renksizlestirilmelerini arastirmislardir. Asetosiringan ve
siringaldehitin diislik derisimlerinde (50 pM) bile 2 saatlik inkiibasyon sonucu reaktive

black‘in yaklasik %90 oraninda renksizlestirilebildigini ifade etmektedirler.

Couto ve ark. (2005) Trametes hirsute ham kiiltliriinlin, bir sentetik asit boyasi
olan RBBR’nin renk giderimi iizerine etkisinin arastirildigi ¢alismada ABTS, 1-
hidroksibenzotriazol (HBT) gibi medyatorlerin lakkaz aktivitesini = artirdigini
belirtilmektedir. Bu anlamda, Sella Solid kirmizinin rengini 10 dakikada %88 ve
Luganil yesilini 20 dakikada %49 giderimini saglayan en etkili mediyatoriin HBT

oldugu sdylenmektedir.

Ramsay ve ark. (2005) su yosunu bazli bir ortamda gelistirilen 7. versicolor’in
tekrarli batch kiiltiirlerde tekstil boyalarinin renk giderimini ¢aligmiglardir. Bu
alismada boya igeren 3 farkli modifiye Kirk’s besiyeri kullanilmistir (1. 0,22gL"
amonyum tartarate, 2. ayni sollisyon thiamin, iz elementler ve glukoz, 3. yalnizca 1,5-10
gL glukoz igeren Kirk’s besiyeri). Yalmzca glukoz (0,5 gL™) igeren besiyerinde
Amaranth, Reactive Black 5, Reaktive Blue 19 ve Direct Black 22’nin renklerinin
%751 giderilmistir. Ayn1 zamanda bu boyalarin karisimlarinin da renginin tamamen

giderildigi belirlenmistir. Sivi besiyerinde homojenize edilerek gelistirilmis misel
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parcalar1 1 gL' CaCl, iceren stok soliisyonunda 6 °C’de 48 giin saklanmistir. Stok

sollisyonda saklanan bu misellerle boya gideriminin ¢ok daha hizli oldugu gézlenmistir.

P. chrysosporium’un kullanildig1 renk giderim c¢alismalarinin ¢ogu  steril
kosullarda gerceklestirilmistir. Fakat Gao ve ark. (2006), steril olmayan kosullarda P.
chrysosporium’un sivi besiyerinde askida kalmis, naylon ag ve polyurethane kopiikleri
iizerine tutuklanmis misel peletlerini kullanarak g¢alkalamali sivi kiiltiirlerde Reactive
Brilliant Red K2BP boyasinin renginin sirasiyla %0, %52 ve %95 degerlerinde
giderildigini gostermislerdir. Askida kalmis inkiibasyon sisteminin ve naylon agh
sistemin mayalarla kontamine olmasi renk giderimini azaltmigtir. Polyurethane
kopiigiiniin 3 boyutlu retikiiler yapis1 misellerin besin ve O;’ni etkili bir sekilde
almasinm1 saglayarak P. chrysosporium’un besiyerinde gelismesini hizlandirdigi
gozlenmistir. Sonugta polyurethane kopiikleriyle c¢alisilan  kiiltiirlerde  diger

mikroorganizmalarin kolonizasyonu engellenmistir.

Casas ve ark. (2007) akiskan biyoreaktdrde 7. versicolor peletleriyle, Oranj G
azo boyasmin yikimini ¢alismislar ve %97 oraninda renk giderimi saglandigim
bildirmislerdir. Arastiricilar biyokiitlede de, besiyerinde de renk kalmadigini ifade
etmektedir. 7. versicolor’dan elde edilen ticari lakkazla yapilan in vitro yikim
caligmalari, lakkazin boyalar1 yikabilecegini gdstermistir. Arastiricilar, fungusla veya
saf lakkazla yiliksek seviyede renk giderimi elde edilebildigini, fakat bunlar arasinda
onemli farklilik oldugu belirtmektedirler. /n vitro uygulama sonucunda, geride bir renk

kalmaktadir.

Khammuang ve Sarnthimo (2007) Lentinus polychrous lakkazini kismen
saflastirdiktan sonra remazol brilliant blue R (RBBR) boyasin1 pH’ya bagli olarak
renksizlestirmeyi amaglayarak yaptiklar: ¢alismada pH:4’te 210 dakikada boyay1 %65.8

oarninda renksizlestirebildiklerini saptamislardir.

Cameros ve ark. (2008) P. cinnabarinus ile elde ettikleri lakkazin ve medyator
olarak p-hidroksisinamik asidin degisik derisimleri ile sanayi artigi1 olarak kirlilik
olusturan asid blue 74 (indigo karmin), reaktif black diazo boyalar1 ve heterosiklik azor

B boyasini renksizlestirmeyi aragtirmiglardir. Deney kosullarinda lakkaz medyator
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sistemi ile asit blue 74’1 2 saatlik inkiibasyon sonucu tamamen renksizlestirebildiklerini

gozlemlemislerdir.

Solis-Oba ve ark. (2008) tutuklanmus lakkaz ile yiikseltgedikleri ABTS’yi
medyatdr olarak kullanarak ticari olarak temin edilen lakkazla birlikte denim kumasg
pargalarinin inkiibasyona bagli olarak agartilmalarini incelemislerdir. Diger yandan
benzer bir yaklasgimla 0.1 uM indigo boya ¢d6zeltisinin renksizlestirilmesi de

arastirilmustir.

Tilli ve ark. (2008) F. (Trametes) trogii’nin ham Kkiiltlir filtratlartyla yapilan
calismada, tekstil sektoriinde en fazla kullanilan Antraquin ve mono azo Cr kompleks
sinifina ait boyalarin renginin enzimatik giderimi arastirilmistir. Farkli  kiiltiir
ortamlarinda iretilen F. trogii fungusunda aktivatorlerin, lakkaz ve sellobiyoz
dehidrogenaz enzimlerinin sentezlenmesini uyardigi bulunmustur. Lakkaz iceren
filtratlarin farkli siniflara ait bazi boyalarin rengini giderirken, rekalsitrant olan
boyalarin renginin lakkaz ve HBT (1-hydroxybenzotriazole/violuric acid) medyatorii, ya
da lakkaz- sellobiyoz dehidrogenaz uygulamasinda etkili sekilde giderildigi rapor
edilmistir. Arastiricilar, azo boyalarin renginin gideriminde sellobiyoz dehidrogenazin,
lakkaz aktivitesini destekledigi sonucuna varmiglardir ve enzimatik renk gideriminin,
pahali ve cevreye zarar veren kimyasal uygulamalarin yerine kullanilabilecegini 6ne

surmektedirler.

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

incelemislerdir.

Murugezan ve ark. (2009) G. lucidum ile elde ettikleri lakkazin reaktif
boyalar1 renksizlestirmesi iizerine degisik metal iyonlarinin etkisini incelemislerdir.
Bugday samani {izerine kiiltive edilen G. lucidum KMK2’nin 21 giinliik siire sonunda,
herhangi bir saflagtirmaya tabi tutulmayan sivi 6rneklerinin lakkaz aktiviteleri ABTS
kullanilarak test edilmistir. Diger yandan hem ABTS i¢in enzim aktiviteleri hem de
245

remazol black (RB-5) ve remazol orange-16 (RO-16) {lizerindeki aktivite Cu” ’nin

etkinligi artirdigini gézlemlemislerdir.
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Neifar ve ark. (2010) F. fametarius‘un bugday samani iizerindeki
kiiltivasyonuyla {irettikleri lakkazi, amonyum siilfat ¢oktiirmesi, molekiiler elek ve
anyon degistirme kromatografisi ile saflasgtirmislardir. Enzimin molekiil agirliginin
51.000 ve N-terminal amino asit artiginin izoleusin oldugunun ve Ky, kear gibi kinetik
parametrelerini tayin etmislerdir. Diger yandan enzimin RBBR boyasini medyatorsiiz

renksizlestirdigini saptamiglardir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1.Kullamilan Kimyasal Maddeler

Malzeme

[u—

. ABTS

. Malt ekstrat
. KH,PO4

. NaOH

KCI

. CaCl,-2H,0
. Etanol

. Glukoz

N-TEE-CHEEN e NV Y N S )

. Pepton

10. Agar

11. KOH

12. MgSO4-7H,0

13. CuSO45H,0

14. (NH4)Cl

15. 2,4-Ksilidin

16. 2,5-Ksilidin

17. 3,5-Ksilidin

18. (4E)-4-(2,5-dimetilfenilimino)
-2,5 -siklohegzan-2,5-dienon
19. Standart protein

20. Bradford reaktifi

21. Tiyamin HCI

22. Indigo

23. Indigo karmin

24. Siiksinik asit

25. HBT

Marka

Sigma

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck
Amresco
Amresco
Merck

Merck

Merck

Merck
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Tarafimizdan sentezlenmistir

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

Sigma-Aldrich
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Malzeme Marka

26. MS Sigma-Aldrich
27. NHP Sigma-Aldrich
28. RF Sigma-Aldrich
29. MPP 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 santrifiij

- 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

3.3. Kat1 Materyallerin C/N Oranmin Tayin Edilmesi

Kat1 faz kiiltivasyon tekniginde destek materyal olarak kullanilan kizil ¢am
kozalagi, karpuz ve kavun kabuklari toplandi. 5-10 mm biiytikliigiindeki parcalar haline
getirilen materyal, i¢erdikleri organik asitleri ndtralize etmek tizere 1 L’lik erlenlerde
kati materyali Srtecek hacimde 100 mM KOH ile 30 °C de, yaklasik 90 rpm’de
geceboyu calkalandi. Ardindan once sebeke suyu ile sonra saf su ile, yikamada
kullanilan suyun pH’s1 yaklasik 7 oluncaya dek durulandi, adi slizgec¢ kagidi iizerinde
laboratuar kosullarinda kurutuldu. Yeterince kurutulup toz haline getirilen her bir
materyalden 230 mesh’lik iicer 6rnegin C/N oranlar1 element analiz cihaziyla (Dicle

Universitesi Fen Fakiiltesi Merkez Arastirma Laboratuvarinda ikiser, Inonii Universitesi
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Fen Edebiyat Fakiiltesi Merkez Arastirma Laboratuarinda ise bir 6rnegin karbon azot

igerikleri tayin edildi (Cizelge 4.1).

3.4. Kati Besiyerinin Hazirlanmasi ve Inokiilasyonda Kullamlmak Uzere

Ekim Yapilmasi

Cam balonda 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 karistirildi
daha sonra 121 °C'de 1.5 atm basingta 30 dk boyunca otoklavlandi. Yaklasik oda
sicakligina kadar soguyan besiyeri laminar flow da steril petrilere yaklasik 25 mL
olacak sekilde ilave edilip katilasmasi beklendi, sonra 37 °C de inkibatorde
kontaminasyonun olup olmadigimi goézlemlemek icin 1 gece boyunca bekletildi.
Kontaminasyon gozlenmeyen petrilere ITU (Dog. Dr. Hakan Bermek) getirtilen
Trametes versicolor (makro fungus) ve Phonerochaete chrysosporium’dan (mikro
fungus) birer plak ekim yapildi. Ekim islemi tamamlandiktan sonra petriler 28 °C'ye

ayarlanmig sogutmali inkibatérde inkiibasyona birakildi (Sekil 3.1).

3.5. Kiiltivasyon Kosullar

250 mL’lik erlenlere, her birine yaklagik 10 g olacak sekilde 100 mM KOH ile
yikanarak organik asitleri notrallestirilmis C/N oranlari tayin edilmis yaklasik 1’er cm®
bliytiikliiklerindeki kavun, karpuz kabuklar1 ve kozalak alinip 150’ser mL saf su ilave
edilerek 121 °C de 20 dk Otoklavlandi. Materyaller 28 °C de 7 giin siireyle inkiibatérde
bekletildi (Kiiltivasyon siirecinde kurutulmus kat1 materyalin sivi besiyerindeki suyu
emerek hacim azalmasina yol agcmamasi i¢in). 7. giliniin sonunda Laminar flow
icerisinde erlenlerdeki sular bosaltilarak her birine 25 mL steril temel besiyeri ilave
edildi. Hazirlanan ortama her bir fungus i¢in biri kor ve filtrasyonla steril dort
indiikleyiciden her biri i¢in iki farkli derisim olusturmak tizere (%70'lik etil alkol
icindeki c¢ozeltilerinden son derisimleri 2,5-ksilidin, 2,4-ksilidin ve 3,5-ksilidin'in
inkiibasyon ortaminda 5000 uM ve 50 uM, sentezlenen (4£)-4-(2,5-dimetilfenilimino)-
2,5-siklohegzan-2,5-dienon’un ise 50 uM ve 5 uM olacak sekilde 0.20 pum ile fitre
edilerek) ilaveleri yapildiktan sonra 7. versicolor, P. chrysosporium’un aktif taze
kiiltiirlerinin her birinden 1 cm c¢apinda 3’er plakhik ekim yapildi. 28 °C,

calkalamaksizin karanlikta inkiibasyon gerceklestirildi. Inokiilasyondan sonra 4., 8., 12.,
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16. ve 26. glinlerde alman 2’ser mL’lik 6rneklerde yapilan protein miktar ve lakkaz
aktivite tayinleri yapildi. P. chrysosporium’un bu kosullardaki kiiltiirlerinde lakkaz
aktivite test sonuglari umut verici bulunmadigindan daha biiyiik skalada kiiltlirlerinin
yapilmasina gerek goriilmedi. Elde edilen sonuglara dayanarak 7. versicolor'in kavun
kabugu iizerinde 5000 uM derisimlerinde 2,4-ksilidin ve 2,5-ksilidin, karpuz kabugu
iizerinde 5000 uM derigsimlerinde 2,5-ksilidin, 3,5-ksilidin ve 5 uM derisimde (4E)-4-
(2,5-dimetilfenilimino)-2,5-siklohegzan-2,5-dienon, kozalak iizerinde 50 uM 2,5-
ksilidin varliklarinda, her birinden ikiser ornek olacak sekilde kati materyal ve
indiikleyiciye bagli olarak ~25 g kat1 materyal 100 mL temel besiyeri iceren 1 L’lik
erlenlere (12 adet) tliger plak aktif 7. versicolor kiiltiirii inokiile edildi (Sekil 3.2.) Uygun
zaman olarak saptanan 16 giin siireyle inkiibasyona birakildilar ve 16. giin sonunda
protein ve lakkaz aktivitesi bakimindan test edildiler. Bu kiiltiirler igerisinde; lakkaz
aktivitesi bakimindan en uygun bulunan 7. versicolor’m kavun kabugu iizerinde 5000
uM derisiminde 2,5-ksilidin varliklarinda elde edilen 6rnekler (160’ar mL) saflastirma/

zenginlestirme islemine tabi tutularak kinetik parametreleri tayin edildi.

Sekil 3.1. Inokiilasyonda kullanilmak {izere kat1 besiyerinde iiretilen funguslar
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Sekil 3.2. Lakkaz aktivitesi yiiksek bulunan kosullarda
T. versicolor n inkiibasyonu

3.6. Protein Miktar Tayini

Orneklerimizin protein miktar ve aktivite tayinleri icin her keresinde kiiltivasyon
ortamina 2’ser mL temel besiyeri ilave edip hafif bir sekilde calkalandiktan sonra
ependorf tiiplere alinan 2’ser mL’lik 6rnekler 6nce sogutmali santrifiij de 10.000xg de
15 dakika santrifiijlendikten sonra ¢okelek disinda kalan kisimlar 5 mL’lik enjektorlerle
almip 0,45’um lik filtreler ile steri 2 mL’lik ependorf tiiplere alindi. Protein miktar
tayini Mikro Bradford Yontemi ile yapildi (Bradford 1976). Bunun igin ticari olarak
temin edilen 20 mg/mL standart protein ¢ozeltisinden cihazin kalibrasyonu ve standart
egri ¢izmek iizere 10, 50, 100, 150 ve 200 pg/mL’lik derisimlerinde ¢dozeltiler
hazirlandi. Bu ¢ozeltilerin ve 6rneklerimizin 250°ser pL’leri {izerine ticari olarak temin
edilen Bradford Reaktifinden 3’er mL ilave edildi. Bes dakika sonra vortekslenen

karisimin 595 nm’de absorbanslar1 okundu.
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3.7. Lakkaz Aktivitesi Tayini

Lakkaz aktivitesi substrat olarak ABTS kullanilarak Niku-Paavola ve ark. (1990)
tarafindan verilen yontem kullanilarak tayin edildi. C; substrat derisimi (M), g;
ektinsiyon katsayist (M'cm™, 436 nm’de ABTS igin 29,3.10° M'em™), d; 151k yolu (1
cm) olmak iizere Lamber-Beer Yasasina gore;

AE AE
Af g-d  293x10°Mem™ -lem

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

Yada

Lakkaz aktivitesi = 22,26 . (seyreltme ¢arpani) . AE = ..... [U/L]
Formiilii ile hesaplandi. Kiivette reaksiyon hacmi 3 mL olacak sekilde, 25 mM siiksinat
tamponuyla (pH 4.5) yeterli miktarda seyreltilmis ekstraseliilar sivinin 2300 pL’si
tizerine 20 mM derisimindeki ABTS c¢ozeltisinden 700 pL ilave edilip 2 dakika
bekledikten sonra 436 nm’de absorbans degerleri okundu. Aktif {inite sayisi, deney
kosullarinda dakikada 1 pmol ABTS yiikseltgeyen enzim miktar olarak tanimlandi. 7.
versicolor un kavun lizerinde 5 mM 2,5-ksilidin varliginda 16. giinde 6l¢iilen lakkaz
aktivitesi en yiikksek bulundugundan bu kosullarda salgilanan  enzimin

saflastirilmasina/zenginlestirilmesine ¢alisildi.

3.8. Enzim Saflastirma/Zenginlestirme

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

Boliimii, Biyofizik Anabilim Dalinda gerceklestirildi.

3.8.1. Tuz ile Coktiirme

(NH4),S0y ile ¢oktiiriilecek orneklerin hacimlerine baglh olarak +4 °C de once
%35’lik ve bundan %85’lik tuz doygunluklarina ulasmak iizere ilave edilmesi gereken
(NH4),SO4 miktarlar1 http://www.encorbio.com/protocols/ AM-SO4.htm sayfasindan
bulundu. Orneklere %35 doygunluguna ulasmak iizere porsiyonlar halinde ve magnetik
karigtirict ile karigtirillarak (NHy4),SO4 ilaveleri yapildi. %35°lik doygunluga ulagsmak
icin 160 mL’lik 6rneklerin her birine 32.17 g (NH4),SO4 1lavesi yukarida belirtildigi gibi
yapildiktan sonra 30 dakika karistirildilar. Ornekler sogutmali santrifiij ile 3.000xg de
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30 dakika santrifiijlendi. Alinan {ist sivilarin (supernatant) hacimlerine bagh olarak %85
tuz doygunluguna ulasmak i¢in gerekli miktarlarda (NH4),SO4 ilaveleri yapildiktan
sonra soguk oda da 30 dakika karistirildilar ve 3.000xg de 30 dakika santrifiijlendiler.
Ust sivilar lakkaz aktivitesi bakimindan test edildikten sonra, ihmal edilecek kadar
aktivite gozlendiginden atildilar. Cokelekler (pellet) 20’ser mL 25 mM siiksinat
tamponunda (pH; 4.5) ¢oziindiikten diyaliz hortumuna (10 mM K-EDTA i¢inde 3 dak
kaynatilarak ve defalarca destile su ile yikanip %0.2°lik NaNj igerisinde saklanan
diyaliz hortumu kullanildi) alindi. 2’ser litrelik 25 mM siiksinat tamponuna (pH; 4.5)
kars1 tampon iki kez degistirilmek kosuluyla 24 saat boyunca +4 °C de diyalizlendi. -80
°C de derin dondurucu da bir gece dondurulan Ornekler hacimleri ~5 mLye

diisiirliinceye dek liyofilize edildi.

3.8.2. Molekiiler Elek Kromatografisi

~5’er mL'lik Ornekler ayri ayr1 kolon yikama ¢ozeltisiyle (200 mL mutlak
etanol+800 mL destile su) yikanarak kullanima hazir hale getirilmis jel filtrasyon
sistemine yiiklendiler. Proteinler, dakikada 1 mL’lik fraksiyonlar toplanacak sekilde
programlanmis cihazda 25 mM siiksinat tamponuna (pH; 4.5) ile elue edildiler.
Mikrotiterlerde 20 mM ABTS’ye karst anlamli aktivite gézlenen 32-54 mL araligindaki
fraksiyonlar birlestirildi.

3.9. Elektroforez Analizi

Ornekler, Laemmli yéntemine (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 yilizeyi olusturmak {izere 1 cm’lik su tabakasi
olusturulup 30 dakika polimerlesme icin beklendi. Jelin {izerindeki su tabakasi
dokiilerek % 5°lik yigmlama jeli eklendi. Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklart
olusturacak tarak cam plakalar arasina yerlestirildi ve polimerlesme ic¢in beklendi.
Elektroforeze verilecek ornekler, denatiire edici (ylikleme) tamponla 1:4 oraninda
karistirthip 2 dakika kaynatildi. Elektroforez tankinin anot ve katot hazneleri yiirlitme
tamponu ile dolduruldu. Ornek yiikleme sirasinda birinci kuyuya da molekiiler agirlik
standartlar1 olarak, molekiil agirlig1 26.6 kDa ile 180 kDa arasinda olan ¢oklu protein

standart1 ve sonuncu kuyuya da ticari olarak temin edilen lakkaz ¢6zeltisi yiiklendi.
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Yigmlama jeli i¢cin 80 volt, ayirma jeli i¢in 100 volt gerilim uygulandi.
Elektroforez sirasinda kullanilan isaret boyasi (Brom fenol mavisi) jelin sonuna
geldiginde akim kesildi. Jeller elektroforez aletinden ve iki cam arasindan ¢ikartilarak
Coomassie parlak mavsi ile boyanmaya 30 dak siireyle birakildi. Daha sonra, boya
cikarma ¢oOzeltisine birakildi. Protein bantlar1 boyanmis olan jellerin resimleri ¢ekildi

(Ek — 1 Elektroforezde kullanilan ¢6zeltiler).

3.10. Zenginlestirilen Enzimin Kinetik Sabitlerinin Belirlenmesi

Hem ticari olarak temin edilen lakkazin hem de 7. versicolor kiiltiirleriyle elde
edilip zenginlestirilen ve lakkaz aktivitesi gosteren fraksiyonlarin substratla doygunluga
ulastifi ABTS derisimlerinde; optimal pH, optimal sicaklik ile bu optimal kosullardaki
Ky ve Vimax degerleri tayin edildi.

Optimal pH tayininde derisimleri 25 mM olmak iizere; pH 2.0, 2.5 ve 3.0 i¢in
tartarat, pH 3.5, 4.0, 4.5, 5.0, 6.0 i¢in siiksinat ve pH 7.0 ve 8.0 icin ise fosfat
tamponlarinda substarat olarak 1 mM ABTS'ye kars1 bu tamponlarla uygun seyreltmeler
yapilmis enzim ¢ozeltileri kullanilarak 2 dakikalik inkiibasyonlar1 sonucu 436 nm de

okunan absorbansa bagli olarak tayin edildi.

Optimal sicaklik tayini i¢in pH’s1 3.0 olan 25 mM tartarat tamponu i¢inde 0,6
mM ABTS’ye kars1 uygun oranlarda seyreltilmis enzim ¢ozeltilerinin 20, 30, 40, 50, 60
ve 70 °C sicakliklarda 2 dakikalik inkiibasyonlar1 sonucu 436 nm'de okunan absorbansa

bagli olarak tayin edildi.

KM ve Vi degerleri; 30 °C sicaklikta pH's1 3 olan 25 mM tartarat tamponu
icerisinde uygun oranlarda seyreltilmis enzim ¢ozeltileri ile ayni 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.
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3.11. Uygun Medyator (araci)’iin Tayinine Yonelik Calismalar

En uygun kinetik parametreleri belirlenmis belli derisimlerdeki enzimlerin
indigo ve indigo karmin boyaya karsi katalitik etkinligi medyatér kullanilarak ve
medyator kullanilmadan arastirildi. Yapilan dalga boyu taramasinda indigonun 664
nm’de indigo karmin ise 608 nm’de bir maksimum absorbansa sahip olduklar1 saptandi.
Daha sonra 20 mg indigo 6nce 25 mL DMSO i¢inde ¢6ziindii bunun {izerine 175 mL
destile su ilave edilerek ¢dziindii (20 mg indigo/200 mL DMSO+su). indigo karmin saf
su da ¢oziindiigii icin DMSO’da ¢oziinmesine gerek duyulmadi 20 mg indigo karmin
200 mL destile su da ¢oziindii (20 mg indigo karmin/ 200 mL su). Bir cam tiipte son
reaksiyon hacmi 5 mL olacak sekilde; 4 mL indigo/ indigo karmin, 500 mU/mL olacak
sekilde hazirlanmis enzim (Ticari olarak temin edilen lakkaz ile zenginlestirdigimiz
lakkaz)’den 500 pL ve medyatorlii deneyler i¢in de herbir medyatérden 500 pL alinip
vortekslenerek karigtirildiktan sonra 30 °C’de karanhkta degisik zaman araliklarinda
(0.5, 1, 2, 4, 8 ve 24 saat ) inkiibasyona birakilarak renk degisimi ayni1 dalga boylarinda
gozlendi. Renk siddetindeki azalma % olarak;

— 1D':'Eﬂjm - -"‘!i-n::-]:ms:I
Ajni

D

D; % olarak renk siddetindeki azalma, Aini; reaksiyon hacminin baslangigta Olciilen

absorbsiyon degeri ve Aobs; zamana bagli olarak 6l¢iilen absorbans degeridir.

Bu amagla; Riboflavin (Rf) 0,6 mM, N-Hidroksiftalimid (NHP) 10 ve 15 mM, 3-
Methyl-1-phenyl-2-pyrazoline-5-one (MPP) 6 mM ve ticari olarak bilinen 1-
hidroksibenzotriazol (HBT) 6 mM, metilsiringate (MS) 6 mM derisimlerindeki
bilesiklerin ve lakkazin indigo/indigo karmin boyay1 renksizlestirmedeki katkilar

arastirildi.
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CH;
0 ﬂ
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Riboflavin N-Hidroksiftalimid 3-Metil-1-fenilpirazolin-5-on
\o
HO, —0
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N
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N /
1-Hidroksibenzotriazol Metilsiringeyt

Sekil 3.3. Calismada kullanilan medyatorler
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4. ARASTIRMA BULGULARI

4.1. Protein Miktari ve Lakkaz AKtivitesi

C/N oranlar tayin edilmis (Cizelge 4.1) Kavun, karpuz kabuklar1 ve kozalak
lizerinde kiiltivasyonu yapilan funguslarin 4., 8., 12., 16 ve 26. giinde inkiibasyon
stiresine bagl olarak salgiladiklar1 protein miktarlar1 Cizelge 4.2 ile 4.4 ve Sekil 4.1 ile
4.3'te verilmistir. Bu uygulamadaki enzim aktiviteleri ise Cizelge 4.3 ile 4.5 ve Sekil
4.2. ile 4.4'te verilmistir. Protein miktar1 ve enzim aktivitesi uygun goriilerek 1 L’lik
erlenlerde kiiltivasyonlar1 yapilarak 16 giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda segilen
kiiltiirlerin protein miktarlar1 ve enzim aktiviteleri Cizelge 4.6 ile Sekil 4.5 ve Sekil

4.6'da verilmistir.

4.2. Enzim Safastirma/Zenginlestirme

Amonyum siilfat ¢oktiirmelerinden sonra liyofilize edilerek hacimleri azaltilmis
ornek kalibre edilmis (Sekil 4.7) kolona yiiklenerek elue edilmesi sonucu cihaz ¢iktisi
olarak elde edilen veriler Sekil 4.8'de verilmistir. Ham o6rnekler, amonyum siilfat
coktiirmeleri sonrasi ve kolon sonrasi mikrotiterde kalitatif olarak gozlenen aktivite
degerlerine dayanarak toplanan fraksiyonun elektroforez bant profilleri Sekil 4.9°da

verilmigtir.

4.3. Optimal pH, Sicaklik ve Kinetik Parametre Verileri

Ticari olarak temin edilen lakkaz ile kolon sonrasi elde edilen enzim 6rneginin;
optimal pH degerleri Cizelge 4.7 ve Sekil 4.10-4.12'de optimal sicaklik degerleri ise
Cizelge 4.7 ve Sekil 4.13-4.15'te verilmistir.

25 mM tartarat tamponu igerisinde pH'st 3 olan 30 °C sicakliktaki enzim
¢ozeltileri ile 50, 100, 200, 600 ve 1000 uM derisimlerindeki ABTS ¢ozeltilerinin 2
dakikalik inkiibasyonlar1 sonucu elde edilen veriler ve hesaplanan Ky ve V. degerleri

Cizelge 4.8 ile Sekil 4.16-4.19 'da verilmistir.
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4.4. Indigo Boyalar1 Renksizlestirmek Amaciyla Kullanilan medyatorlerin

etkileri

Indigo/indigo karmin boyalarinin reksizlestirilmesinde kullanilan medyatdrlerin;
NHP, RF, MSPP, HBT ve MS’nin yiizdece renksizlestirme oranlari ticari lakkaz/indigo
icin Cizelge 4.10 ile Sekil 4.20°de indigo karmin i¢in Cizelge 4.12 ile Sekil 4.22°de
verilmistir. 7. versicolor lakkazi /indigo i¢in Cizelge 4.11 ile Sekil 4.21°de indigo
karmin i¢in ise Cizelge 4.13 ile Sekil 4.23°de verilmistir.

Cizelge 4.1. Kavun, karpuz kabuklar1 ve kozalak i¢in C/N oranlar1

Kozalak Karpuz Kabugu Kavun Kabugu
Ornek 1 | Ornek 2 | Ornek Omek 1 | Omek 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 47914 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/N 128,8 138,39 183,53 146,25 31,54 32,07 32,57 32,06 25,35 26,53 24,39 25,74
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Cizelge 4.2. P. chrysosporium’un uygulanan kosullar altindaki zamana bagli protein miktari

Protein Miktar1 (ug /mL)

5 indiikleyici | Dcrisim 4. Giin 8. Giin 12. Giin 16. Giin 26. Giin
B (mM)
Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak
Kontrol 6,31 25,76 13,29 35,41 | 38,33 41,94 52,42 | 38,06 35,67 59,66 | 45,64 23,30 | 101,05 | 60,02 43,56
0,05| 12,03 | 29,00 36,70 51,91 | 39,83 60,67 48,86 | 38,68 42,81 82,08 | 42,38 38,80 | 111,58 | 75,29 44,89
2,4-Ksilidin
g 5| 30,87 | 43,26 15,23 36,93 | 41,77 23,01 40,64 | 31,72 34,33 62,24 | 29,29 52,42 | 101,26 | 55,19 85,39
3
% 0,05| 29,83 | 34,18 25,90 26,44 | 24,96 43,66 51,94 | 35,10 38,78 79,28 | 38,88 46,73 | 123,47 | 69,16 98,41
£ |2.5Ksilidin
S 5| 31,61 | 27,07 38,24 33,38 | 29,70 15,66 41,65 | 31,57 20,53 43,22 | 38,19 11,59 | 104,65 | 86,49 42,33
S
§ 0,05 29,12 | 25,72 13,71 47,28 | 56,15 53,47 47,54 | 40,95 35,65 71,87 | 46,87 29,07 | 153,81 | 133,34 86,44
£ |3,5Ksilidin
g 5| TE 38,46 22,24 58,52 | 50,17 38,13 50,21 | 39,76 29,04 65,49 TE 27,25 91,20 | 90,75 95,04
0,005 | 12,99 | 3597 21,35 43,61 | 28,74 29,62 62,84 | 26,53 19,88 76,59 | 34,27 29,95 | 166,08 | 16,05 TE
Sentezlenen
0,05| 25,18 | 32,65 32,48 39,80 | 28,21 37,80 55,05 | 31,41 35,42 81,85 | 43,21 52,94 57,14 | 32,74 4,30

T.E., Tayin edilemedi
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Sekil 4.1. P. chrysosporium’un uygulanan kosullar altindaki zamana bagli protein miktar1
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Cizelge 4.3. P. chrysosporium’un uygulanan kosullar altindaki zamana lakkaz aktivitesi

Lakkaz (U/L)
?o P . . | Derigim . . . .. ..
g | Indikleyici 4. Giin 8. Giin 12. Giin 16. Giin 26. Giin
B (mM)
Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak
Kontrol 3,83 2,05 T.E. 4,45 2,36 T.E. 5,79 1,34 T.E. 6,68 0,22 T.E. 7,57 T.E. 2,00
0,05| T.E. 3,29 2,54 2,67 T.E. 0,22 6,23 1,56 2,23 6,23 T.E. T.E. 8,90 T.E. 2,67
2,4-Ksilidin
g 5| 4,76 5,65 T.E. 2,00 1,34 0,45 4,23 2,00 4,23 2,89 T.E. 2,89 3,78 T.E. 6,68
S
% 0,05| 4,36 2,94 2,18 2,89 0,00 0,00 5,79 2,00 3,56 3,78 T.E. 1,56 6,46 T.E. 4,90
©
E\ 2,5-Ksilidin
S 50 2,18 4,63 4,23 1,34 T.E. T.E. 5,12 0,45 T.E. T.E. T.E. T.E. 2,45 T.E. T.E.
S
§ 0,05| 3,78 1,91 1,60 1,11 T.E. T.E. 8,01 2,89 1,78 5,12 T.E. T.E. 11,58 T.E. 1,34
£ |3,5Ksilidin
g 5| 4,81 3,56 0,89 1,34 T.E. T.E. 7,12 0,89 1,78 3,78 T.E. T.E. 5,79 T.E. 1,56
0,005 | 4,41 2,85 1,69 3,34 T.E. T.E. 8,68 2,67 T.E. 6,46 0,22 T.E. 11,13 1,78 4,67
Sentezlenen
0,05| 3,52 1,38 2,63 5,12 0,22 1,11 5,57 T.E. 2,45 5,79 T.E. 2,45 10,68 T.E. 8,46

T.E., Tayin edilemedi
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Aktivite (U/L)

1,40E+01

1,20E+01

1,00E+01

8,00E+00

6,00E+00

4,00E+00

2,00E+00

0,00E+00

HKontrol

m2,4Ksilidin (0,05 mM)

m 2,4Ksilidin (5 mM)

m 2,5Ksilidin (0,05 mM)

m 2,5-Ksilidin (5 mM)

m 3,5-Ksilidin {0,05 mM)

m3,5Ksilidin (5 mM)

W Sentezlenen (0,005 miM)
Sentezlenen (0,05 mM)

N
s 8§ 3
3 3 S
A v [#)
A 3
4. Gun

Kozafak g

N N N N
s S S 3 = s 5 s 3 =
3 g s g | F | 3 g 3 g | 3
N N N N 5 N 3 N N 5
N <
8. Gun 12.Gun 16.Gun 26.GUnN

Sekil 4.2. P. chrysosporium’un uygulanan kosullar altindaki zamana bagl lakkaz aktivitesi
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Cizelge 4.4 T. versicolor’m uygulanan kosullar altindaki zamana bagli protein miktar1

Protein Miktar1 (ug/mL)
2 .
® | jndikleyici | DCTSM 4. Giin 8. Giin 12. Giin 16. Giin 26. Giin
B (mM)
Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak
Kontrol 30,66 | 69,37 15,41 50,03 | 72,85 25,06 3322 | 66,54 21,13 38,66 | 41,68 4,26 54,63 | 68,40 23,64
0,05 | 40,76 | 49,90 32,34 51,37 | 67,05 37,72 48,95 | 67,87 57,09 41,86 | 63,62 19,67 56,39 | 48,93 19,10
2,4-Ksilidin
5| 63,60 | 61,65 15,95 88,26 | 26,35 13,50 70,38 | 35,17 17,86 | 102,58 | 80,05 9,29 86,66 | 80,26 35,74
N
% 0,05| 5591 | 62,16 37,20 29,29 | 25,59 44,94 51,02 | 35,84 22,54 54,80 | 35,07 28,21 58,63 | 55,98 57,06
Q
‘? | 2,5-Ksilidin
L
> 5] 59,39 | 90,42 18,14 45,15 | 36,34 23,93 78,32 | 28,97 18,18 71,12 | 48,16 7,75 97,63 | 142,88 55,44
S 0,05 | 50,55 | 44,49 4,65 50,52 | 40,49 62,24 40,90 | 33,86 38,70 36,79 | 33,75 32,34 97,13 | 85,72 22,76
3,5-Ksilidin
5| 22,35 | 42,99 19,56 83,48 | 73,23 18,42 46,30 | 38,07 23,92 34,97 9,91 12,36 51,55 | 84,28 78,78
0,005 | 10,94 | 68,57 35,32 42,38 | 43,58 35,67 59,78 T.E 29,28 56,94 | 48,79 24,84 | 109,46 | 43,07 T.E.
Sentezlenen
0,05| 53,06 | 71,68 30,23 35,09 | 57,11 28,09 28,07 T.E. 17,94 35,52 | 75,78 18,37 12,65 | 39,17 2,47

T.E., Tayin edilemedi
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Protein Miktari (nug/mL)

180

160

140

120

100

80

60

40

20

Kavyy,

HKontrol

m2,4Ksilidin (0,05 mM)

m 2,4Ksilidin (5 mM)

m 2,5-Ksilidin {0,05 mM)

m 2,5-Ksilidin (5 mM)

m 3,5Ksilidin (0,05 mM)

m3,5Ksilidin (5 mM)

W Sentezlenen (0,005 miM)
Sentezlenen (0,05 mM)

Kar, Puz
Kar, Puz
K 0z5 Ia k
Kozaf'ak

4.Gln 8.Gln 12.Giln 16.Giln 26.Gln

Sekil 4.3. T. versicolor’in uygulanan kosullar altindaki zamana bagli protein miktari
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Cizelge 4.5. T. versicolor’in uygulanan kosullar altindaki zamana bagli lakkaz aktivitesi

Lakkaz (U/L)
2 Derisi
%D Indiikleyici m 4. Giin 8. Giin 12. Giin 16. Giin 26. Giin
<3 (mM)
Kavun | Karpuz Kolfala Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak | Kavun | Karpuz | Kozalak
Kontrol 5,01 3,90 18,39 160,90 | 114,06 398,45 631,07 | 500,85 880,38 919,34 | 1144,16 | 1413,51 | 1006,15 | 1658,37 883,72
0,05| T.E. 3,83 70,92 | 222,15 | 68,56 511,98 |1328,92| 479,70 | 1326,70 | 1320,02 | 794,68 | 1326,70 | 1409,06 | 828,07 | 1620,53
2,4-Ksilidin
5| 2,00 2,00 14,91 | 899,30 | 44,52 244,86 |3263,32 | 2096,89 | 296,06 | 3396,88 |5342,40 | 340,58 | 2862,64 | 5262,26 | 3062,98
3
\‘8 0,05 9,13 5,52 22,84 143,80 | 198,67 554,83 529,79 | 1273,27 | 1438,00 | 2090,21 | 1021,73 | 1324,47 | 1404,61 | 990,57 1188,68
2 | 2,5-Ksilidin
E 51 1L,75 1,78 14,56 | 1727,38 | 29,49 217,59 |3891,05| 4941,72 | 471,91 4988,47 | 6197,18 | 589,89 | 4109,20 | 7568,40 | 4888,30
3
§ 0,05 6,77 5,57 40,60 523,11 | 409,58 701,19 857,01 | 874,82 1041,77 968,31 1604,95 | 427,97 | 1660,60 | 2786,95 347,26
= |3,5Ksilidin
5| 6,81 1,11 36,46 | 410,70 | 93,49 71,79 | 1351,18 | 6838,27 | 307,19 1722,92 | 6580,06 | 164,72 | 1415,74 | 6001,30 | 1522,58
0,005 | 4,90 6,01 22,39 | 447,43 | 26,16 293,28 | 750,16 | 816,94 | 848,11 832,52 | 1213,17 | 1097,42 | 1375,67 | 2119,15 | 1259,92
Sentezlenen
0,05 8,15 2,89 10,20 | 296,06 | 468,57 58,43 908,21 | 1032,86 44,52 1440,22 | 1195,36 | 26,71 1718,47 | 1941,07 | 1108,55

T.E., Tayin edilemedi
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Aktivite (U/L)

8,00E+03

7,00E+03

6,00E+03

5,00E+03

4,00E+03

3,00E+03

2,00E+03

1,00E+03

0,00E+00

HKontrol

m2,4Ksilidin (0,05 mM)

m2,4Ksilidin (5 mM)

m2,5-Ksilidin (0,05 mM)

m 2,5-Ksilidin (5 mM)

m 3,5Ksilidin (0,05 mM)

w3, 5-Ksilidin (5 mM)

wm Sentezlenen (0,005 miM)
Sentezlenen (0,05 mM)

s | 2|5 |5
Y S o >
N o S NJ
x N
4. GUn

Kar, by,
Ko?afak

8. Gun 12.Gin 16.Gun 26.GUN

Sekil 4.4. T. versicolor’in uygulanan kosullar altindaki zamana bagl lakkaz aktivitesi
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Cizelge 4.6. Secilen 6 farkli kosulda 6rneklerin 16. giindeki protein miktar1 ve lakkaz aktivitesi.
(Degerler her bir kosul i¢in ikiser kiiltivasyonun ortalamalaridir)

Tiir / Kosul Protein Miktari Lakkaz Aktivitesi
(ng/mL) (UL)
-2r,'4\ieKrsSiilicc?ianE+§aTm) 131,24 8610,17
g,'sv.irssiilfﬁ'fifarm 153,41 10264,09
2 Kl (o) 237,82 430175
;:5\ieKrsSiiI(i:cﬁlr?EI§a?:)|\Sz) 232,17 2583,27
g,'s\f(rssiilicﬂr?zrgég;:k“)ﬂ 166,07 2218,21
T. versicolor 0,005 mM 16153 210914

Sentezlenen (Karpuz)
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4. ARASTIRMA BULGULARI

500 -
| T.versicolor 2,4-Ksilidin 5 miM
| T.versicolor 2,5-Ksilidin 0,05 mi
400 W T.versicolor 2,5-Ksilidin 5 mi
- m T.versicolor 3,5-Ksilidin 5 mi
S
o5 icolor S i 0,005 mi
g 300 - W T.versicolor Sentezlenen 0, m
-
S
=
2
£ 200 -
2
[}
s
o
100 -
o -
Kavun Karpuz Kozalak
16.Giln

Sekil 4.5. Segilen 6 farkli kosulda 6rneklerin 16. glindeki protein miktar1
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1,E+04

1,E+04

8,E+03

6,E+03

Lakkaz Aktivitesi (U/L)

4,E+03

2,E+03

0,E+00

B T.versicolor 2,4-Ksilidin 5 mi

| T.versicolor 2,5-Ksilidin 0,05 mi

m T.versicolor 2,5-Ksilidin 5 miM

m T.versicolor 3,5-Ksilidin 5 miM

w T.versicolor Sentezlenen 0,005 mi

Kavun Karpuz Kozalak

16.Gun

Sekil 4.6. Segilen 6 farkli kosulda 6rneklerin 16. giindeki lakkaz aktivitesi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

=
=
=

Apratinin

e
L |

BSA 66.000

Ovalbumin 43.000

Carbonic Anhydrase 29.000
Ribomuclease A 13.700 B
Aprotinin 6.500
Peptit 1.693

OrvalbLimin

—l oo D

Rihonuclease A

[ T (Y N T S T - N 5 - B

Carbonic Anhydrase

fs L

'
(8%

L R R R R R R R R RN R R R RN AR R RE R R AR ml

-60 -40 -20 0 20 40 &0 80 100 120 140 160 180

Sekil 4.7. Kulanilan Sephacryl S-100 kolonunun kalibrasyonu

mAU 3 f= o]

20
200
180
160
1403
120
1003

T I‘II\I|\II\|I\II|II\I|\III|I\II‘IIIml
50 40 30 20 0 0 10 200 30 40 50 8O 70 80 S0 100 110 120 130 140

Sekil 4.8. T. versicolor ile elde edilen lakkazin molekiiler elek kromatogrami
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m MO OwW>

Sekil 4.9. T. versicolor lakkazi elektroforez bant profilleri. WM; protein standard: [(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 kas1 piruvat kinazi M.A.:
58.000, E;Domuz kalbi fumarazt M.A.: 48.500 , F;Tavsan kasi laktat dehidrojenazi M.A.:
36.500 , G;Tavsan kasi1 Triozfosfat izomerazi M.A.: 26.600) Sigma SDS7B2], 1; ham, 2;
amonyum siilfat ¢oktiirmesi sonrasi, 3; Sephacryl S 100 kolonu sonrasi, T.L.; satin alinan

lakkaz.

Cizelge 4.7. Ticari lakkaz ve kismi saflastirilan lakkazin farkli pH'larda 1 mM ABTS‘ye kars1 dl¢iilen

aktiviteleri.
Aktivite (umol/dk)
pH .
.. T. versicolor

Ticari Lakkaz Lakkazi
2,00 237,904 20034,000
2,50 366,455 20902,140
3,00 823,064 16761,780
3,50 1045,942 15092,280
4,00 853,115 14724,990
4,50 722,894 11152,260
5,00 575,978 9649,710
6,00 253,764 4808,160
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4. ARASTIRMA BULGULARI

25000 -

20000 -
Fan
-2
= 15000
= —e— Ticari Lakkaz
=) (T versicolor)
5 —#— T. versicolor
= (TV)
2
= 10000
e
=
-
-

5000 A

0,0 1,0 2,0 3,0 4.0 5,0 6,0 7.0
pH

Sekil 4.10. Ticari lakkaz ve kismi saflagtirilan lakkazlarin farkli pH'larda 1 mM ABTS ye kars1
Olciilen aktiviteleri.
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Aktivite (umol/dak.)

1200 -

1000 4

200 1

600 1

400 1

200 4

0,00 1,00 2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00

pH

Sekil 4.11. Ticari lakkazin pH-aktivite iliskisi

Aktivite (umol/dak.)

25000 4

20000 A

15000 4

10000

5000 4

2,0 3,0 4,0 5,0 6,0 7,0

1

pH

Sekil 4.12. T. versicolor lakkazinin pH-aktivite iliskisi
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Cizelge 4.8. Ticari lakkaz ve kismi saflastirilan lakkazin farkli sicakliklarda
0,6 mM ABTS’ye kars1 6l¢iilen aktiviteleri.

Aktivite (umol/dk)
Sicakhk
‘°0) Ticari .
Lakkaz T. versicolor (T.V.) Lakkazi

20,00 439,913 9148,860

30,00 768,805 16060,590

40,00 361,447 8814,960

50,00 153,594 6010,200

60,00 20,869 1669,500

70,00 0,000 0,000

20000 -

15000 -
2 /
E g,
= 10000 1
& —— T versicolor
= (TVv)
=
- \

5000 A
0 . m ; \\“.
0 10 20 30 40 50 60 70 80
Sicakhk (°C)

Sekil 4.13. Ticari lakkaz ve kismi saflastirilan lakkazin 0,6 mM ABTS derisiminde 6l¢iilen
(436 nm), farkli sicakliklardaki aktiviteleri
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Aktivite (umol/dak.)

200

800

700

600

500

400

300

200

100

0 10 20 30 40 50 60 70

Sicaklik (°C)

80

Sekil 4.14. Ticari lakkazin sicaklik-aktivite iligkisi

Aktivite (umol/dak.)

18000 1
16000 1

14000 1 /A\
12000 1
10000 1

2000 A

G0oG 4

4000 \

ZU[—IU 1 \
0

T T T T T T ¥

0 10 22 30 40 50 &0 70

Sicaklik (°C)

20

Sekil 4.15. T. versicolor lakkazin sicaklik-aktivite iliskisi
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Cizelge 4.9. Ticari lakkaz ve kismi saflagtirilan lakkazin 30 °C sicaklik ve pH 3’te

degisik ABTS derisimlerinde 436 nm’de Slgiilen absorbans degerlerine

bagli olarak hesaplanan kinetik parametreler.

Aktivite (umol/dk)
[ABTS]
(mM) Ticari .
Lakkaz T. versicolor (T.V.) Lakkazi
0,05 252,929 5910,030
0,10 436,574 10651,410
0,20 539,249 14123,970
0,60 768,805 16060,590
1,00 823,064 16761,780
Vmax 946,217 20868,114
Kwm 0,134 0,120
4,5E-03 -
4,0E-03 x
U3 //

3 0E-03 /

1V /

2,5E-03 4

/‘
2,0E-03 4
2y “/

ezl v =1.415E-04x+ 1.057E-03

Pl RZ=9.947E-01

1,0E-03-

ﬁOE-Odl .

o

-10,00

1
IEE ot}

5,00 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00

11[S]

Sekil 4.16. Ticari lakkazin Lineveaver-Burk Grafigi
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$00 1
200 -
700 A
o) 600 -
[
K 500
o
£ 400 A
=
Py 300 A
o
s 200 -
=
< 100 A
1] T T T T T 1
0 0,2 04 0,6 08 1 1,2
[ABTS] (mM)
Sekil 4.17. Ticari lakkazin Michaelis-Menten Grafigi
2,5E-04 -
2,0E-04 -
1V 4
1,5E-04 1
1,0E-04 1
5,0E-05 4 y=135,740E-06x+ 4,792E-05
/ R*=9.826E-01
-10,00 -5,00 0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00

11[S]

Sekil 4.18. T. versicolor lakkazinin Lineveaver-Burk Grafigi.
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Aktivite (umol/dak.)

18200
16200
14700
12200
10000
2000
£000
4000
2000

02 04 J6 0s

[ABTS] (mM)

12

Sekil 4.19. T. versicolor lakkazinin Michaelis-Menten Grafigi.
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Cizelge 4.10. Ticari lakkaz ile olusturulan lakkaz-medyatdr sistemlerinin indigo boya iizerine etkisi

2 % Renksizlestirme (Indigo)
50 .. | Derigim A L.
£ Medyator (mM) Inkiibasyon Siiresi (saat)
- 0,5 1 2 4 8 24
= | Kontrol - - - 2,99 9,20 16,67
S
Q
= 10 - - - - - -
T | NHP
S 15 - - - - - -
o)
3 |rF 0,6 - - - 0,00 11,04 19,70
v
a HBT 6| 40,13 73,37 84,21 85,67 86,20 85,76
S
§ MS 6| 4577 50,46 53,25 56,12 57,06 59,09
IS
£ | MPP 6 - - - - - 3,64
Ticari Lakkaz
100 -+
u Kontrol
B NHP (10 mM}
'ua; 80 - ®NHP (15 mM)
T BRF (0,6 mM)
'*E" 60 4 HHBT(6 mi}
E IS (6 mM)
A PP (6 mM)
g
N 40 -
v
=
c
(1]
e
S 20 -
0 T T
0,5 1 2 4 & 24
inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.20. Ticari lakkaz ile lakkaz-medyator sistemlerinin indigo boya iizerine etkisi
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Cizelge 4.11. T. versicolor lakkazi ile olusturulan lakkaz-medyatdr sistemlerinin indigo boya

uizerine etkisi

2 % Renksizlestirme (indigo)
50 .. | Derisim s .
g Medyatér (mI\S/I) Inkiibasyon Siiresi (saat)
- 0,5 1 2 4 8 24
Kontrol 3,06 - - 1,70 2,77 435
3 10| - 1,04 121 0,95 3,76 7,02
S |NHP
B> 15 - 1,51 3,30 5,37 2,33 6,27
)
o |RF 0,6 - - 3,24 2,36 3,81 6,57
I\
§ HBT 6| 67,88 87,64 56,46 61,43 100,58 103,90
S
& |MS 6| 39,73 50,31 0,94 0,84 65,14 68,31
MPP 6 - - - - - -
120 ~
m Kontrol
— 100 - B NHP (10 mM)}
_go = NHP {15 mM)
O
£ 80 - ®RF (0,6 mM)
p WHBT (6 mM}
§ mMS (6 mM)
% 60 1 MPP {6 mh1)
<
N
w
= 40 -
@
o
X 20 -
0 -
0,5 1 2 4 8 24

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.21. T. versicolor lakkazi ile lakkaz-medyator sistemlerinin indigo boya iizerine etkisi
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Cizelge 4.12. Ticari lakkaz ile olusturulan lakkaz-medyatdr sistemlerinin indigo karmin boya
tizerine etkisi

@ % Renksizlestirme (Indigo Karmin)
5 .. | Derigim . .
£ Medyator (mM) Inkiibasyon Siiresi (saat)
- 0,5 1 2 4 8 24
-’g\ Kontrol - 0,34 6,17 14,10 22,51 34,58
Q
E NHP 10 - 12,18 17,58 30,13 41,20 51,94
§ 15 - - 6,38 15,61 27,90 39,14
S
é RF 0,6 - 33,67 43,82 54,99 63,42 71,14
)
2 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
3
& | MPP 6 - 58,40 34,49 19,48 3,54 -
120 +
c H Kontrol
E 100 B NHP (10 mM)
N B NHP (15 mM)
% S0 - W RF (0,6 mM)
LE = HET (6 mM)
'ﬁ- = MS (6 mhl)
E 60 - W MPP (6mM)
%
W
.| 40 -
w
=
3
g 20 -
2
0 -

0,5 1 2 4 8 24

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.22. Ticari lakkaz ile lakkaz-medyatdr sistemlerinin indigo karmin boya iizerine etkisi
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Cizelge 4.13. T. versicolor lakkaz ile olusturulan lakkaz-medyatdr sistemlerinin indigo karmin
boya iizerine etkisi

@ % Renksizlestirme (Indigo Karmin)

ag .. | Derisim . .

g | Medyator (mM) Inkiibasyon Siiresi (saat)

= 0,5 1 2 4 8 24

Kontrol 3,45 11,44 26,30 46,63 70,18 90,37

,§ 10 10,34 16,05 28,08 45,50 69,15 99,22

S | NHP

§ 15 15,52 24,78 44,59 74,90 103,69 100,26

)

2 RF 0,6 12,07 39,40 59,64 77,51 93,93 96,10

)

§ HBT 6 98,28 104,25 104,25 104,18 103,43 98,44

IS

& |MS 6 91,38 101,59 101,06 100,52 97,62 90,37

MPP 6 - 4,43 - 11,09 35,29 84,13
120 -+
m Kontrol
100 - B MHP (10 mh)

B NHP (15 mM)
BRF{0,6 mM)
WHBT (6 mM}
HMS (6 mM)
HMPP {6 mi)

% Renksizlestirme {indigo Karmin)

0,5 1 2 4 8 24

inkiibasyon Siiresi (saat)

Sekil 4.23. T. versicolor lakkazi ile lakkaz-medyator sistemlerinin indigo karmin boya iizerine
etkisi

96



Pervin BADEMKIRAN

5. TARTISMA VE SONUC

Karbon-azot oranlar tayin edilen kavun, karpuz kabuklar1t ve cam 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 iiretiminde kullanilacak
kati destek materyalin C/N’larmin  ¢ok yliksek olmamasi  gerektirdigini
diisiindiirmektedir. Diger yandan dogal materyallerdeki regine asitlerinin fungus
tiremesini inhibe ettigi belirtilmistir (Micales ve ark. 1991). Cam kozalaginda regine
asitlerinin yiiksek oranda bulunmasina karsin, kullanilan her ii¢ 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 c¢oklu formda salgilandiginin saptanmis olmasi
(Leontievsky ve ark. 1999), kavun kabugu kimyasal kompozisyonunun diger destek

materyallerle kiyaslandiginda daha uygun oldugunu gostermektedir.

Test edilen indiikleyiciler ve onlarin derisimlerine bagli, kontrolle
kiyaslandiklarinda, protein miktar1 ve lakkaz aktivitesinde c¢ok c¢arpict farklar
olmamasina karsin kavun ve karpuz kabuklari iizerinde 2,4-, 2,5- ve 3,5-ksilidin ile daha
yiiksek lakkaz aktivitesine ulasilmistir. 2,5-ksilidinin indiikleyici olarak kullanildig1 ¢ok
sayida galisma yapilmistir (Couto ve ark. 2004, Kollman ve ark. 2005). Beyaz ¢iirtikgiil
fungus olan P. cinnabarinus SS3’lin indiikleyici olarak 2,5-ksilidinin kullanildiginda
fungusun metabolik olarak bu bilesikten dokuz farkl: tiirev sentezlendigini ve bunlarin
icinde de (4E)-4-(2,5-dimetilfenilimino)-2,5-siklohegzan-2,5-dienon tiirevinin lakkaz
salgilama {izerinde indiikleyici etkisinin en yiiksek oldugunu idda etmislerdir.
Laboratuarimizda sentezlenen bu bilesigi indiikleyici olarak kullandigimizda lakkaz

salgilama iizerinde anlamli bir etkisinin olmadigin1 goézlemledik. Bu sonug, kullanilan
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bu bilesigin P. cinnabarinus SS3’iin lakkaz geni lizerinde gosterdigi indiikleyici etkisini
T. versicolor lakkaz geni 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 sentezlenemeyecegi diisliniilirse 2,4- ve 3,5-ksilidinlerin metabolitleri
arasinda idda edilen bilesik kadar ya da daha fazla indiikleyici etkisine sahip bilesiklerin

olabilecegi kanisini uyandirmaktadir.

5 mM, 2,5-ksilidinin indiiktif etkisi ve kavun kabugu lizerinde 7. versicolor
inokiilasyonunun ardindan 16 giinlik inkiibasyon siiresinin sonunda iist sividan
zenginlestirilen lakkazin substrat olarak ABTS kullanildiginda optimal pH’s1 2,5
optimal sicakligi da 30 °C olarak bulunmuslardir. Biitin enzimler gibi lakkazlarin
katalitik performanslari farkli pH ve sicaklik kosullarindaki aktivite ve kararliliklartyla
tanimlanir. Lakkazlar substrat olarak fenolik bilesikler kullanildiginda optimal pH
degerleri 4-6 arasinda degisirken, ABTS gibi fenolik olmayan substratlara kars1 2-3
araliginda degistigi belirtilmistir (Palmieri ve ark. 1993, Chefetz ve ark. 1998, Garzillo
ve ark. 2001, Xu 1997). Lakkazlarin sicaklik kararliliklar1, kaynak organizmaya baglh
olarak anlamh 6lciide degisiklik gosterir. Genellikle 30-50 °C araliginda karalidirlar
(Wood 1980, Xu ve ark. 1996, Jung ve ark. 2002, Palonen ve ark. 2003) . Hem pH hem

sicaklik icin bulunan degerlerin onceki calismalarla uyum igerisinde olduklar

goriinmektedir.

Kwm ve Viax gibi kinetik sabitler ticari lakkaz igin sirasiyla 0,134 mM ve 946,22
uM/dk iken zenginlestirdigimiz lakkaz 6rnegi i¢in bu degerler 0,120 mM ve 20868,11
uM/dk olarak bulunmustur. Bir lakkaz enziminin elde edildigi kaynaga bagli olarak
kinetik parametrelerinin degisecegi anlasilmistir. Ky degeri 2-500 pM araliginda
degistigi ifade edilmektedir (Xu ve ark. 1996). Lakkazlarin Ky, Kot ve Vinax gibi kinetik
degerleri tizerine etkidikleri substrata bagl olarakta degisir (Xu ve ark. 2001). Ticari
olarak temin ettigimiz lakkaz da 7. versicolor’dan saflastirildig: diisiiniildiigiinde Ky
degerlerinin birbirlerine yakin olmasi dogaldir. Ancak ABTS’ye kars1 testte kullanilan
iinite sayilarin yaklasik esit olmasina karsin bizim zenginlestirdigimiz lakkazin Vi,x
degerinin yaklasik 20 kat yiiksek olmasi, enzimimizin ticari olarak temin ettigimiz

enzimden daha yiiksek bir katalitik etkinlige sahip oldugunu gdstermektedir.
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Kiiltivasyonla iirettigimiz, tuz ile c¢oktiirme ve molekiiler elek kolonu
(Sephacryl-S100) ile zenginlestirdigimiz enzimin hem kalibre edilmis kolonla (35-68
mL aras1) hemde SDS-PAGE ile molekiil agirligi yaklasik 60.000 olarak belirlendi. 7.
versicolor’dan tretildigi belirtilen ticari lakkaz i¢in de SDS-PAGE ile molekiil agirlig
yaklasik olarak 60.000 bulundu

Elektroforez bant profillerinde hem tuzla ¢oktiirme hem de kolon sonrasi lakkaz
band1 disinda bantlar bulunmasi kullanilan funginin lakkaz disinda salgiladig: lignolitik
enzimlere ait olabilecegi ya da fungi tarafindan salgilanan lakkaz izoenzimlerine ait

olabilecegini diisiindiirmektedir.

Aragtirmamizin temel amaglarindan birini endiistride kullanilan indigo ve indigo
karmin  boyalarin  medyatdor  esliginde  drettiimiz =~ lakkaz = tarafindan
renksizlestirilebilirligi olusturmaktadir. Literatiirden 1-hidroksibenzotriazol (HBT) ve
Novazymes Tiirkiye temsilciligi ile yapilan kisisel goriismelerle temin edilen
metilsiringeyt (MS) kontrol medyetorler olarak kullanildi. Medyator ya da iyilestirici
olarak test ettigimiz riboflavin (RF), N-hidroksiftalimit (NHP) ve 3-metil-1-fenil-2-
pirazolin-5-on (MPP) ¢oziiniirlikkleri dikkate alinarak, degisik derigimlerinin hem ticari
lakkaz hem de iirettigimiz lakkazla birlikte olusturduklari lakkaz medyator sistemlerinin
(LMS) ayr ayr1 indigo ve indigo karmini renksizlestirmedeki etkinlikleri arastirildi.
Ticari lakkazin kontrol LMS’leri (HBT ve MS) indigo boyay1 yarim saatlik inkiibasyon
sonunda yaklagik %40-45 oraninda renksizlestirirken, iirettigimiz lakkazlar bu siirede
HBT ile %68, MS ile %40 oraninda bir renksizlestirmeye ulasti. Ticari lakkaz ve NHP,
RF ve MPP ile olusturulan LMS’leri RF hari¢ (24 saatte %20) renksizlestirmede etkisiz
olurlarken, tirettigimiz lakkazla olusturulan LMS’lerinden 15 mM NHP ve 0,6 mM RF

ile 4. saatte yaklasik %5 oraninda bir renksizlestirme hesaplandi.

indigo karmin iizerine medyatdrsiiz lakkazlar renksizlestirme etkisi gosterdi (8.
saatte %70). Hem ticari lakkaz hem de iirettigimiz lakkaz ile olusturulan biitiin
LMS’leri ile (MPP hari¢) 8. saatte yaklasik %100’e varan renksizlestirme etkisi
hesaplandi.

Bu sonuglarin hem enzimlerin hem de medyatdriin kullanilan substratlara bagl
olarak redoks potansiyellerinin uygun olup olmamasi ile aciklanabilir. Segtigimiz

medyatorlerin, Ongoriilen fonksiyonel gruplara ve kimyasal organizasyona sahip
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olmalarina karsin ozellikle indigo boya iizerinde etkisiz olmalar1 redoks
potansiyellerinin uygun olmamasiyla, indigo karmin i¢in ise uygun olmasi ile

aciklanabilecegi kanisindayiz.
Sonug olarak;

P. chrysosporium igin anlamli lakkaz aktivitesine ulasilacak uygun kiiltivasyon

kosullarinin arastirilmasi gerekir.

T. versicolor ile {retilen enzimin ABTS’ye karsi katalitik etkinligi ticari
lakkazdan daha yiiksek olmasi sevindiricidir. Ancak bu enzimin inkiibasyon kosullar
degistirilerek ayn1 medyatorlerle ya da farkli medyatorlerle indigo boyay1

renksizlestirme denemelerinin yapilmasi gerekmektedir.
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EKLER

EK 1: Elektroforezde kullanilan ¢ozeltiler

PAGE (Poliakrilamit Jel Elektroforezi) icin Kullanilan Cozeltiler

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 uL % 10 SDS

200 uL %10 Amonyumpersiilfat
8 uL 6,56 M TEMED
6.6 mL d H,0

PAGE Ust Jel (Yigimlama Jeli) :(%5)

1.0 mL 1 M Tris HCI pH:6,8

1.3 mL Akrilamit/bisakrilamit (30:0,8)
80 uL. % 10 Sodyumdodesilsiilfat

80 uL % 10 Amonyumpersiilfat
§uL 6,56 M TEMED
5.5 mL d H,0

PAGE Yiiratme Tamponu

Tris bazi 3g
Glisin I5¢g
SDS 1 g d Hy0 ile 1000 mL’ye tamamlanur.

PAGE Yiikleme Tamponu (2x):

1.2 mL 1 M Tris HCI pH:6,8

1,9 mL % 99 Gliserin

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

0,2 mL % 0,1 Bromfenol mavisi

10.4 mL d H,0
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Orneklerle 1:4 oraninda seyreltilip, 2 dakika kaynatildiktan sonra jele yiikleme yapilir.

“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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EK 2: Siv1 besiyerinin bilesimi

Asetat tamponu (pH 4.5) icerisinde 2 g/L glukoz, 0,9 g/L (NH4)CI, 2 g/ KH,POy, 0,5
g/L MgS047H,0, 0,1 g/L CaCl,-2H,O ve 0,5 g/L KCI, 0,01 g/L CuSO45H,0O’tan
olusan temel besiyeri 121 °C'de 20 dakika sterilize edildikten sonra 0,5 g/L olacak
sekilde filtrasyonla (0,20 um, sartorious stedim minisart streil seliiloz nitrat filtre ile)

sterilize tiyamin ilavesiyele hazirlandi.
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