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OZET

BAZI Basidiomycetes TURLERININ EKSTRASELULER
ENZIMLERININ ARASTIRILMASI

Beyaz ¢iiriik¢iil funguslar, Basidiomicotina sinifina dahil olup, yiiksek
miktarda enzim sentezleme yetenegine sahiptirler. Bu ozellikleri biyoteknolojideki
Oonemlerini daha da artirmaktadir.

Bu arastirmada, Diyarbakir-Mardin yoresinde dogal olarak yetisen bazi beyaz
clirlik¢iil funguslar tespit edilerek, bu tiirlerin trettigi ekstraselliiler enzimler
incelenmistir. Dokuz Basidiomycetes susunun incelendigi peynir alti suyu (PAS) ve
saboroud dekstroz broth (SDB) ortaminda, enzim indiikleyici olarak pamuk sap1 (P)
kullanilmistir. Bu ¢aligmada, biitiin tiirlerde Lakkaz, Mangan peroksidaz (MnP) ve
Lignin peroksidaz (LiP) aktiviteleri gozlenmistir. En yiiksek Lakkaz aktiviteleri
150,47 ve 100,24 U/ml olarak sirasiyla; Amillariella tabescens 1’ in SDB+P ve A.
tabescens 2’ nin PAS+P ortamlarinda tespit edilmistir. Calismada kullanilan Fomes
fomentarius 1 ve F. fomentarius 2 suslari, MnP ve LiP aktiviteleri goz Oniine
alindiginda dikkate degerdir.

Yapilan ¢alismada pamuk sapmin enzim aktivitelerini indiikledigi agikca
goriilmektedir. Bu tilirler ve pamuk sapmin biyoteknolojik uygulamalarda

degerlendirilmesi gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Basidiomycetes, Lignolitik Enzimler, Biyoteknoloji, Pamuk Sapi,

Peynir Alt1 Suyu



ABSTRACT

INVESTIGATION ON EXTRACELLULAR ENZYMES OF SOME

Basidiomycetes SPECIES

White-rot fungi, in Basidiomycotina class, are capable of synthesizing high
enzyme. These characteristics increase their importance in biotechnology.

In this study, determining some white-rot fungi which grow naturally in
Diyarbakir- Mardin province, extracellular enzymes that these species produce were
studied. Nine Basidiomycetes strains were investigated in whey (PAS) and saboroud
dekstroz broth (SDB) medium in which cotton straw was used as enzyme inducer. In
this study Laccase, Manganese peroxsidase (MnP) and Ligninase peroxsidase (LiP)
activation was observed in all species. The highest Laccase activation was
determined as 150,47 and 100.24 U/ml in Amillariella tabescens 1 SDB+P and A.
tabescens 2 PAS+P mediums, respectively. When MnP and LiP activations were
considered, Fomes. fomentarius 1 and F. fomentarius 2 strains that were used in the
study were remarkable.

In this study, it is obviously seen that cotton straw induced enzyme
activations. These species and cotton straw must be evaluated in the biotechnological

application.

Key Words: Basidiomycetes, Ligninolytic Enzymes, Biotechnology, Cotton straw,

Whey.
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1. GIRIS

Diinyada, insan saglhigin1 tehdit eden ¢evre kirliliginin ortadan kaldirilmasi
icin yogun bir sekilde arastirmalar yapildig1 bilinmektedir. Bir taraftan da sanayi ile
tarimsal iiretim sonucu elde edilen artiklarin yer kiirede olusturdugu kirliligin
giderilmesi ve miimkiin ise bunun eckonomik bir getiri haline donistiiriilmesi
konusunda biiylik cabalar sarf edilmektedir. Bu atiklarin arindirilmasi islemi,
sirketlere biiylik finansal sorunlar yaratmistir. Amerika Birlesik Devletleri’'nde
gecmiste birgok sirket cevresel kirlilige neden olan atiklarin giderilmesi icin
harcadiklar1 parasal kaynak nedeniyle mali krizegirmistir. Bu nedenle soruna ¢ziim
bulmakta basarisiz olmuslardir. Amerika Birlesik Devletleri’ nde tehlikeli atiklarin
aritilmasinda kullanilan maliyetin toplam gideri; 0.5 - 1 trilyon dolar arasinda oldugu
tahmin edilmektedir.! Bu ac¢idan ekolojik ve ekonomik nedenlerle, bu atiklarin
bertaraf edilmesinde biyolojik par¢alanma yonteminin popiilaritesi artrmaktadir.

Bitkilerdeki lignoseliilozik biyokiitle, yenilenebilen besin, enerji ve kimyasal
maddelerin kaynagidir. Bitkisel biyokiitle, total biyokiitle tiretiminin %60’ 1ndan
fazladir. Lignoseliilozik atiklar, biiyiik dl¢iide ziraat, orman, kagit ve odun hamuru
endistrilerinden saglanir. Bu atiklarin  kullamimi1 karbonun, enerji ve besine
dontistimiinde 6nemli bir yoldur.2

Fotosentetik olarak fikse edilen karbondan meydana gelmis olan bitki
biyokiitlesi lignin, seliiloz ve hemisellillozdan olusmustur. Gymnosperm ve
Angiosperm’lerin odunsu hiicre duvarmin %15-30'unu olusturan lignin, selliilozdan
sonra bitki biinyesinde en bol bulunan dogal polimerdir. Lignin, seliillozun ¢evresinde
bir matriks seklinde yer alir ve bu kabuk seklindeki yapidan dolayr selliilozun

mikrobiyal yikimi geciktirilir. Bu nedenle lignin yikimi global karbon dongiisiindeki



en Onemli basamak olarak kabul edilmektedir. Ayrica bu karmasik polimerin bitki
blinyesinde yer almasi, endiistriyel islemlerin biliylik cogunlugunda selliiloz
kullanimina da engel olmaktadir.®

Dogada, odunda ¢iiriik¢iil olan Basidiomycetes sinifi tiyeleri farkli ekolojik
alanlarda yetismektedir. Ekolojik istek farkliliklar1 beyaz, kahverengi ve yumusak
cliriik¢iil Basidiomycetes’in  besinlerini  farkli yollardan saglamalarina neden
olmaktadir. Bu nedenle, lignoseliilolitik enzimlerin sentezi ve olusumu icin farklh
mekanizmalar gelistirmislerdir.4

Lignoseliilozik materyallerin biiyiik bilesenleri olan seliiloz, hemiseliiloz ve
lignini etkin bir sekilde parcalayan organizmalar beyaz ciiriikgiil Basidiomycetes
tirleridir. Bu mikroorganizmalar, Seliilaz, Pektinaz, Ksilanaz gibi hidrolitik, Lignin
peroksidaz, Mangan peroksidaz, Lakkaz gibi lignolitik ekstra seliiler enzimleri
salarak biiylikk molekiil agirlikli bilesikleri kiigiik mokiiler agirlikli bilesiklere
déniistiirerek besinlerini saglamaktadirlar.

Endiistriyel 6neme sahip enzimler ve enzim iireten organizmalarin 6nemi,
bioremediasyon, kagit hamurunun beyazlastirilmasi, pargalanmasi, par¢alanmasi zor
maddelerin detoksifikasyonu ve besin endiistrisi gibi endiistriyel islemlerdeki 6nemi
her gecen giin daha da artmaktadir. Bir¢ok enzim fireticisi, enzim iiretimi i¢in
submerged fermentasyon teknigini kullanmaktadir. Nitekim, bu enzimlerin verimli
tiretimi; diisiik maliyetli olmalarindan dolay1 biyoteknolojik uygulamalar i¢in cazip
gériinmektedir.6

Birgok arastirict biyoteknolojide 6nemli olan ve beyaz ¢iiriikgiiller tarafindan

iretilen enzimlerin tiretiminin artirilmasiyla ilgilenmislerdir.7’8’9



Beyaz ¢iiriik¢iil mantarlar ve mantarlardan saflastirilan  enzimlerin
kullanildig1 biyoteknolojik ¢aligmalara pek ¢cok 6rnek vermek miimkiindiir.'° Bunlar
arasinda;

1. Enzim tretiminde kullanimi

2. Agir metallerin biyolojik adsorpsiyonunda kullanimi

3. Boyar maddelerin ve tekstil fabrikasi atik sularinin renginin gideriminde kullanimi
4. Kagit ve kagit hamuru iireten endiistrilerde ligninin par¢alanmasinda kullanimi

5. Zeytinyagi fabrikasi atik suyunun aritiminda/renginin giderimin de kullanimi

6. Mikrobiyal protein kaynagi olarak kullanimi

7. Hormon tiretiminde kullanimi1

8. Pestisid ve herbisidlerin biyolojik yikiminda kullanimi

9. Kagit, tekstil ve petrokimya endiistrilerinden alic1 ortama birakilan endiistriyel
atiklarin toksisitesinin azaltilmasinda kullanimi

10. Anti-kanser ilaglarmin tiretiminde katalizor olarak kullanimi

11. Son zamanlarda kozmetik ve dermotolojik tiriinlerin hazirlanmasinda kullanimi
12. Nanobiyoteknoloji alaninda biosensor olarak kullanimi1

Beyaz ciirtik¢iil funguslarin lignolitik enzim kompleksleri 6nemli olciide
birbirinden farklidir. Bu tiirlerden bazilari lignin pargalanmasi i¢in sadece bir enzim
salgilarken, bazilar {ligten fazla enzim salgllam:’;lktadlrlar.11

Lignin peroksidaz; yiiksek oksidasyon potansiyeli olan bir hem proteindir.
Bu enzim fenolik ve fenolik olmayan maddeleri oksitleyebilmektedir. Mangan
peroksidaz, dogal ve sentetik lignini cansiz ortamda dipolimerize ettigi belirtilmesine

ragmen, fenolik olmayan maddeleri okside edemedigi diisiiniilmektedir.®



Multi bakir oksidaz ezim grubundan olan Lakkaz molekiiler oksijeni
harcayarak maddelerin monoelektronik oksidasyonunu katalizlemektedir.** Lakkaz
tretimi kiiltiir ortammin kompozisyonu, C/N orani, pH derecesi, sicaklikligi,
havalandirilmas1 gibi bir¢ok faktorden etkilenmektedir. Dahasi bir¢ok aromatik
bilesik, Lakkaz iiretimini genis Slgiide tetiklemektedir.’***° Master ve Field*e
(1998) gore lignolitik enzimler azotun sinirlandirilmas:t kosulu altinda sekonder
metabolit olarak olusurlar. Ancak, Pleurotus ostreatus’da ortamdaki yiikek azot
konsantrasyonu lignin mineralizasyonunu situmule etmektedir.’® Gériildiigii gibi
enzim tiretimi bir¢ok faktdrden etkilenmektedir.

Biyoteknolojik islemlerde ¢ok miktarda ve diisiikk maliyetli enzimlerin
gerekliliginden dolayi, iiretim i¢in lignoseliilozik atiklarin kullanilmasi ve lignolitik
enzimleri verimli iretebilen tiirlerin tespiti takdir edilebilecek bir yaklasim olarak
goriilmektedir.' Giintimiizde ise, Phanerochaete chrysosporium ve Coriolus
versicolor biyoteknolojik ¢alismalarda yogun olarak kullamImaktadir.” Ancak
biyoteknolojik caligmalarda ¢cok onemli olan ve genis kullanim alani bulunan beyaz
ciirlik¢iillerin, buna baglh olarak funguslarin tirettigi enzimlerin farkli izoformlarinin
bulunabilecegi goz Oniine alinarak, yeni tiirlerin arastirilmasi ve enzimlerinin
karekterizastonunun yapilmasi gerekmektedir.

Bu arastirmada, Mardin ve Diyarbakir illerinde dogal olarak yetisen bazi

beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin tirettigi ekstraselliiler enzimler arastirilmistir.
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2. KAYNAK TARAMASI

2.1. LIGNOLITIK SISTEMLERLE iLGILI CALISMALAR

Bitkilerdeki lignoseliilozik materyal, ¢ temel bilesenden
olusmaktadir.Bunlar, lignin, selilloz ve hemiseliiloz bilesenleridir. Seliiloz, glikoz
tinitelerinin  f-1,4 glikozidik baglariyla baglanlanmasiyla olusan liner bir
homopolimerdir. Hemiseliiloz, kisa dalli heksoz zincirler i¢eren heteropolisakkarittir.
Dogada seliilozdan sonra en ¢ok bulunan ikinci biyopolimer ise lignindir. Lignin,
aromatik, ii¢ yapili ve amorftur. Lignin fenilpropan iinitelerinin farkli C-C ve C-O-C
baglariyla bir araya gelerek olusturduklart bir polimerdir. Lignoseliilozik atiklar,
biiylik olglide ziraat ve orman endiistrisinden saglanir. Atiklardaki karbonun enerjiye
ve besin maddelerine dontismesi igin lignoseliilozik atiklarin biyoteknolojide
kullanimi 6nemli bir yoldur.

Lignoseliilozik materyaller, yapisal 6zellikleri nedeniyle parcalanmasi zor
bilesiklerdir. Lignoseliillozun bu 06zelligi; yalnizca fotosentezle fikse edilmis
karbonun dogadaki dongiisiinii geciktirmez, ayn1 zamanda biyoyakit iiretimi ve kagit
endiistrisinde kullanilmasinda da sorun olusturur. Lignoseliilolitik Basidiomycetes’in
lignini oksitleyerek lignoseliilloz parcalanmasini gergeklestirildigi ile ilgili kanitlar
bulunmaktadir. Odundaki lignin delignifikasyonunu etkili bir sekilde yapan
Basidiomycetes, atik polimerlerdeki C,- Cp arasindaki alifatik yan zincirleri kirarken
lignini CO;’ye kadar mineralize etmektedirler. Bu funguslarin, topraktaki ve
odundaki ligninin parcalnmasina neden oldugu diisiiniilmektedir.**

Odun iizerine kolonize olan Basidiomycetes smnifi funguslari, odunda
biraktiklar1 kalintinin makroskobik goriiniimiine gore beyaz ¢iiriik¢iil ve kahverengi

ciiriik¢til olarak iki temel gruba ayrilmaktadirlar. Ayrica Basidiomycetes’in odunun



cliriimesine engel olan toksik, antibiyotik gibi dogal bilesiklerin varlig1 ve diisiik azot
icerigi gibi zorluklarim iistesinden gelebildigi belirtilmektedir. * Beyaz ve kahverengi
ciiriik¢iil Basidiomycetes; odunu etkili bir sekilde pargalayabilmesine ragmen, bazi
Ascomycetes ve bunlarin Deuteromycetes adi verilen formlar1 odunun toprakla temas
ettigi yerlerde kolonize olabilmektedirler. * Odunun mekaniksel ozelliklerinin
azalmasi, odunun yumusamasini arttiran, bakterilerin de icinde oldugu bir islemin
sonucu olarak disilintilmektedir. Yumusak cliriik¢iil funguslar, diger fungus
aktivitelerinin engellendigi dis ¢evre kosullarda (yiiksek veya diisiik su potansiyeli)
odunu pargalayabilmektedirler. Basidiomycetes tarafindan ligninin pargalanmasi
velveya modifikasyonu lignoseliilozun ciiriimesinde anahtar bir adimdir.* Bununla
beraber, sistemdeki enzimler ve enzimlerin mekanizmalar1 heniiz tam olarak
aciklanmamustir.

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, Basidiomycetes sinifina dahil olup, yiikksek enzim
sentezleme yetegine sahiptirler. Bu 6zellikleri biyoteknolojideki dnemlerini daha da
artirmaktadir. Bu funguslar arasinda; Coriolus versicolor, Funalia trogii,
Phanerochaete chrysosporium, Pleurotus ostreatus, Pleurotus sajor-caju Pleurotus
eryngii, Pleurotus florida sayilabilir. Bir¢ok arastirici, biyoteknolojide bu kadar
onemli olan ve beyaz clriikciiller tarafindan ftretilen bu enzimlerin iiretiminin
artirilmasina yonelik caligmalar yapmlslardlr.5’6’7

Calisilan bir¢ok fungusta lignolizis, besin azliginda sekonder metabolizma
esnasinda olusmaktadir. Bu nedenle, funguslarin, gelisimleri i¢in gerekli olan uygun
subsratlarin kiiltiir kosullarindaki varliginda, metabolik olarak pahalli olan lignolitik
ajanlarin salimimindan ve sentezinden uzak durduklari belirtilmektedir. Fungal

gelisim i¢in toprak ve odundaki besin smirlayict faktér olarak ozellikle azot



belirtilmistir ve lignolitik funguslar ile ¢alisan laboratuarlarin ¢ogu, kiiltiir kosullarini
azot simirlamasi1 seklinde olusturmaktadirlar. Ancak, bazi lignolitik funguslarin
Ornegin bazi Bjerkandera tiirlerinin yeterli azot varliginda lignolitik oldugu
belirtilmektedir.®

Lignin pargalanmasina katilan en 6nemli ekstraseliiler enzimler, hem proteini
igeren Lignin peroksidaz (Ligninaz, LiP, EC 1.11.1.14), Mangan peroksidaz (MnP,
EC 1.11.1.13) ve Cu igeren Lakkaz (benzenediol:oxygen oxidoreductase, EC
1.10.3.2) dir. Yapisal ve islevsel ozellik olarak LiP ve MnP’larin kombinasyonu
olan, hem proteini igeren peroksidazlar, Versatil Peroksidazlar (VP) lignolitik
sistemin yeni iiyelerindendir. VP’lar Mn®* ve Veratil alkol gibi fenolik olmayan
aromatik bilesikler kadar fenolik bilesikleri de oksitleyebilme yetenegine sahiptirler.
Bu ¢esit peroksidazlarin, P. eryngii, P. ostreatus, Bjerkandera adusta, ve diger
Bjerkandera sp.’den izole edilmis oldugu belirtilmektedir. Ayrica, glyoxal oksidaz
ve aril alkol oksidazlarin da lignolitik sisteme dahil olabilecegi diistiniilmektedir.
Ligninin  bozulmasina, lignolitik  enzimlerin  birlikte  etkisinin  oldugu
dl'isiim’ilmektedir.l

LiP, ilk olarak P. chrysosporium‘da kesfedilmistir."*® Bu enzimin diger tipik
peroksidazlardan daha giiglii bir oksidant oldugu belirtilmektedir. Sonug olarak,
yalnizca fenol ve analin gibi genel peroksidaz substratlar1 degil, ayni zamanda
fenolik olmayan maddeleri de oksitleyebilmektedir.®® Bircok beyaz ¢iiriikgiil
funguslarda, lignoseliilozik yapidaki C,- Cy arasindaki baglarin kirtlmasi lignoliziz
icin temel bir basamaktir. Sentetik lignin iizerinde yapilmis in vitro c¢alismalarda,

baglarin kirilmasinndan Lignin peroksidazin sorumlu oldugu belirtilmektedir.
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Merkezi lignolitik rol alan LiP’in birgok Basidiomycetes’de saptanmamis oldugu
belirtilmektedir.®

Farkli bir grup peroksidaz olan MnP, bakteri, maya, kif ve mikoriz
Basidiomycetes 'de tespit edilmemistir. Basidiomycetes’in beyaz c¢iiriikk¢iil ve bazi

3 MnP Basidiomycetes’in farkli

yumusak ¢iiriikgtillerinde MnP  tespit edilmistir.
taksonomik gruplarinda mevcut olup, daha ¢ok yayilis gostermektedir ve yogun
olarak arastirilan pozitif bir alternatif oldugu diisiiniilmektedir.> Bu enzim, bir
oksidant olan H,O, ile Mn.(I1)’yi Mn (III)’e oksidasyonuyla, fenolik bilesikleri
fenoksi radikallerine oksitledigi belirtilmektedir. Mn (III) organik asitler tarafindan
selatlanir ve selatlanmig Mn (III), fenolik lignin Dbilesigini par¢alanmayi
kendiliginden yapan fenoksi radikallerine oksitledigi diisiiniilmektedir.® MnP’nin
dogal ve sentetik lignini cansiz ortamda depolimerize ettigi belirtilmesine ragmen,
yapisinda aromatik maddeden elektron transferi i¢in gerekli olan triptofan atiklar
olmadigr icin fenolik olmayan maddeleri direkt olarak okside edemedigi
dl'isiim’ilmektedir.2’9

Peroksidazlarin lignolitik par¢alanmanin yant sira, toprak
detoksifikasyonunda bir potansiyele sahip oldugu, kagit endiistrisinde basarili bir
sekilde kullanildig1, sentetik boyar maddeleri oksitledigi, analitik caligmalarda
biyosensor olarak kullanildigi, tehsis maddesi olarak (diagnostik kitler) kullanildigi,
ELISA testlerinde ve bir¢ok analizde kullanim alan1 oldugu belirtilmektedir.'°

Uzun wyillardan beri bitkilerde, boceklerde ve mantarlarda varligi bilinen
Lakkazin sapka olusumunda, pigment sentezinde ve detoksifikasyonda gesitli roller
oynadigi belirtilmektedir. Multi bakir oksidaz ezim grubundan olan Lakkaz,

molekiiler oksijeni harcayarak, maddelerin tek elektron oksidasyonunu
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katalizlemektedir. Ayrica Bacillus tiirlerinin sporlarin1 UV 1sinlarina kars1 direngli
hale getirdigi, toksik fitoaleksin ve taninlerden fungal patojenleri korudugu, bu
nedenle, mantar hastaliklarinda énemli bir virulans faktér oldugu belirtilmektedir.**
Ayrica bu enzimin kullanim alanlarinin, tekstilden kagit endiistrisine, besin
uygulamalarindan bioremediasyon islemlerine kadar Onemli Olgiide gelistigi
belirtilmektedir."

Lakkaz, diisiik redoks portansiyeline sahip oldugu igin fenolik olmayan
lignin tinitelerini oksitleyemez. Bu sinirlamadan dolay1 Lakkaz, sadece fenolik lignin
tinitelerini oksitleyebilmektedir. Bu nedenle, Lakkazin, fenolik olmayan lignin
initelerine etkisini arttirmak icin, kiigiik araci bir molekiil ile sik sik kullanildig:
diisiim'ilmektedir.2 Bircok aromatik Dbilesik, Lakkaz iretimini genis Olgiide
tetiklemektedir.”***3 Ornegin P. ostreatus’da ortamdaki yiiksek azot konsantrasyonu
lignin mineralizasyonunu situmule ettigi bilinmektedir.*®

Biitiin bu enzimler endiistriyel dneme sahiptir. Bunlari lireten organizmalar da
endiistriyel islemlerdeki potansiyellerinden dolay ilgi ¢ekmektedirler. Bu nedenle,
biyoteknolojik uygulamalar i¢in, bu enzimlerin diisiik maliyette etkili bir sekilde

tiretimi ekonomik agidan da 6nemli bir rol oynamaktadir.

12



2.2. ENZIM URETIMI ILE ILGILI CALISMALAR

Lignolitik enzim {iretim orani, ortam kompozisyonu, C/N orani, pH, sicaklik,
havalandirma gibi birgok faktorden etkilenmektedir. Bu enzimlerin olusumu sadece
mantarlarin fizyolojik karakterlerine bagli degil, ayn1 zamanda bu mantarin yetistigi
kiltiir ortaminin kosullarina da baghdlr.16 Bu durum farkli habitatlarda yetisen
tiirlerin degisik suslarinin da farkli miktarlarda enzim iiretebilecegi veya bunlardan
farkli izoformlarin tespit edilebilecegi diisliniilmektedir.

Biyoteknolojide lignolitik enzimlerin kullanimindaki potansiyel enzim tireten
organizmalar ve bunlarin iirettigi enzimlerin verimi iizerindeki calismalar1 tesvik
etmektedir.

Bununla birlikte, yapilan ¢alismalarda daha ¢ok C. versicolor, F. trogii, P.
chrysosporium, P. ostreatus, P. sajor-caju ve P. eryngii gibi beyaz ciiriikgiiller
kullamldigi goriilmektedir.!” Biyoteknolojide kullamlabilecek yeni tiirlerin veya
suslarin saptanmasi, enzimatik aktivitelerinin belirlenmesi ve tespit edilen enzimin
iiretilebilmesi ile ilgili calismalar 6nem tasimaktadir.

Agaricus bisporus, standart kiiltiir kosullarinda gelistirildiginde, kompost
ekstraktindan MnP ve Lakkaz aktivitesi tespit edilmis, fakat LiP aktivitesi
belirlenememistir. Maksimum MnP aktivitesi, primordiyum olusumu sirasinda pH
5.4-5.5°da, 201,5 nmol.min™ .mg protein™, maksimum Lakkaz aktivitesi ise, 717.0
nmol.min™ mg protein™spesifik aktivite ile yine primordiyum olusum esnasinda
olustugu rapor edilmistir. Yine 1. hasat zamaninda her iki enzim aktivitesinin
diistiigi belirlenmistir. LiP aktivitesinin tespit edilmemis olmasi ve iki enzim
arasindaki baglanti, mantar tarafindan yapilan lignin parcalanmasinda, her iKi

enzimin énemli rol aldig diisiiniilmektedir.'®
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Iki Streptomycetes tiirii (S. viridosporus, S. badius) iizerine yapilan, 37°C’de
lignoseliilozik atik olarak musir ekstraktt kullanilan ¢alkalamali sivi  kiiltiir
calismasinda, inkiibasyonun 9-10. giinlerinde S. badius’da S. viridosporus’dan 3 kat
daha fazla LiP aktivitesi tespit edilmistir. Poliakrilamid jel analizi ile yapilan
calismada, her iki tiirde de dort enzim igeren peroksidazlar tespit edilmis, bunlardan
yalnizca LiP’in yiiksek aktivite gosterdigi belirtilmistir.*®

Pleurotus floridanus MUCL 28518, P. ostreatus CBS 411.71, Pleurotus
pulmonarius CBS 507.85 ve P. sajor-caju MUCL 29757 tiirlerinin kat1 faz
fermentasyonunda lignolitik etkinliginin arastirildigi bir ¢alismada, Pleurotus
tiirlerinin hepsinde, baslangigta lignin par¢alanmasi ile iligkili olan MnP (aktivite 2.3
ile 4.6 U/g), Lakkaz (aktivite 0.43 ile 0.68 U/g), Aril alkol aksidaz (aktivite 0,03 ile
0.18 U/g), enzimlerini iirettigi, ancak LiP‘i tiretemedikleri belirtilmistir. MnP’nin,
lignin mineralizasyonunun maksimum orana ulastigi 14. giinde maksimum aktivite
gosterdigi belirtilmektedir. Calismayi ilging kilan lignin mineralizasyonunun Mn?*
tarafindan tesvik edildiginin belirlenmesi olarak ifade edilmistir. 20

Beyaz ciiriik¢lil P. ostreatus’un kati faz fermentasyonunda, pamuk sapi
ekstraktinin kullanildigi ortamda, kimyasal yapisi sentetik olarak belirlenmis ortama
gore lignin mineralizasyonunun arttigi, buna paralel olarak da Lakkaz aktivitesinin
de arttig1 gozlenmistir. Total mineralizasyonun, kontrol grubunda ilk 16. giinde %7,
pamuk sapi ekstraktinin kullanildigi ortamda da %15 olarak saptanmistir. Ayrica,
Lakkaz aktivitesinin 0.02 U.ml™* oldugu, kontrol ortamina pamuk sapi ekstrakti
eklendigi zaman da 8. giinde 0.95 U.ml™ seviyesine ulastigi belirtilmektedir. Bu

nedenle, odun ve bitki ekstraklarinin Lakkaz i¢in bir araci olarak gorev yaptigi ve
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fenolik olmayan lignin yapilarin1 oksitlemede gorevli olan LiP yoklugunda, Lakkazin
bu sistemi kullanarak etkili oldugu belirtilmistir. ’

Pamuk sap1 ile P. chrysosporium ve F. trogii nin yar1 kat1 fermentasyonu
sonucu olusan Lakkaz, peroksidaz, Ligninaz ve Seliilaz aktivitelerinin belirlendigi bir
calismada, pamuk sapinin kagit {iretimi i¢in uygun bir hammadde kaynagi oldugu ve
beyaz ciiriik¢iil funguslarin bu alanda kullaniminin enerji tasarrufu saglayacagi
belirtilmektedir. Ayn1 ¢alismada, 20 gilinlik inkiibasyon periyodunda, P.
chrysosporium’da Ligninaz (LiP) aktivitesinin glukoz iceren ortamda 8.4 umol/l,
olarak fermentasyonun 16. giiniinde, F. trogii de ise yine glukozlu ortamda,
peroksidaz (0.30 umol/I) ve Lakkaz (0.59 umol/l) aktivitelerinin 8. ve 10. giinde
maksimum aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Glukoz icermeyen ortamda enzimler
18. glinde maksimuma ulastig1 belirlenmistir. Lignin yikiminin ortamda daha kolay
metobolize edilen glukoz gibi bir subsratin varliginda, daha fazla aktive edildigi
gésterilmis,tir.21

Zeytin kara suyu (zeytinyagi fabrikalarinin atik suyu olarak bilinmektedir)
kullanilarak yapilan ¢alismada, Coriolus versicolor, P. chrysosporium ME446, F.
trogii, P. ostreatus, P. sajor-caju, Lentinus tigrinus ve Laetiporus sulphureus
tirlerinden 6zellikle C. versicolor, F. trogii ve P. sajor-caju’nun zeytin kara suyunu
etkin bir sekilde dekolorize ettigi tespit edilmistir. P. sajor-caju’da inkiibasyonun 3.
giininde yiiksek Lakkaz aktivitesi gozlenmistir. Yapilan c¢alismada, zeytin kara
suyunun biiytik 6lcilide fenol oksidaz tiretimini arttirdigi belirtilmektedir.?

P. chrysosporium ME-446 ile yapilan, kat1 faz fermentasyonunda substrat
olarak ¢iirtimiis bugday sapinin kullanildigi bir ¢alismada, LiP ve MnP aktiviteleri

maksimum sirasiyla 2600 ve 1375 U/l olarak belirlenmistir. Her iki enzim iginde
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39°C sicaklik ve besi ortaminin kati/s1vi oraninin diisiik oldugu (LiP: pH 4, MnP: pH
5.5) optimum kosullarda maksimum aktiviteye; LiP’de 5. giinde ulasirken, MnP’de
4. giinde ulasmistir. Ayni ¢alismada, bugday taneleri substrat olarak kullanildiginda,
bugday tanelerinin i¢indeki nisasta nedeniyle tiiriin gelismesinde etkili oldugu, ancak
enzim aktivitelerinin ise diisiik oldugu tespit edilmistir. Calismada kullanilan bugday
sapinin, enzim tretimi i¢in hem kolay elde edilebilir besin sagladigi, hem de veratil
alkolun yerine indiikleyici olarak islev gordiigii belirtilmistir. Bu enzimlerin iiretimi
icin ¢lirimiis bugday sapinin kullaniminin hem maliyeti diislirecegi hem de c¢evre
acisindan daha faydali olacagi tavsiye edilmistir.”®

P. chrysosporium ile yapilan baska bir ¢aligmada, fermentasyon sirasindaki
calkalama ve azot konsantrasyonunun LiP komposizyonu {izerine etkisi ¢aligilmis ve
iyon degisim kromotografisi kullanilarak dort izoformu tespit edilmistir. Maksimum
LiP aktivitesi, 200 rpm dairesel hareket ile 4 mM azot konsantrasyonunda 764 U/L
olarak tespit edilmistir. P. chrysosporium igin azot simirlamasinin LiP {retimini
arttirdig1 belirtilmektedir. Calkalamanin LiP iiretiminde ve enzimin stabil olmasinda
etkisi oldugu tespit edilmistir.?*

Beyaz ¢iirtik¢iil Irpex lactues ile yapilan calismada, Lignolitik enzim
aktiviteleri azot sinirlamasi kosulunda siv1 kiiltiirde tespit edilmistir. Lakkaz, MnP,
LiP aktivitesi sirasiyla 4, 7, 11. giinlerde tespit edilmistir. Bu tiiriin, poliaromatik
hidrokarbonlar gibi atiklarin biyoremediasyonunda kullamldig: belirtilmektedir.?

Delignifikasyon i¢in yapilan birgok ¢alismada, P. chrysosporium ve Trametes
versicolor’dan sentetik ortamda enzim iretimin saglanmasi disiiniilmektedir. Bu
durumun,  lignin pargalanmasinin detayli bir sekilde agiklanmasi igin delil

olusturdugu belirtilmektedir. Aynm1 ¢alismada, Daedalea flavida ve iki Phlebia spp.
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tirii, bir ¢ok c¢alismada kullanilan P. chrysosporium ile lignolitik o6zellikler
bakimindan karsilastirilmis, ¢alisilan  Phlebia spp,’nin  lignin  par¢alanma
kapasitesinin degisik biyoteknolojik islemlerde, P. chrysosporium’dan gozle goriiliir
bir sekilde daha verimli oldugu belirtilmektedir. Calismada, bugday sapinin kat1 faz
fermentasyonu kullanilmis, P. radiata ve P. floridensis’in en iyi MnP ve Lakkaz
tireticisi, P. chrysosporium’un ise en iyi LiP {ireticisi oldugu belirtilmektedir. P.
chrysosporium’da LiP aktivitesinin, 8. giinde, en yiiksek degere 0.94 U/ml ile ulastig
tespit edilmigstir. MnP aktivitesi, P. radiata’da 29.89 U/ml ile en yiiksek degere
ulagilmistir.  Bunun P. chrysosporium’da tespit edilen MnP aktivitesi ile
karsilastirildiginda, yaklasik olarak 15 kat daha fazla oldugu belirtilmektedir. En
yiksek Lakkaz aktivitesinin ise, Phlebia fascicularia’da 8.5 CU/ml olarak tespit
edildigi belirtilmektedir.?®

Zimbabve ormanlarinda yetisen beyaz ¢iriik¢lil funguslarla boya
dekolorizasyonu {izerine yapilan c¢alismada, yeni izolatlarin optimum gelisme
sicakliklarinda boya parcalama kabiliyetleri incelenmis ve lignolitik aktiviteleri
calistlmustir. T. versicolor, Datronica concentrica ve DSPM95 olarak belirtilen tiirler
en iyi lignin parcalanma aktivitesi gostermesiyle birlikte, biitiin tiirlerde az miktarda
da olsa aktivite tespit edilmistir. Farkli boyalarin fungal pargalanmasinda, DSPM95
ve en iyi lignolitik aktivite gosterdigi belirtilen T. versicolor, en iyi boya pargalayan
tirler olarak belirtilmistir. Irpex spp., Pycnoporus sanguineus, ve Trametes elegans
onemli derecede dekolorizasyon kapasitesi gostermektedir. Biitiin tiirlerde MnP ve
Lakkaz aktivitesi tespit edilmesine ragmen, LiP aktivitesi tespit edilmemistir.?’

Zeytin yag fabrikasi atik suyu ortaminda, beyaz ciliriik¢iil fungus Panus

tigrinus (CBS 577.79) ile hem kat1 faz fermentasyonu (dar1 sap1 kullanilmistir) hem
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de submerged fermentasyonu teknigi kullanilarak yapilan ¢alismada, submerged
fermentasyonda en vyiiksek miktarda, Lakkaz aktivitesi 4600+98 U 17 olarak
fermentasyon siiresinin 13. giiniinde, MnP aktivitesi ise fermentasyonun 9. giiniinde
370+15 U 17 olarak belirlenmistir. Kati faz fermentasyonunda en yiiksek, Lakkaz
aktivitesi, 9. giinde 1309+20 U 17, MnP aktivitesi ise 13. giinde, 292+12 U 17 olarak
saptanmistir. Total enzim aktivitesi temel alindiginda, kati faz fermentasyonunun
daha uygun oldugu, ancak submerged fermentasyonda iiretim miktarinin daha fazla
oldugu belirtilmektedir.”®

Degisik sentetik kiiltiir kosullar1 ve dogal kiiltiir (peynir alt1 suyu) ortami
kullanilarak beyaz ¢iiriik¢iil funguslardan C. versicolor ve F. trogii tiirleri ile yapilan
calismada, Lakkaz iiretiminde kiiltlir kosullarinin etkisi arastirilmis ve indiikleyici
olarak pamuk sap1 kullanilmistir. C. versicolor ve F. trogii’de, degisik ortamlara
pamuk sapinin ilave edilmesinin enzim iiretimini 3-100 kat arttirdig1 belirtilmektedir.
Calismada, C. versicolor’da yiiksek Lakkaz aktivitesi 4.406 U/ml olarak peynir alti
suyuna pamuk sap1 eklenmis ortamda, F. trogii’de en yiiksek Lakkaz aktivitesi 4.88
U/ml olarak, yine peynir alt1 suyuna pamuk sap1 eklenmis ortamda tespit edildigi
belirtilmektedir. Yapilan calismada ucuz maliyetli ve giivenli olan pamuk sap1 ve
peynir altt suyunun lignolitik enzim iiretimi ve diger biyoteknolojik enzimlerin
iiretiminde kullanilabilecegi belirtilmektedir.?

Ligninaz iiretimi ve iiretiminin diizenlenmesi iizerine metal iyonlarin etkisinin
arastirildigr  bir c¢alismada, iki tiir Basidiomycetes (Lentinus squarrosulus ve
Psathyrella atroumbonata) lignoseliilozik atiklar iizerinde kiiltiire alinmis, Mn®* ve
Ca?* iyonlarinin, 20 ila 80 mM konsantrasyonlarda kiiltiir ortamina uygulanmastyla,

ligninaz iiretiminin 2 ila 12 kat arttirdigi belirtilmektedir. Mg2+ ve K* iyonlarmin
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gelismeyi indiiklemedigi belirtilmektedir. Yapilan ¢alismada, odun pargalarinda 80
mM Mn?* konsantrasyonu, ligninaz aktivitesini L. squarrosulus’da 11 Kkat, P.
atroumbonata’da 14 kat artirdig belirtilmektedir. 60 mM Ca®* uygulanan ortamda
ise L. squarrosulus’da ligninaz aktivitesi 20 kat artig1 belirtilmektedir.*

Muz atiklar1 kat1 faz fermentasyonu kullanilarak, P. ostreatus ve P. sajor-
caju’nun lignolitik ve seliilolitik enzim iiretimi incelendiginde her iki tiirde, lignolitik
enzim Uretimine kiyasla ¢ok diisiik seviyede seliilolitik enzim aktivitesi tespit
edildigi belirtilmigtir. Maksimum spesifik aktivtelerin 40 giinlik fermentasyon
stiresinin 10. ve 20. giinlerinde tespit edildigi belirtilmektedir. P. ostreatus’da
maksimum spesifik aktivte Lakkaz i¢in 1.71 U/mg protein iken, LiP i¢in 0.16 U/mg
protein olarak saptanmustir. P. sajor-caju i¢in maksimum spesifik aktivite Lakkaz
icin, 1.67 U/mg protein iken, LiP i¢in, 0.47 U/mg olarak tespit edilmistir. Ucuz
olarak elde edilebilinen muz atiklarinin endistriyel Oneme sahip enzimlerin
iiretiminde degerlendirilebilecegi belirtilmistir.**

Beyaz ciirtik¢iil Fomes sclerodermeus ile bugday kepegi tizerinde yapilan kati
faz fermentasyonu g¢alismasinda, maksimum aktivite MnP i¢in 6.30 U/g olarak 14.
giinde, Lakkaz i¢in ise 270 U/g olarak 28. gilinde tespit edilmistir. Her iki enzim ig¢in,
ortama indiikleyici ilavesinin enzim aktivitesini arttirmadigi ve bu nedenle de dogal
ortamin tercih edildigi belirtilmektedir. Indiikleyici eklenmeden F. sclerodermeus 'un
yiiksek diizeyde Lakkaz ve MnP aktivitesi gostermesi, diisiik maliyete neden oldugu
icin biyoremediyasyon islemlerinde avantaj saglayacag: ifade edilmektedir.®

Beyaz ciirtik¢iil F. sclerodermeus iizerine yapilan bagka bir g¢alismada,
Lakkaz tiretimi i¢in femantasyonun 16. giiniinde 13.50 U/ml aktivite elde edilen

ortamma 0,2 mM Cu?*, 6 g N ve 0,4 mM Mn?" ilavesi, bu enzimin iiretimi i¢in
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optimum oldugu belirtilmektedir. 1 mM Mn**, 4 g% N ve 0,2 uM Cu®*" eklenen
ortamin MnP iiretiminde optimum oldugu, bu ortamda maksimum aktiviteye 0.75
U/ml olarak fermentasyonun 13. giiniinde ulastig1 bildirilmistir.*

Karbon kaynagi olarak bitki materyallerinin kullanildigi kati faz ve
submerged fermentasyon kosullarinda, Pleurotus tiirlerinin Lakkaz, MnP ve Versatil
Peroksidaz (\VVP) aktivitesinin incelendigi ¢alismada, farkli orjinlerden olan suslarin,
farkli lignolitik sistem etkinligi gosterdigi belirtilmistir. Bitkisel atiklar kullanilarak
hazirlanan kati faz fermentasyonunun, funguslarin dogal gelisim alanlarina
benzerliginden dolay1 lignolitik enzim aktivitesi i¢in submerged fermentasyondan
daha fazla tercih edildigi belirtilmektedir. Calismada P. ostreatus 493’de Lakkaz
aktivitesi, kat1 faz fermentasyonu uygulandiginda, submergede gére 20 kat artan
miktarda enzim aktivitesi (2144.62+57.78 U/l) gostermesine ragmen, bazi suslarda
(201, 616 ve 393) submerged fermentasyonda daha fazla Lakkaz aktivitesi tespit
edildigi belirtilmektedir. Kiiltiir kosullarmin Lakkaz, MnP ve VP aktivitesini
belirtilen ¢aligmada en yiiksek miktarda sirasiyla P. ostreatus’da ve P.
pulmonarius’da asma talaslar1 kullanilarak hazirlanan kati faz fermentasyonunda
tespit edildigi belirtilmektedir.>*

Termotolerant C. versicolor RC3 tarafindan iiretilen Lakkaz igin uygun
substratlarin arastirildigi, kat1 ve sivi ortamlarin denendigi ¢calismada glukoz, bugday
kepegi ve piring samani ile karsilagtirildiginda, karbon kaynagi olarak %1 (g/l)
piring kepeginin en etkili substrat oldugu tespit edilmistir. 37°C’lik siv1 kiiltiir
ortaminda, inkiibasyondan 15 giin sonra, Lakkaz aktivitesi 0.09, 0.01 ve 0.01 U/ml
olarak sirasiyla bugday kepegi, glukoz ve piring samaninda elde edilirken, piring

kepeginde 0.22 U/ml olarak tespit edilmistir. Yiiksek Lakkaz aktivitesin elde edildigi

20



15 giinliik s1v1 kiiltiiriin enzim aktivitesinin (22 U/g piring kepegi kullanilmis), en
yiiksek aktivitenin elde edildigi 30 giinliik kat1 faz fermentasyonundan 11 kat fazla
oldugu belirtilmektedir.*®

Yabani tip sus, P. chrysosporium ME-446 ile yapilan azot ve karbon
sinirlamas1  olmayan submerged ¢alismada, ortama lignoseliilozik substrat
eklendiginde, bu tiiriin etkin LiP ve MnP {iretme kabiliyeti oldugu belirtilmektedir.
Fungus, temel glukoz-pepton-misir batik ¢6zelti ortaminda gelistigi zaman ise, LiP
veya MnP aktivitesi gozlenmedigi belirtilmektedir. Sadece lignoseliilloz igeren
substrat, bugday sap1 veya hashasin odunsu ¢ekirdegini ortama eklediklerinde enzim
tiretimine neden oldugu saptanmaktadir. Elde edilen sonuglarin, lignoseliilozik
substratlardan kaynaklanan bilesiklerin, lignolitik peroksidazlarin iiretimi igin,
indiikleyici olarak gorev yapabildigini gii¢lii bir sekilde destekledigi belirtilmistir. En
yiiksek LiP aktivitesinin 800 U1™ olarak hashasin odunsu ¢ekirdeklerini igeren kiiltiir
ortaminda, en yiiksek MnP aktivitesinin ise 1800 u1t oldugu belirtilmektedir.*®

Tirkiye’nin 21 farkli yoresinden aliman oOrneklerden izole edilmis
Streptomyces sp. F2621’in temel tuzlar ve farkli karbon kaynaklarini iceren maya
ekstraktinda peroksidaz tiretimi konusunda yapilan bir ¢alismada, karbon kaynaginin,
konsantrasyonun, pH ve sicakligin enzim {iretimi tizerinde etkinligi arastirilmistir. En
yiiksek peroksidaz aktivitesi 30°C’deki inkiibasyonda, 2-4 giinde % 0.4 yulaf ksilan
ve % 0.6 maya ekstrakti igeren, C/N=6 olan temel tuzlar ortaminda, 0.58 U/ml olarak
tespit edilmistir. Bu tiirde, enzim iiretimi i¢in sirastyla optimum pH 8 ve 9 oldugu
belirtilmektir. Yapilan ¢alismada, Streptomyces sp. F2621°nin potansiyel olarak kagit

endiistrisinde kullaniminin uygun oldugu bildirilmistir.*
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Farkl1 ekolojik alanlardan elde edilmis, tibbi 6neme sahip Basidiomycetes’de
lignolitik enzim aktivitesi, mandalina kabugu i¢eren submerged fermentasyonda, en
yiiksek Lakkaz aktivitesinin Omphalotus olearius 174’de 100.10 nkat/ml, Trametes
versicolor 775°de 74.80 nkat/ml ve P. ostreatus 98’de de 62.00 nkat/ml oldugu
belirtilmistir. Calismada, tiirler arasindaki lignolitik enzim iiretimindeki asir1
farkliigin tiirlerin ve suslarin farklihgindan ve kiiltivasyon metotlarindan
kaynaklandig belirtilmektedir. 3

Muz atiklarinin kullanildigi, Phylosticta spp MPS-001 ve Aspergillus spp
MPS-002 tiirlerinin kat1 faz fermentasyonunda, Phylosticta spp MPS-001’de en
yiiksek Lakkaz aktivitesi 2.72 U/mg, en yiksek LiP aktivitesi 2.30 U/mg olarak
belirtilmistir. Aspergillus spp MPS-002’da ise, en yiiksek Lakkaz ve LiP aktivitesi
sirastyla 2.95 U/mg ve 2.62 U/mg olarak kiiltiirasyonun 20. giinlinde tespit
edilmistir.®

Poliiiretan kopiiklerle immobilize edilmis, P. chrysosporium’un LiP aktivitesi
batik olmayan kiiltiirde, C/N oraninin 28/44 oldugu ortamda, 3. giinde maksimuma
(197 U/l) ulastigi, MnP aktivitesinin ise 4 giinde bu degere (93 U/l) ulastigi
belirtilmektedir. Yapilan ¢alismada, C/N oranmin, LiP ve MnP iiretimi iizerine
etkisinin farkli oldugu, bu nedenle farkli stratejiler gelistirilerek yiiksek enzim
{iretimi i¢in stabilitenin saglanabilecegi bildirilmistir.*®

Yenilebilen mantar Lentinus tigrinus’un bugday sapi {iizerinde yapilan
kiltiriinde, lignolitik enzim iiretimi orani arastirilmistir. Bu tlirin bugday sapini
parcalayabildigi ve bugday sapindaki lignin miktarinda % 21.49 oraninda azalmaya
neden oldugu tespit edilmistir. Aktivitenin Lakkaz’da 30 U/g ile 20. giinde, MnP’de

ise 750 mU/qg ile 20. ve 90. giinlerde maksimuma ulastig1 belirtilmektedir. Yapilan
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caligmada, lignin parcalanmasindaki aromatik bilesiklerin, ligninazlar igin
indiikleyici olmadig1 belirtilmistir.*

Bir siiperoksit ajan olan menadione (2-methyl-1,4-naphtoquinone)’nin iki
beyaz ciiriik¢il F. fomentarius ve Tyromyces pubescens’in biyolojik aktivitesi
incelendiginde, kiltiir kosullarinda Lakkaz ve MnP i¢in kontrol grubuna gore
arttirdig1 belirtilmektedir. Ayrica, bu maddenin funguslardaki hiicre ici siiperoksit
dismiitaz aktivitesini arttirdigi belirtilmektedir. F. fomentarius ve T. pubescens’in
menadione maruz kalmalari, antioksidant sistemlerde degisimlere neden oldugu ve
bu funguslardaki dogal lignolitik metabolizmanin, oksidatif stres kosullarina adapte
olabilmek igin gelistirilen bir sistem oldugu belirtilmektedir.**

Beyaz ciiriik¢iil T. versicolor ve Abortiporus biennis’de kiiltiir ortamina
strastyla 25 ve 20 uM Paraquat eklenmesi, Lakkaz aktivitesi kontrol grubuna gore
arttirmustir. Lakkaz aktivitesi en yiiksek miktarda 100 nkat/mg ile T. versicolor’da
gozlenmistir. MnP aktivitesinin ise, her iki tiirde de tespit edildigi, fakat hiicre ici
MnP aktivitesinin paraquat eklenmesiyle artis gosterdigi belirtilmistir. Paraquat
varhiginda Lakkaz aktivitesinin yiikselmesi, Lakkazin funguslarin oksidatif strese
kars1 defans mekanizmasinda 6nemli olabilecegi ifade edilmektedir.*?

Bakir eklenmis calkalamali ve statik batik kiiltiirde gelisen F. trogii ATCC
200800’nin Lakkaz aktivitesi, sirasiyla 4.61 ve 3.12 U/ml, T. versicolor ATCC
200801°nin ise 2.96 ve 2.34 U/ml olarak belirlenmistir. Calismada, bakir eklenmis F.
trogii ve T. versicolor peletlerinin tekrarlanan batik kiiltiirde Lakkaz aktivitesinin
sirasiyla 40.29 ve 12.09’ye yiikseldigi belirtilmistir. Yapilan ¢alismada, tekrarlamali

batik modun Lakkaz iiretimi i¢in ¢ok iyi performans gosterdigi ve biyoteknolojik
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Oneme sahip enzimlerin {iretimini tesvik eden etkin bir metot olabilecegi
belirtilmektedir.®

Submerged fermentasyonda besin endiistrisi atiklar1 kullanilarak Phellinus
robustus ve Ganoderma adspersum’un Lakkaz ve MnP aktiviteleri arastirilmis ve P.
robustus’un hem Lakkaz (700-4.000 U 1) hem de MnP (1.000-11.300 U 1%
aktivitesi gozlenirken ve G. adspersum’da ise sadece Lakkaz (600-34.000 U 1%
aktivitesi tespit edilmistir. Mandalina kabuklari, kivi meyvesi ve etonol {iretimi
yapilmis bugday tanelerinin atiklarinin kullanildig1 ¢alismada en iyi enzim aktivitesi
her iki tiir i¢in, mandalina kabuklarinda tespit edilmistir. Amonyum sulfat ve
amonyum tartaratin Lakkaz verimini 3 kat arttirdig1 belirtilmistir. Yapilan ¢alisma
sonucunda, funguslarin iirettigi oksidazlarin gerg¢ek potansiyelinin degerlendirilmesi
icin fakli kompozisyonlardaki lignoseliilozik substratlarin kullanilmasi gerektigi
belirtilmektedir.*®

Pleurotus (P. eryngii, P. ostreatus ve P. pulmonarius) tiirlerinin Lakkaz ve
peroksidaz tretimi iizerinde farkli karbon ve azot kaynaklarimin etkinligi, hem
submerged hem de kati faz fermentasyon kosullarinda arastirilmistir. Arastirilan
karbon (liziim sap1, glukoz, maltoz, mannitol, D-glukonik asit sodyum tuzu, ksilan,
seliiloz, karboksimetil glukoz, kurutulmus mandalina kabugu unu) ve azot (pepton,
vitamin igermeyen kazein asit, musir sivi ¢ozeltisi, KNO3z, NH4Cl, (NH;4)2SOy,
NH4H,PO4, NH4;NOj3) kaynaklarinin kullanildigi ortamlarda Pleurotus tiirlerinde
Lakkaz aktivitesi gosterdigi belirtilmistir. En yiiksek Lakkaz aktivitesi; P.
ostreatus’da 2144U/I olarak iiziim sapmin kat1 faz fermentasyonunda 10. giiniinde

gozlenmistir. MnP aktivitesi, submerged kosullarda, diisiik olmasma ragmen
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Ozellikle P. ostreatus suslarinda kati1 faz fermentasyonunda 6nemli diizeyde (184.6
nkat/ml) oldugu belirtilmistir.**

Pleurotus dryinus’un mandalina kabuklar1 ve {i¢ yaprakli bitkilerin
submerged kosullarda lignolitik enzimlerin iiretimi i¢in kullanimi arastirilmistir. En
yiiksek aktivite Lakkaz i¢in %6 mandalina kabugu ortaminda 6493 U/l olarak, MnP
icin ise %2 mandalina kabugunda 83 U/l olarak tespit edilmistir. Azot
kaynaklarindan, (NH4),SO, iceren ortam, en yiiksek Lakkaz aktivitesi (6025 U/I)
gosterirken, NH4NOj3 iceren ortam ise, en yiiksek MnP aktivitesi (116 U/l) gosterdigi
bildirilmistir.*

P. chrysosporium’da MnP iiretiminde farkli ortam ve gelisme kosullarinda
Mn?*, tween 80, fenilmetilsiilfanilflorid (PMSF), oksijen, sicaklik, pH, gliserol ve
azot gibi bazi aktivatorlerin etkisinin aragtirildigi ¢alismada, MnP aktivitesi tween 80
(0.05 % v/v) ve Mn** (174 uM) ilave edilen ortamda, kontrol grubuna gére 2 kat
daha yiiksek miktarda, 356 U/l olarak elde edildigi belirtilmektedir. MnP
aktivitesinin PMSF ile artmadigi, fakat optimum degere geldigi ortamin 37°C, pH:
4.5°de, inkiibasyonun 6. giinii oldugu bildirilmistir. Ayrica enzim aktivitesi; azot
konsantasyonunun artmasiyla azaldigi ve degisik konsantrasyonlardaki gliserol
miktariyla da artmadig belirtilmektedir.*°

T. versicolor’da Lakkaz tiretimini arttirmak igin, farkli konsantrasyonlarda
kat1 lignin, lignosiilfanat, veratil alkol, ksilidin ve etanol kullanilarak, indiikleyici ve
glukoz baskilamasinin birlikte etkisi arastirillmistir. En iyi sonucun (1240 U/I) kagit
endiistrisinden elde edilen kati ligninde oldugu, Lakkaz aktivitesinin ksilidin
eklenmesi ve glukoz baskilanmasinin olustugu ortamanda, 1583 U/l olarak en yiiksek

degere ulastigi bildirilmistir. Karbon sinirlamasiin, her hangi bir indiikleyici
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olmadan Lakkaz tiiretimini 65 U/I’den 367 U/I’ye arttirmak igin yeterli oldugu
belirtilen bu calismada yiiksek aktivitenin 3. ve 4. giinde basladig1 sekonder
metabolizmada iiretildigi belirtilmektedir.*’

Fomes sclerodermeus i¢in soya ve bugday kepeginin kullanildigi kat1 faz
fermentasyonunda, farkli substratlarin kullanilmasiyla enzim aktivitesinin belirgin
bir farklilik gosterdigi belirtilmektedir. Soya kepegi kullanildiginda, en yiiksek
aktiviteye MnP inkubasyonun 15. giiniinden sonra 14.5 U g™ ile ulasirken, Lakkaz
ise inkiibasyonun 28. giiniinde 520 U g olarak ulastigi, bugday ve soya kepegi 1:1
oraninda kullanildiginda, Ligninaz degerinin distiigii, Lakkaz’in 66.7 U g'I ve
MnP’nin de 4.64 U g'I aktivite gosterdigi belirtilmektedir.’

Submerged  kosullarda  besin  enddistrisi atiklar1  kullanilarak,
Basidiomycetes’in 18 susunun Lakkaz ve MnP aktivitelerinin incelendigi bir
caligmada, enzim aktivitesinin tiire ve suslara bagl olarak degistigi belirtilmektedir.
Trametes genusundaki biitiin tiirler yiiksek miktarda Lakkaz aktivitesi gosterirken,
Ganoderma genusundakilerde ise, 192-61.488 U/l olarak degisen miltarlarda
aktivitete gosterdigi bildirilmistir. Phelllinus robustus 250’nin MnP aktivitesinin
4000 U/P’den daha fazla oldugu ve bu konuda bu tiirin umut verici oldugu
belirtilmigtir. Ayrica Lakkaz ve MnP {iretiminin ¢ok fazla lignoseliilozik metaryal
kullanimima bagli oldugu belirtilmektedir. Lakkaz aktivitesi, bugday ve soya
kepeginin kullanilmasi ile Ganoderma lucidum 447°de 93-97 U/ml ile maksimum
degere ulastigi belirtilmektedir. Besinlerdeki azot varliginin maksimal enzim
aktivitesinin miktarini ve siiresini etkiledigi ifade edilmistir.*®

Lentinus edodes ve Pleurotus tiirlerinin kiiltiiriinde farkli kompozisyondaki

lignoseliilozik atiklar kullanilarak, submerged ve kati faz fermentasyonu sonucu
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olusan lignoseliilolitik enzim aktivitesi, daha Once yapilmis c¢alismalarla
kiyaslandiginda Lakkaz aktivitesinin, Pleurotus’da 4103 U/l olarak elde edilen en iyi
sonu¢ oldugu belirtilmektedir. Mantar Kkiiltiiriinde kullanilan metodun ve dogal
lignoseliilozik kaynaklarin farkli enzimlerin baslangigtaki oranin tespitinde 6nemli
faktorler oldugu saptanmlstlr.49

Quercus petraea ormanindan izole edilen saprofitik Basidiomycetes
tarafindan yaprak atiklarinin pargalanmasi ve lignoseliillozu pargalayan enzimlerin
tiretimleri, 12 hafta siiren inkiibasyonun sonucunda, Gymnopus sp., Hypholoma
fasciculare ve Rhodocollybia butyracea tiirlerinin gelistigi ortamdan sirasiyla; %38,
%23 ve %32 oraninda kuru maddenin pargalandigi, biitiin tiirlerin Lakkaz ve MnP
aktivitesi gosterdigi, fakat hic¢ birinin LiP aktivitesi gostermedigi belirtilmistir. En
yiiksek Lakkaz aktivitesi 2. ve 4. haftalarda, 230 ve 380 U/g olarak sirasiyla R.
butyracea ve H. fasciculare’da tespit edilmistir. Gymnopus sp.’mdaki Lakkaz
aktivitesinin 4. haftadan deneyin bittigi haftaya kadar 240 U/g artig1 belirtilmistir.
Calismada elde edilen bulgularin, dokiintiiler i¢inde yasayan saprofitik
Basidiomycetes’in yaprak dokiintiilerini etkili bir sekilde pargaladigi ve bazilarmin
lignini uzaklastirdig: ifade edilmektedir.*

Odun ciiriik¢iil bir Basidiomycete olan Cerrena unicolor C-139 ile yapilan
calismada, submerged fermentasyonda yeterli miktarda karbon ve azot (C/N = 16.69)

. 2+
igceren ortamlara Cu

eklenmesinin Lakkaz iiretimini onemli Olg¢iide arttirdig
belirtilmektedir. Glukoz (10 g/lI) ve L-asparajin (1.5 g/l) kullanilarak optimize
edilmis ortama 3., 6. ve 9. giinlerde 10 pM Cu®*  eklenmesiyle inkubasyonun 17.

giiniinde maksimum Lakkaz aktivitesi (100.000 nkat/l ) bildirilmistir.*

27



Lignin pargalayict enzimlerin {iiretiminde, Ceriporiopsis subvermispora,
Physisporinus rivulosus, ve P. ostreatus gibi beyaz ciiriik¢iil funguslarin birlikte
kiiltiirasyonunun etkisinin arastirildigi ¢alismada, Lakkaz aktivitesinin yalnizca P.
ostreatus ile C. subvermispora birlikte kiiltiire alindiginda 6nemli derecede uyarildig
MnP aktivitesinin ise P. ostreatus, C. subvermispora ile veya P. rivulosus ile
birlikteliginde uyarildigr bildirlmistir. Ayrica yapilan c¢alismada lignolitik
enzimlerdeki degisimlerin ve/veya onlarin izoform kompozisyonu birlikte
kiiltiirasyonla degistigi rapor edilmistir.*

P. ostreatus suslari (IE-8 ve CP-50) tarafindan iiretilen lignoseliilozik
enzimler tizerine kiiltiir ortaminda kullanilan substrat pargaciklarinin boyutlarinin ve
ortama eklenen azot kaynaginin etkisinin arastirildigi ¢calismada, en yiiksek Lakkaz
aktivitesi farkli parga boyutundaki seker kamisi atiklarinin (C:N = 142) kat1 faz
fermentasyonundan, 0.040 IU/g kuru agirlikta, 1.68 mm biiyiikliikteki parcalarda
gelisen ve amonyum siilfatin azot kaynagi olarak kullanildigi kiiltiir ortamindan
saglandigr bildirilmistir. Parca bliyilikliigliniin ve azot kaynaginin etkisinin tiirlere
gore degistigi i¢in biyoteknolojik uygulamalarda bu kriterin g6z Oniinde
bulundurulmas: gerektigi belirtilmektedir.>®

Beyaz ciirtik¢iil Basidiomycete tiirii olan Trametes trogii MYA 28-11’in etkili
bir Lakkaz {ireticisi oldugu belirtilmis ve odun parcalarina malt ekstraktin
eklenmesiyle olusan kat1 faz fermentasyonu kullanilarak, enzim tiretimine pH, Cu ve
N konsantrasyonunun etkisinin arastirildigt ve seliilaz aktivitesinin minimuma
indirilerek, lignolitik enzim tiretiminin maksimuma ¢ikmasi amaglanan ¢alismada,
peptonu 12.5 g/l, CuSO, ‘1 da 11 mM olarak igeren ve pH: 4.5 olan kiiltiir ortaminda

en yiiksek, Lakkaz 901 U/g olarak ve MnP’de 20 U/g oldugu bildirilmistir. Ayrica
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yapilan uygulamalarda ucuz ham enzim karigiminin, izole edilmis enzimden daha
etkili olabilecegi, bu durumda yiliksek substrat spesifikliginin gerekmedigi
belirtilmistir.>*

Bazi ticari ve dogal mantar misellerinin lignolitik enzim aktiviteleri
incelendiginde; yabani suslardan P. ostreatus-1 (MCC45), P. ostreatus-2 (MCC40),
P. eryngii- 1 (MCC25), P. eryngii-2 (MCC26) ve ticari strainlerden P. ostreatus,
P.sajor-caju ve P. eryngii’de LiP aktivitesi gozlendigi bildirilmistir. En yiiksek
Lakkaz aktivitesi ticari suslardan P. eryngii’de, 62.39 U/l olarak, dogal suslaradan
da P. ostreatus-4’de 941 U/I olarak tespit edildigi bildirilmistir. En yiiksek MnP
aktivitesi, P. eryngii-1’ de 267.63 U/l olarak yine yabani suslarda tespit edilmistir.>

Beyaz c¢iiriik¢iil Basidiomycetes tiirii olan Fomes fomentarius MUCL 35117
tarafindan {iiretilen Lakkaz Uzerine kultiir islemlerinin ve bakir kullanimimin etkisi
arastirilmistir. Bugday kepeginin kullanildigi kat1 faz fermentasyonunun 13. giiniinde
6400 U/l Lakkaz aktivitesi belirtilirken, ortama 2 mmol/l bakir siilfat eklendiginde
Lakkaz aktivitesinin kontrol grubuna gore 3 kattan daha fazla (27.864 U/l) arttigi
belirtilmistir.®

T. versicolor tarafindan enzim {retimi i¢in findik atiklarinin kullanildig
caligmada, MnP’nin 47.09 U/l ve Lakkaz’in ise 109.21 U/l seviyesinde en yiiksek
aktivite gosterdigi belirtilmistir. Yapilan ¢alismada findik atiklarmin hem karbon
hem de azot kaynagi oldugu ve bu nedenle enzim iiretiminde ucuz bir materyal
olarak kullanilabilecegi ve yalniz lignoseliilozik atiklar kullanilmasinin enzim
iiretimini tesvik edebilecegi belirtilmektedir.>’

Lignolitik enzimlerin biyoteknolojide potansiyel kullanimi, bu enzimleri

tireten yeni tiirlerin tespitini ve bu enzimlerin iiretimini daha ucuz bir yontemle
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arttirmaya yonelik arastirmalarin yapilmasii gerektirmektedir. Ezim tiretiminin pek
cok faktorden etkilenmesi nedeniyle, funguslarin ger¢ek lignolitik enzim
potansiyelini degerlendirmek ic¢in yeni tiirlerin veya suslarin arastirilmasi
gerekmektedir. Amacglanan enzim sentezinin elde edilmesinin, verimli teknolojilerin

gelismesinde onemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir.***°
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. MATERYAL

Calismada kullanilan funguslar, bolgemizde farkli tarihlerde yapilan arazi
calismalarindan saglanmustir. Dicle Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji
Boliimii Mikrobiyoloji Arastirma Laboratuarina getirilerek tiir tespiti yapilan
funguslardan ana kiiltiir olarak misel elde edilmistir. Makrofunguslarin tanilari
makroskobik incelemeler, ekolojik yapisal Ozelliklerle ilgili arazi calismast ve
saklanan Ornekler kullanilarak yapilmistir. Tiirlerin tanis1 yaygin olarak kullanilan
anahtar ve eserler vasitasiyla yapllmlstlr.l‘z’3 Arazi ¢alismasinda toplanilan ve bu
calismada kullanilan tiirler ve toplandig: yerler Cizelge 3.1°de verilmistir.

Deneysel calismada kullanilan pamuk sap1 Mardin Go6lli Kdylinden, peynir
alt1 atik suyu ise Diyarbakir Peynirciler Carsisindan temin edilmistir.

3.2. METOT

3.2.1. Elde Edilen Funguslardan Ana Kiiltiirlerin Elde Edilmesi

Dicle Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii Mikrobiyoloji
Arastirma Laboratuvarina getirilerek yiizey dezenfeksiyonu yapilan fungus ornekleri,
HEPA Filtreli Laminal Flow igersinde, dnceden hazirlanmis cam petri kaplari
icerisindeki %?2’lik Malt ekstrakt-agar ortamina, sapkanin etli kismindan yaklasik
olarak 2-3 mm biyiikliigiinde kiiciik bir parga steril bistiiri yardimiyla kesilerek
aktarilmigtir. Daha sonra petrilerin kapaklar1 kapatilarak etiketlenmis ve ana
kiltiirlerin - gelismesi i¢in 25°C’de inkiibasyona birakilmistir. Aktarma islemi
tekrarlanarak bulasik olmayan saf ana kiiltiir eldesi saglanmigtir. Daha sonra elde
edilen misel, deneysel calismalarin diger asamalarda kullanilmak iizere +4°C’de

buzdolabinda bekletilerek muhafaza edilmistir.

40



3.2.2. Makrofunguslarin Prekiiltiirasyonu

Buzdolabinda muhafaza edilen fungus kiiltiirleri, submerged kiiltiir
kosullarina aktarilmasi igin prekiiltiirasyonu yapilmistir. Yapilan ¢alismada besiyeri
olarak Sabouraud dekstroz broth (30g/) kullanilmistir. Bu amagla, 250 ml’lik
erlenlerin her birine 100 ml besiyeri hazirlanmistir. Bu besiyeri 121°C’de 15 dakika
stireyle otoklavda bekletilerek steril edilmistir. Hazirlanan sivi kiiltiir ortamina, malt
ekstrakt-agarla birlikte yaklasik olarak 1cm? biiyiikliigiinde pargalara béliinen
misellerden 3 kesit aktarilarak, 150 rpm’de programlanmis ¢alkalayiciyla 25+2°C’de
kiiltire alimmustir. Kiiltiirde yedi giinliik inkiibasyon siiresinin sonunda olusan
peletler, steril kosullarda (Heidolph marka) homojenizatorle homojenize edilmistir.
Daha sonra homojenat submerged kiiltiir islemleri igin kullanilmustir.

3.2.3. Submerged Kiiltiir Kosullarinin Hazirlanmasi

Kiiltiir kosullari, Songulasvili ve ark.* (2007)’nin yontemi, modifiye edilerek
hazirlanmistir. Farkli atitk maddeler 60°C’de kurutulduktan sonra ogiitiilerek un
haline getirilmistir. 250 ml lik erlenlerde hazirlanan sivi ortam, 150 rpm olarak
programlanmis ¢alkalamali shakerda 27+2°C’de kiiltiire alinmistir.

Calismada kullanilan pamuk sap1 (P); 60°C’de kurutulduktan sonra
ogiitiilerek un haline getirilmistir. Temel besi yeri olarak, sabouraud dextrose

broth (BioChemika, SDB) ve peynir alt1 suyu (PAS) kullanilmustir.

I. GRUP (SDB)
Litresinde 30 g SDB bulunan besiyeri, 250 ml’lik erlenlerin her birisine 100

ml olacak sekilde hazirlandi.
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Il. GRUP (SDB+P)
Litresinde 30 g SDB bulunan besiyerine 30 g pamuk sap1 (P) eklenerek, 250
ml’lik erlenlerin her birisine 100 ml olacak sekilde hazirlandi.
I1l. GRUP (PAS)
20:100 oraninda sulandirilmis peynir altt suyu (PAS), 250 ml’lik erlenlere
100 ml olacak sekilde hazirlandi.
IV. GRUP (PAS +P)
20:100 oraninda sulandirilmis peynir alti suyu ile beraber 1 litreye 30 g
pamuk sap1 (P) eklenerek 250 ml’lik erlenlere 100 ml olacak sekilde hazirlandi.
Tim deneme gruplari, 121°C’de 15 dakika siireyle otoklavda steril edildi.
Hazirlanan besiyerlerine 3 ml homojenat aktarilarak, 150 rpm’e programlanmis
calkalayicida 27+2°C’de kiiltiire alinmistir. Deneyler 3 tekrarli olarak hazirlanmistir.
7, 10 ve 15. inkiibasyon giinlerinde 5 ml sivi alinarak siiziilmiis ve cam tiiplere
aktarilmistir. Alman sivi Ornekler, ekstraseliiler enzim Olgiimleri i¢in -18°C’de
muhafaza edilmistir.
3.2.4. Submerged Kiiltiir Kosullarinda Gelisen Mikroorganizmalarda Enzim
Aktivitelerinin Belirlenmesi

Submerged kiiltiir kosullarinda gelisen mikroorganizmalarin Lakkaz, LiP ve
MnP enzim aktivitelerini hesaplamak icin literatiire®® gére uygun tampon ¢ézeltiler
modifiye edilerek hazirlanmistir. Her tiir igin 7, 10 ve 15. giin spektrofotometrede
(Schimadzu UV-VIS).uygun nanometrelerde absorbans okunmus ve enzim

aktiviteleri hesaplanmistir.
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3.2.5.Uygun Tamponlarin Hazirlanmasi ve Enzim Aktivitelerinin Hesaplanmasi
Yapilan 06n c¢alismalarla, enzim aktivitelerinin optimum  olarak

Olcebilecegimiz pH degerleri tespit edilmistir. Buna gore; LiP aktivitesinin ol¢iilmesi

icin optimum pH=2.5, MnP ve Lakkaz i¢in ise pH=4 olarak bulunmustur. Bu

nedenle, ¢alismada adi gegen enzimlerin aktivitelerinin Olgiilmesi i¢in belierlenen

pH’da aktivite 6l¢limii yapilmustir.

3.2.5.1.1. Enzim aktivite tayin yontemleri

3.2.5.1.1.1. MnP enzim aktivitesi 6l¢iimii

Kimyasallarin Hazirlanmasi

20 mM 2,6-DMP - 0.03084 g tartilip distile su ile 10 m1’ye tamamlanur.
0.07710 g tartihip distile su ile 25 m1’ye tamamlanir.

20 mM MnSOQO4 - 0.03020 g tartilip distile su ile 10 ml’ye tamamlanur.
0.07550 g tartilip distile su ile 25 ml’ye tamamlanir.

4 mM H;0, - 0.00860 ml alinip distile su ile 25 m1’ye tamamlanir.

0.03440 ml alinip distile su ile 100 ml’ye tamamlanur.

Na-Tartartat Tamponu
3 M Tartarik asit - 4.50270 g tartilip distile su ile 10 mI’ye tamamlanir
0,25 M Na-ditartarat -> 5.75200 g tartilip distile su ile 100 ml’ye tamamlanur.
Sonra da hazirlanan ¢6zelti tartarik asitle pH 4.5’a ayarlanir.

Olgiim Yontem

0,25 M Na-tartarat (pH 4.5) 1.8 mi

20 mM 2,6 DMP 0.15ml
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20 mM MnSO, 0.15 ml
!

Enzim (kor i¢in denatiire) 0.6 mi
!

4 mM H;0; 0.3ml

Aktivite Ol¢iimii

469 nm’de 3 dakika boyunca 10 saniye aralikla 6l¢iim alinir (¢ 469 = 27500)

AAbs hesaplanarak aktivite hesaplamasi yapilmaktadir.

Hesaplanmasi

A/ 1.8= U/ml (MnP igin 25°C de 469 nm dalga boyunda abrorbansi 1 birim artiran

enzim miktar1 Unit aktivite olarak hesapland).

3.2.5.1.1.2. LiP enzim aktivitesi 6l¢iimii

Kimyasallarin Hazirlanmasi

200 mM veratril alkol = 0.75750 ml alinip distile su ile 25 ml’ye tamamlanir.
3.03000 ml alinip distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

4 mM H,0, - 0.00860 ml alinip distile su ile 25 ml’ye tamamlanur.

0.03440 ml alinip distile su ile 100 ml’ye tamamlanr.

Na-Tartartat Tamponu

3 M Tartarik asit - 4.50270 g tartilip distile su ile 10 ml’ye tamamlanir
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0,1 M Na-ditartarat - 2.30080 g tartilip distile su ile 100 ml’ye tamamlanir.

Sonra da hazirlanan ¢ozelti tartarik asitle pH 2.5’a ayarlanir.

Olciim Yéntemi

0,25 M Na-tartarat (pH 2.5) 2.3 ml
l

200 mM Veratril alkol 0.3 mi
l

Enzim (kor i¢in denatiire) 0.1ml
l

4 mM H,0, 0.3ml

Aktivite Ol¢limii

310 nm’de 3 dakika boyunca 10 saniye aralikla 6l¢iim alinir (¢ 310 =9,3)

AADbs hesaplanarak aktivite hesaplama yapilmaktadir.

Hesaplanmas1

A/ 0.3 = U/ml ( LiP i¢in 37°C de 310 nm dalga boyunda abrorbansi 1 birim artiran
enzim miktar1 Unit aktivite olarak hesaplandi).

Akt= AAbs/& x 3/1000 x 10° X 1/t X 1/Vensim = U/ml

l ! !

Molarite dontigiimii umol Enzim miktar (MnP ve LiP i¢in gegerli)
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3.2.5.1.1.3. Lakkaz enzim aktivitesi 6l¢timii

Na-Asetat Tamponu

Asetik asit - 1.80000 ml alimip distile su ile 600 ml’ye
tamamlanir.
Na-asetat - 2.72160 g tartilip distile su ile 400 ml’de ¢oziiliir.

Na-asetat tamponu asetik asit ile pH’1 4.5’a tamamlanir

(Asetik asidin nerdeyse tamami kullanilmaktadir. Toplam hacim yaklasik 900 ml
olmaktadir)

0.02 ml guaiakol alinip pH 4.5’a ayarlanmig Na-asetat tamponu ile 200 ml’ye
tamamlanir.

0.08 ml guaiakol alinip pH 4.5’a ayarlanmig Na-asetat tamponu ile 800 ml’ye

tamamlanir.

Olgiim Yontemi

4.9 ml guaiakol tampon ¢ozelti (substrat)

!

0.1 ml enzim (kor i¢in denatiire enzim)

!

37 °C’de 15 dakika su banyosunda inkiibasyona birakilir.

!

465 nm’de absorbans okunur.
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Hesaplamasi
A/ 0.15 = U/ml (Lakkaz i¢in 37°C de 465 nm dalga boyunda abrorbansi 0.1 birim

artiran enzim miktar1 Unit aktivite olarak hesaplandi.)

3.3. VERILERIN ISTATISTIK ANALIZI

Deneyler 3 tekrarli olarak yapilmistir. Elde edilen verilerin analizi ANOVA’ya
gore yapilmistir. Gruplar arasindaki farkin belirlenmesinde Duncan’in  ¢oklu
karsilagtirma testi kullanilmistir. Ortamlar arasindaki fark, P<0,05 oldugu zaman

onemli kabul edilmistir.
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Cizelge 3.1: Calismada Kullanilan Tiirler ve Toplandig1 Yerler

Tiirler

Toplandig: Yer

1. Coriolus versicolor 1

2. Coriolus versicolor 2

3. Agrocybe aegerita 1

4. Agrocybe aegerita 2

5. Armillariella tabescens 1

6. Armillariella tabescens 2

7. Fomes fomentarius 1

8. Fomes fomentarius 2

9. Pleurotus ostreatus

Mardin, Mazidag, Merkez, dere kenari,
kesilmis sogiit ve kavak kiittikleri
izerinde

Diyarbakir Cermik, Sinak Cay1 cevresi
sOgiit ve kavak kiitiikleri tizerinde
Diyarbakir Merkez Dicle Universitesi
Kampiisii, kavak agac1 kiitiiklerin
izerinde

Mardin  Nusaybin Beyazsu Beldesi,
kavak agaci kiitiiklerinin lizerinde
Diyarbakir Merkez, Yenisehir Belediyesi
Piknik Alani, kesilmis aga¢ kiitiikklerinin
iizerinde (¢ogunlukla kavak)

Mardin Savur Siirgiici Beldesi, kesilmis
agac kiitiikleri lizerinde

Diyarbakir Cemik, Sinak Cay1 c¢evresi,
agac govdeleri izerinde

Mardin Nusaybin Caglar Koyi, agag
gbvdeleri lizerinde

Diyarbakir Merkez Dicle Universitesi

Kampiisii, sogiit agaci kiitiikleri lizerinde
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. TURLERIN TESPITI

Diyarbakir ve Mardin illerinde arazi ¢alismasi igin makrofunguslarin yetisme
sartlar1 goz oOniinde bulundurularak, 8 istasyon belirlenmistir. Istasyonlar ve
caligmanin yapildig tarihler asagida belirtilmektedir.

Istasyonlar:

1. Diyarbakir Cermik, Ciingiis ve ¢evresi (15-16/03/08 )

2. Diyarbakir Silvan, Hazro, Kulp ve gevresi (12-13/04/08 )

3. Diyarbakir Bismil, Cinar ve ¢evresi (15-16/04/08 )

4. Diyarbakir Dicle, Egil ve ¢evresi (01-02/04/08 )

5. Mardin Midyat, Nusaybin ve ¢evresi (22-23/03/08)

6. Mardin Kabala, Yesilli, Omerli, Savur ve ¢evresi (7-8/04/08)

7. Mardin Mazidag, Derik, Kiziltepe ve ¢evresi (29-30/03/08)

8. Mardin- Diyarbakir Merkez koyler ve ¢evreleri (17/03/08 ile 20/04/08)

Genellikle kavak ve sogiit aga¢larinin bol bulundugu, golgelik veya az giines
goren dere kenarlari, bolgemizde bulunan baraj géllerinin agaglik yerleri, dag
yamagclarinda konumlanmig bag, bahcelerde mantar Orneklerinin toplanmasi
amaciyla arazi ¢alismasi yapilmistir. Buradan elde edilen bulgular, diger
arastiricilarin®?? belirttigi makrofunguslarin tercih ettig veya bulundugu c¢evresel ve
iklimsel 6zellikleriyle ortiismektedir.

Mardin ve c¢evresinde yapilan arazi calismasinda ayrica Agaricus sp.,
Coprinus micaceus ve Coprinus atramentarius’da tespit edilmistir. Mardin’de daha
once makrofungus tespiti yapilmadigr i¢in bulgular litaretiire ilk olarak

eklenmektedir. Ancak saptanan tiir sayisinin az olmasinin nedeninin bolgede var olan
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kurakligin oldugunu diistinmekteyiz. 2007 sonbahar ve 2008 ilkbahar aylarinda
yeterli yagisin olmamasi ile mantarin dogal olarak yetismesi i¢in gerekli nemin
olusmamas1 ve hava sicakligindaki ani artis, hem mantar tiirlerinin dogadaki
yetismesini ve hem de makrofungus florasindaki tir c¢esitliligini etkiledigi
gbzlenmistir.

4.2. LIGNOLITIK ENZIM URETIMI

Farkli habitatlardan elde edilen 9 Basidiomycetes‘in lignolitik aktiviteleri
incelenmis ve incelenen biitiin funguslarda ortam kosullarima ve fermentasyon
slirelerine bagl olarak degisen Lakkaz, LiP ve MnP aktivitesi gézlenmistir.

Lignolitik enzim iiretim orani, ortamin kompozisyonu, C/N orani, pH,
sicaklik, havalandirma gibi bir¢ok faktdrden etkilenmektedir. Bu enzimlerin
aktivitesi, mantarlarmn fizyolojik karakterine etki eden kiiltiir ortamima baghidir.” Bu
durum farkli habitatlarda yetisen tiirlerin farkli miktarlarda enzim iiretebilecegi veya
bunlardan farkli izoformlarin var olabilecegi diisiindiirmektedir.

4.2.1. Submerged Fermentasyon Kosullarinda Lakkaz Enzimi Uzerine Farkli

Ortamlarin Etkisi

Yapilan calismada farkli kiltiir kosullar1 kullanilarak, dogal yasam
alanlarindan elde edilen funguslarin fermentasyonun 7. giiniinde, en yiiksek Lakkaz
aktivitesi sirasiyla; 57.24 U/ml olarak A. tabescens 1’in SDB+P ortamindan, 27.33
U/ml olarak C. versicolor 2’in SDB+P ortamindan ve 20.32 U/ml olarak da C.
versicolor 2’in SDB ortamindan elde edilmistir. En diisiik aktivite (sirasiyla 0.03 ve
0.14 U/ml), A. aegerita’nin SDB ve PAS+P ortamlarindan elde edilmistir. Bu tiirler

icin Lakkaz aktivitesinin SDB+P ortaminda, A. tabescens 1°de, diger ortamlara gore,
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C. versicolor 2’de ise sadece PAS ortaminda istatiksel olarak farklilik gosterdigi
gozlenmistir (Cizelge 4.1).

En yiiksek Lakkaz aktivitesi, 10. giinde, sirasiyla 107.83 U/ml olarak A.
tabescens 2’nin PAS+P ortaminda, 88.74 U/ml olarak F. fomentarius 2’in PAS+P
ortaminda ve 80.84 U/ml olarak da A. tabescens 1’nin SDB+P ortaminda elde
edilmistir. Istatistiksel olarak farkli tiirlerin en yiiksek Lakkaz aktivitesi gdsterdigi
ortamlar diger ortamlardan farklhidir (Cizelge 4.2). En diisiik aktivite ise A. aegerita 2
ve F. fomentarius 2’nin PAS ortaminda sirasiyla 2.60 ve 2.66 U/ml olarak
belirlenmistir.

En yiiksek Lakkaz aktivitesi 15. giinde sirasiyla; 150.47 U/ml olarak A.
tabescens 1’nin SDB+P ortaminda, 100.24 U/ml olarak A. tabescens 2’nin PAS+P
ortaminda ve 83.85 U/ml olarak da A. tabescens 2’nin SDB+P ortaminda tespit
edilmistir. Lakkaz aktivitesinin en yiiksek gozlendigi ortamlar, her tiir i¢in farklilik
gostermistir (Cizelge 4.3). En diisiik aktivite ise, 2.97 U/ml olarak C. versicolor 1’nin
PAS+P ve 3.03 U/ml olarak A. tabescens 1°’nin SDB ortaminda tespit edilmistir. Tiire
0zgl, en yilksek ve en diisiik aktivitenin tespit edildigi ortamlar Cizelge 4.3’te
gosterilmistir.

En yiiksek Lakkaz aktivitesi 150.47 U/ml olarak A. tabescens 1’nin SDB+P
ortaminda fermentasyonun 15. giiniinde tespit edilirken, A. aegerita 2’ nin yetistigi
PAS ortaminda ise fermentasyonun 7. giiniinde tespit edilmemistir. Fermentasyon
stiresi arttikga Lakkaz aktivitesi; P. ostreatus’un degisik kiiltiir ortamlarinda genel
olarak artig1, fakat diger tiirler i¢in bu konuda artma veya azalma yoniinde genel bir

sonug elde edilmemistir (Grafikler; 4.1, 4.2, 4.3,4.4,4.5,4.6,4.7, 4.8, 4.9).
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Ortamdaki pamuk sapmin enzim aktivitesini indiikledigi ve ortam
kosullarinin enzim aktivitesi lizerinde etkili oldugu saptanmistir. Ayrica farkh
bolgelerden elde ettigimiz ayni tiirlerin aymi kiiltir kosullarinda farkli Lakkaz
aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir. Lakkaz aktivitesindeki farkliliin tiirlerin ve
suslarin farkliligindan kaynaklandigimi diisiinmekteyiz. Bu durum litaretiirle de
ortiismektedir.>®’ Yapilan calismada 7 giin gibi kisa bir siirede elde edilen Lakkaz
aktivitesinin literatiirdeki farkh tiirlerden elde edilen verilerden ®® 91011:121314.1516.17
daha yiiksek oldugu gozlenmektedir. Ayrica fermentasyon siiresi uzadik¢a Lakkaz
aktivitesinin bazi tiirlerde arttigi belirlenmistir. Bu durumun ortamda besin
kalmamasi sonucunda tiiriin strese maruz kaldigi ve bu stres durumunun literatiirde
de bellirtigldigi gibi **° Lakkaz aktivitesini tesvik ettigini diisinmekteyiz.

Bunun sonucunda, yeni tiirlerin ve suslaririn biyoteknolojik uygulamalar i¢in
degerlendirilmesi gerektigini diistinmekteyiz.

4.2.2. Submerged Fermentasyon Kosullarinda MnP Enzimi Uzerine Farkli

Ortamlarin Etkisi

Farkli bir grup peroksidaz olan MnP ne bakteri, ne maya, ne kif ne de
mikoriz Basidiomycetes’de tespit edilmistir. Basidiomycetes’in beyaz ¢iiriik¢iil ve
bazi yumusak ciiriik¢tillerde salinimi oldugu20 ve diger lignolitik enzimlerden daha
cok yayillim gosterdigi ve yogun olarak arastirilan pozitif bir alternatif oldugu
diisiim'ilmektedir.21

Yapilan calismada farkli kiltiir kosullar1 kullanilarak, dogal yasam
alanlarindan toplanilan funguslarin fermentasyonun 7. giiniinde en yiiksek MnP
aktivitresi sirasiyla; 0.6232 U/ml olarak A. tabescens 1°de SDB+P ortamindan,

0.1428 U/ml olarak C. versicolor 2°’de PAS ortamindan ve 0.0522 U/ml olarak da A.
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tabescens 2’de SDB+P ortamindan elde edilmistir. Calisilan tiirlerin ¢ogunda
genelikle fermentasyonun 7. giinlinde MnP aktivitesinin goriilmedigi tespit
edilmistir. Ayrica farkli ortamlarin MnP aktivitesi tizerine etkisi istatistiksel olarak
birbirinden farklilik géstermektedir (Cizelge 4.4).

Fermentasyonun 10. giiniinde en yiiksek MnP aktivitesileri, 0.9548 U/ml
olarak A. tabescens 1’in SDB+P ortaminda, ayrica, 0.0521 U/ml olarak A. tabescens
2’nin, SDB+P ortamlarinda elde edilmistir. A. tabescens 1’in farkli ortamlarinin
etkileri arasinda istatistiksel olarak fark saptanirken, ayni durum A. tabescens 2’de
gozlenmemistir (Cizelge 4.5).

Fermentasyonun 15. giiniinde en yiikksek MnP aktivitesi, A. tabescens 1°de
0.9895 U/ml olarak SDB+P ortaminda, A. tabescens 2’de 0.4138 U/ml olarak
SDB+P ortaminda ve P. ostreatus’da da 0.0470 U/ml olarak SDB+P ortaminda elde
edilmistir. En yiiksek aktivitenin gozlendigi ortamlar arasinda istatistiksel olarak
farklilik belirlenmistir. (Cizelge 4.6) Elde edilen MnP aktivitesi (Grafik; 4.10, 4.11,

412, 413, 4.14, 4.15, 4.16, 4.17, 4.18), literatiirde bazi tiirler igin belirlenen MnP

23,24,25,26,27,28,29,30 4,14,31,32,33, 34

aktivitesinden daha yiiksek®* ve bazilarindan da daha az
oldugu belirlenmistir.

Yapilan calismada en yiiksek MnP aktivitesinin A. tabescens 1’in SDB+P
ortammda fermentasyonun 15. giiniinde gozlenmesi, Lechner ve Papinutti®®
(2005)’nin  belirirttigi  gorlisiin  tersine, lignin par¢alanmasdindaki aromatik
bilesiklerin peroksidazlar i¢in indiikleyici oldugunu diisiinmekteyiz. P. ostreatus
fermentasyonun 7. giiniinde higbir ortamda MnP aktivitesi gozlenmezken, 15. giinde

yiksek aktivite gostermesinin C/N oraninindaki degisime bagli olabilecegini

diisiinmekteyiz. Literatliirde belirtilen goriise uygun olarak®%**" C/N oraninn,
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lignolitik enzim tiretimi tizerine farkli etkisinin oldugunu, bu nedenle farkl: stratejiler
gelistirilerek yliksek enzim {iretimi ic¢in stabilitenin saglanabilecegi goriisii
bulgularimiz tarafindan da desteklenmektedir.

Lignoseliilozik materyallerin tek basma ortama eklenmesinin A. tabescens-
2‘nin MnP aktivitesini tesvik ettigi gozlemlenmistir (Cizelge 4.6). Elde edilen
sonuglarin, lignoseliilozik substratlardan kaynaklanan bilesiklerin, lignolitik
peroksidazlarin iiretimi icin, indiikleyici olarak gorev yapabildigi fikri literatiirle**°
de desteklenmektedir. Ancak fermentasyonun 7. giiniinde C. versicolor 2’de PAS
ortaminda yiiksek aktivitenin elde edilmesinin tiire 6zgii oldugunu, herhangi bir
indiikleyicinin ortama eklenmesinin MnP aktivitesini tesvik etmedigi gozlenmistir.
Bulgularimiz Papinutti ve ark. *® (2003) ile uygunluk gdstermektedir. PAS ortaminda
7. giinde C. versicolor 2 ile elde edilen sonuca gore, besinlerdeki azot varliginin
maksimal enzim aktivitesinin miktarini ve zamanint etkiledig’,i34 goriisti bulgularimiz
tarafindan da desteklenmektedir.

Bu ¢alisma, ucuz maliyetli ve giivenilir olan pamuk sap1 ve peynir alti
suyunun lignolitik enzim iiretimi ve diger biyoteknolojik enzimlerin tretiminde
kullamilabilecegi diisiincesini®®* desteklemektedir.

4.2.3.Submerged Fermentasyon Kosullarinda LiP Enzimi Uzerine Farkli

Ortamlarin Etkisi

LiP, ilk olarak P. chrysosporium‘da kesfedilmistir.”****® Bu enzimin, diger
tipik peroksidazlardan daha giiglii bir oksidant oldugu, ayrica yalnizca fenol ve
analin gibi genel peroksidaz substratlar1 degil, ayn1 zamanda fenolik olmayan
maddeleri de oksitleyebilmektedir. % Merkezi lignolitik rol olan LiP’in

aktivitesinin, arastirilan birgok Basidiomycetes’de saptanmamustir.
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Yaptigimiz ¢alismada, en yiiksek LiP aktivitesi; 7. giinde, 140.98 U/ml olarak
A. tabescens 2’nin SDB ortaminda, 86.02 U/ml olarak C. versicolor 2’nin SDB
ortaminda ve 79.96 U/ml olarak da A. aegerita 2’nin SDB ortaminda elde edilmistir.
A. aegerita 1’nin ise 7. giinde hicbir ortamda aktivite gozlenmemistir. Farkli kiiltiir
ortamlarmin A. tabescens 2 ve A. aegerita 2’nin LiP aktivitesi ilizerine etkisi
istatistiksel olarak farklilik gostermektedir. Bu durum; C. versicolor 2 i¢in SDB,
PAS+P ve SDB+P ortamlari arasinda gozlenmemistir (Cizelge 4.7).

En yiiksek LiP aktivitesi 10. giinde, 125.45 U/ml olarak A. tabescens 2’ nin
SDB ortaminda, 86.02 U/ml olarak, C. versicolor 2’ nin PAS+P ortaminda ve 78.85
U/ml olarak da A. aegerita 2’ nin SDB ortaminda gozlenmistir. En disiik aktivite,
2.39 U/ml olarak A. tabescens 2’ nin PAS ortamindan elde edilmistir. En yiiksek
aktivitenin gozlendigi ortamlarin etkisinin istatistiksel olarak birbirinden fakli oldugu
gozlenmistir (Cizelge 4.8)

En yiisek LiP aktivitesi; F. fomentarius 1, F. fomentarius 2 ve C. versicolor
2’nin 15. gilinde, sirasiyla; 47.79, 45.40 ve 45.40 U/ml olarak SDB+P, SDB+P ve
SDB ortamlarinda tespit edilmistir. En diisiik aktivite ise 2.39 U/ml olarak F.
fomentarius 2°nin SDB ortaminda elde edilmistir. Istatistiksel olarak, F. fomentarius
1 ve F. fomentarius 2 suslarinda en yiiksek aktivitenin elde edildigi ortamlarin farkli
oldugu, buna karsilik C. versicolor 2’nin ise SDB ve PAS+P ortamlarindaki sonucun
farkli olmadig tespit edilmistir (Cizelge 4.9).

Fermentasyonun 15 giinlik stiresi sonunda elde edilen en yiiksek LiP
aktivitesi (Grafik; 4.19, 4.20, 4.21, 4.22, 423, 4.24, 425, 4.26, 4.27),
literatiirle®> 91231323541 karsilagtirildiginda, bulgularimizin daha yiiksek oldugu

goriilmektedir. Farkli N ve C kaynaklarinin LiP {iretimi {izerinde farkli etkisinin
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oldugun saptanmasi sonucu, farkli stratejiler gelistirilerek yiiksek enzim iiretimi igin
stabilitenin saglanabilecegini diisinmekteyiz.  Papinutti ve ark. *® (2003)’nin
belirttigi bir¢ok tlirde indiikleyici kullaniminin herhangi bir artisa neden olmadig:
goriisii gz oniine alindiginda, yiiksek LiP aktivitesi buldugumuz SDB ortamin, basit
bir ortam olup, baz tiirler igin ligninaz iiretiminde herhangi bir indiikleyicinin
burada tesvik edici olmadigi goriisiinii desteklemekteyiz.

Calismamizda biitiin tiirlerde farkli ortam ve siirelerde farkli LiP aktivitesi
gozlenmesi, ozellikle fermentasyonun 7. giiniinde, 140.98 U/ml olarak A. tabescens
2’nin enzim aktivitesi, bu tiirlin biyoteknolojik uygulamalar i¢in iyi bir potansiyel
ortaya koydugunu diisiinmekteyiz.

4.2.4. PAS Ortaminda 15 Giinliik Fermentasyon Siiresinde Lakkaz, MnP Ve
LiP Aktivitesi

Songulashvili ve ark.* (2007)’nin belirtildigi gibi beyaz giiriikgiil
funguslarin lignolitik enzim kompleksleri 6nemli 6lgiide birbirinden farklidir. Bu
tiirlerden bazilar1 lignin pargalanmasi i¢in yalnizca bir enzim salgilarken, diger
bazilar1 ligten fazla enzim salgilamaktadirlar. Bu farklilik; farkli ortamlara karsi
degisik tepkiler olusturmaktadir. Bundan dolay1, ¢alismamizin bu kisminda, ucuz bir
maliyetle elde edilebilen peynir alti suyunun (PAS) bulundugu ortamda gelistirilen
tirlerin verdigi yanit degerlendirilmistir.

Yapilan ¢alismada, 7. giinde PAS ortaminda elde edilen Lakkaz aktivitesi en
yiiksek, 3.89 U/ml olarak C. versicolor 2’de, en diisiik aktivite ise 0.61 U/ml olarak
P, ostreatus’da tespit edilmistir. Buna karsilik, A. aegerita 2’de aktivite
gozlenmemistir. C. versicolor 2’nin PAS ortaminda 7. giinde gosterdigi Lakkaz

aktivitesi diger tiirlere gore istatistiksel olarak farkli oldugu gozlenmistir (Cizelge
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4.11). MnP aktivitesi, en yiiksek miktarda 0.0307 U/ml olarak C. versicolor 2’de elde
edilirken, diger orneklerde (C. versicolor 1, A. aegerita 1, A. tabescens 1, A.
tabescens 2, F. fomentarius 1 ve P, ostreatus) ise gozlenmemistir. En yiiksek
aktivitenin go6zlendigi funguslara ait degerler arasinda istatistiksel olarak fark
saptanmustir (Cizelge 4.10). LiP aktivitesi en yiiksek miktarda C. versicolor 1 ve F.
fomentarius 1’de sirasiyla, 14.34 ve 11.95 U/ml olarak tespit edilmistir. Bu aktivite
C. versicolor 2, A. aegerita 1, F. fomentarius 2 ve P, ostreatus’da ise
gozlenmemistir. Aktivitenin en yiiksek diizeyde gozlendigi tiirlerin ortamlara tepkisi
de istatistiksel olarak birbirinden farkli oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.10).

Lakkaz aktivitesi, 10. giinde en yiiksek 7.18 U/ml olarak P. ostreatus’da, en
diisiik ise 2.60 U/ml olarak A. aegerita 2’de tespit edilmistir. Lakkaz aktivitesi
bakimindan P, ostreatus 10. giinde diger tiirlerden istatistiksel olarak daha etkili
oldugu gozlenmistir (gizelge 4.11). MnP aktivitesi C. versicolor 2’de en yiiksek
0.0053 U/ml olarak gozlenirken, C. versicolor 1 ve F. fomentarius 1’de ise
gozlenmemistir. C. versicolor 2, 10. giinde MnP aktivitesi bakimindan diger tiirlere
gore istatistiksel olarak farklilik gostermektedir (Tablo 4.11). LiP aktivitesi, F.
fomentarius 1’de en yiiksek 32.26 U/ml olarak gozlenirken, C. versicolor 2, A.
aegerita 1, A. aegerita 2, F. fomentarius 2 ve P. ostreatus’ da da gozlenmemistir. F.
fomentarius 1, LiP aktivitesi bakimindan diger tiirlerden istatistiksel olarak farkli
oldugu gézlenmistir (Cizelge 4.11).

Lakkaz, MnP ve LiP aktivitesi, A. tabescens 2, P, ostreatus ve F. fomentarius
1’de 15. giinde en yiiksek miktarda sirasiyla; 17.32, 0.0143 ve 9.56 U/ml olarak
tespit edilmistir. En yiiksek Lakkaz, MnP aktivitesinin gozlendigi tiirler arasinda

istatistiksel olarak farklilik oldugu, buna karsilik LiP aktivitesi i¢in ise P. ostreatus,
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F. fomentarius 1 ve C. versicolor 1’de elde edilen degerlerin farkli olmadigi
gozlenmistir (Cizelge 4.12).

Caligilan biitiin tiirlerde her hangi bir indiikleyicinin olmadigi PAS ortaminda,
fermentasyonun farkli giinlerinde Lakkaz aktivitesi tespit edilmistir (Cizelge 4.10,
411, 4.12). LiP aktivitesi c¢alisilan tiirlerden sadece C. versicolor 2’de
gozlenmemistir. MnP aktivitesi ise bazi ortamlarda ¢ok az miktarda gozlenmis,
bazilarinda da goézlenmemistir. Ayni tiirtin farkli yerlerden toplanmis 6rneklerinde,
lignolitik enzim aktivitesindeki degisiklik, literatirde**®® da belirtildigi gibi tiir
icindeki varyasyonlarin spesifikliginden kaynaklandigini, bunun kiiltiirasyonuna
kars1 farklt yanit olarak olustugunu diisiinmekteyiz. Sonug¢ olarak Kalmis ve ark.”’
(2008)’nin belirtildigi gibi, dogadaki degisik Ozellikleri biinyesinde barindiran
organizmalarin biyoteknolojik uygulamalar i¢in de en biiyiik kaynak oldugu goriisii
bulgularimiz tarafindan da desteklenmektedir.

4.2.5. SDB Ortaminda 15 Giinliik Fermentasyon Siiresinde Lakkaz, MnP ve
LiP Aktivitesi

Papinutti ve ark. *® (2003)’nin belirttigi, bircok tiirde indiikleyici kullaniminin
herhangi bir aktivite artisina neden olmadigi g6z Oniine alinarak, ¢alismanin bu
kisminda herhangi bir indiikleyici kullanilmamistir. SDB ortamimin 7. giindeki en
yiiksek Lakkaz aktivitesi 18.33 U/ml olarak C. versicolor 2’de, MnP aktivitesi 0.032
U/ml olarak F. fomentarius 2’de ve LiP aktivitesi ise 140.98 U/ml olarak A.
tabescens 2’de tespit edilmistir. En disiik aktivite ise sirasiyla; 0.03 U/ml olarak A.
aegerita 2’de, 0.0001 U/ml olarak A. tabescens 2, F. fomentarius 1 ve P, ostreatus’
da ve 3.58 U/ml olarak da A. tabescens 1’de tespit edilmistir. Caligilan biitiin tiirlerde

Lakkaz ve MnP aktivitesi 7. giinde gozlenirken, F. fomentarius 1, F. fomentarius 2,
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A. aegerita 1 ve C. versicolor 1°de LiP aktivitesi gozlenmemistir. Her bir enzim
aktivitesi i¢in yiiksek deger elde edilen fungusa ait aktivite degerlerinin, diger
orneklere ait degerlerden istatistiksel olarak farkli oldugu tespit edilmistir (Cizelge
4.13).

Lakkaz, MnP ve LiP aktivitesi 10. giinde en yiiksek degerde sirasiyla; 11.76
U/ml olarak F. fomentarius 2’de, 0.0014 U/ml olarak F. fomentarius 2’ de ve 125.45
U/ml olarak A. tabescens 2’de tespit edilmistir. F. fomentarius 2, A. tabescens 2 ve
P, ostreatus’un Lakkaz aktivitesi degerleri arasinda istatistiksel olarak arasinda her
hangi bir fark tespit edilmemistir. Calisilan 6rneklerden C. versicolor 2, A. tabescens
1 ve A. tabescens 2’de 10. giinde MnP aktivitesinin gbzlenmemesi ve C. versicolor
1, F. fomentarius 1 ve F. fomentarius 2’ de de LiP aktivitesinin gdzlenmemesini
(Cizelge 4.14) benzer bir sekilde ¢alisilan birgok fungusta da Hammel® (1997)’in
belirttigi gibi, lignolizizin besin azliginda sekonder metabolizma sirasinda meydana
geldigini, fungusun subsrati elde edebildigi durumda, metabolik olarak pahalli olan
bu lignolitik ajanlarin sentezinini ve salinimini yapmadigini diisiinmekteyiz.

Fermentasyonun 15. giiniinde en yiiksek Lignolitik aktivite Lakkaz igin,
sirasiyla; 21.86, ve 21.68 U/ml olarak A. tabescens 2 ve F. fomentarius 2’de
gbzlenmis, MnP ve LiP i¢in ise C. versicolor 2’de sirasiyla; 0.0049, ve 45.40 U/ml
olarak tespit edilmistir. En yiiksek Lakkaz, MnP ve LiP aktivitelerin gozlendigi
orneklere ait degerlerin diger drneklere ait aktivite degerlerinden istatistiksel olarak
farkli oldugu saptanmistir (Cizelge 4.15).

Ozelikle baz1 orneklerde LiP aktivitesi icin herhangi bir indiikleyicinin

gerekli olmayisi, LiP iiretimini artirmak i¢in hem ucuz kiiltiir ortaminin hem de en
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yiiksek aktivitenin gozlendigi A. tabescens 2’nin biyoteknolojik uygulamalarda
degerlendirilmesi i¢in en uygun 6rnek olarak onerebiliriz.

4.2.6. PAS+P Ortamimnda 15 Giinliik Fermentasyon Siiresinde Lakkaz, MnP
ve LiP Aktivitesi

Biyoteknolojik islemlerde ¢ok miktarda diisik maliyetli enzimlerin
gerekliliginden dolayi, iiretim i¢in lignoseliilozik atiklarin kullanilmasi ve lignolitik
enzimleri iyi iretebilen tiirlerin tespiti takdir edilebilecek bir yaklasim olarak
géﬁilmektedir.34

Bu durum g6z oniine almarak Gilineydogu Anadolu Bolgesinde bol bulunan
pamuk sapini indiikleyici olarak kullanildigi PAS+P ortaminin 7. giiniinde en yiiksek
Lakkaz, MnP ve LiP aktiviteleri sirasiyla, 12.61, 0.0444 ve 53.09 U/ml olarak, A.
tabescens 2, F. fomentarius 2 ve C. versicolor 2°de belirlenmistir. Istatistiksel olarak
PAS+P ortaminda, Lakkaz aktivitesi i¢in A. tabescens 2 ve F. fomentarius 2 tiirleri
arasinda fark gozlenmemistir. En yliksek MnP aktivitelerinin elde edildigi A.
tabescens 1, A. tabescens 2 ve F. fomentarius 2 arasinda da istatistiksel olarak bir
fark belirlenmemistir (Cizelge 4.16).

10. giinde belirlenen en yiiksek Lakkaz, MnP ve LiP aktiviteleri sirasiyla; A.
tabescens 2, F. fomentarius 2 ve C. versicolor 2’de belirlenmistir (107.83, 0.3500
ve 86.02 U/ml). En yiiksek Lakkaz, MnP ve LiP aktivitelerin gézlendigi 6rneklere ait
degerlerin diger 6rneklere ait aktivite degerlerinden istatistiksel olarak farkli oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.17).

Lakkaz, MnP ve LiP aktivitelerinin 15. giindeki degerleri incelendiginde, en
yiiksek Lakkaz aktivitesinin yine A. tabescens 2’de (100.24 U/ml) belirlendi. Ancak

en yiiksek MnP aktiviteleri, sirasiyla; 0.0177 ve 0.0161 U/ml olarak P. ostreatus ve
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A. tabescens 1’de belirlenmistir. En yiiksek LiP aktivitesinin belirlendigi tiiriin ise
yine C. versicolor 2 oldugunu gormekteyiz. En yiiksek Lakkaz, MnP ve LiP
aktivitelerin gozlendigi Orneklere ait degerlerin, diger Orneklere ait aktivite
degerlerinden istatistiksel olarak farkli oldugu saptanmistir (Cizelge 4.18).

Lakkaz aktivitesi, A. tabescens 2’nin PAS ortaminda 2.79 U/ml olarak
gozlenirken, PAS+P ortaminda 50 kat daha fazla (107.83 U/ml ) gbzlenmesi, pamuk
sapmin enzimin tretimini ¢ok etkin bir sekilde tesvik ettigi tespit edilmistir.
Ligninolitik atiklarm  Lakkaz aktivitesini tetikledigi literatiirlerde'30344
belirtilmistir. Calisma bodlgemizde bol ve ucuz maliyetle saglanilabilinen pamuk
sapiyla iyi bir Lakkaz aktivitesinin saglanmis olmasi, mevcut materyalin enzimin
tiretimi i¢in iyi bir potansiyel olusturdugunu diisiinmekteyiz. C. versicolor 2’de LiP
aktivitesinin; PAS+P ortaminda PAS ortamina gore yaklasik olarak 40-80 kat daha
yiiksek oldugu bulunmustur (Cizelge 4.10, 4.11, 4.12, 4.16, 4.17, 4.18). Papinutti ve
ark.®® (2003) peroksidaz iiretiminde indiikleyici kullanmmimin gerekli olmadig
belirtilmistir. Ancak ¢alismamizda bu literatiirden farkli olarak bazi 6rneklerin enzim
aktivitelerinin pamuk sapiyla indiiklendigi tespit edilmistir. Enzim aktivitesindeki
degisikligin tiir veya sus spesifikliginden kaynaklanabilecegini diisiinmekteyiz.

4.2.7. SDB+P Ortaminda 15 Giinliik Fermentasyon Siiresinde Lakkaz, MnP
ve LiP Aktivitesi

Mantar kiiltiiriinde kullanilan dogal lignoseliilozik kaynaklarin enzim
iiretimindeki kullamimi, Elisashvili ve ark.’® belirtildigi gibi, hem enzim
kompleksinin baslangigtaki miktarinin belirlenmesinde hem de aktivite tizerindeki

baskisinin saptanmasinda énemli bir faktor oldugu diistiniilmektedir.
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Yaptigimiz calismada, SDB+P ortaminda gelisen orneklerin, 7. giindeki
Lakkaz ve MnP aktivitesi A. tabescens 1’de sirasiyla 57.24 ve 0.6238 U/ml olarak
gozlenmistir. LiP aktivitesi C. versicolor 2 ve A. aegerita 2’de en yiiksek 66.00 U/ml
olarak tespit edilmistir. En yiiksek Lakkaz, MnP ve LiP aktivitelerin gbzlendigi
orneklere ait degerlerin diger orneklere ait aktivite degerlerinden istatistiksel olarak
farkli oldugu saptanmustir (Cizelge 4.19).

Orneklerin 10. giindeki en yiiksek Lakkaz ve MnP aktivitesi, sirasiyla 80.84,
ve 0.9548 U/ml olarak yine A. tabescens 1’de gozlenmistir. LiP aktivitesi C.
versicolor 1 ve P. ostreatus’da sirasiyla; 53.76 ve 52.57 U/ml olarak tespit
edilmistir. En yliksek Lakkaz, MnP ve LiP aktivitelerin gozlendigi Orneklere ait
degerlerin diger orneklere ait aktivite degerlerinden istatistiksel olarak farkli oldugu
saptanmustir (Cizelge 4.20).

Fermentasyonun 15. giiniinde en yiiksek Lakkaz ve MnP aktivitesi, sirasiyla;
150.47 ve 0.9895 U/ml olarak yine A. tabescens 1’de (Lakkaz aktivitesinin sadece
SDB ile karsilastirildiginda yaklagik olarak 50 kat daha fazla oldugu goriilmistiir)
tespit edilmistir. En yiliksek LiP aktivitesi F. fomentarius 1 ve F. fomentarius 2’de
sirasiyla 47.79 ve 45.40 U/ml olarak tespit edilmistir. En yiiksek Lakkaz, MnP ve
LiP aktivitelerinin gozlendigi orneklere ait degerlerin diger Orneklere ait aktivite
degerlerinden istatistiksel olarak farkli oldugu saptanmistir (Cizelge 4.21).

Farkli bolgelerden elde edilmis aymi tiirlere ait Orneklerin  enzim
aktivitesindeki farkliligin  tiir igindeki varyasyonlardan kaynaklanabilecegi
diisiincesindeyiz. Ayrica, Kapich ve ark.* (2004)’nin belittigi gibi, lignolitik enzim
tiretim orani, ortam kompozisyonu, C/N orani, pH, sicaklik, havalandirma gibi birgok

faktorden etkilenmektedir. Enzimlerin olusumu sadece mantarlarin fizyolojik
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karakterlerine bagli olmayip, ayn1 zamanda mantarin yetistigi kiiltiir ortamina da
baghdir. Bu durum, farkli habitatlarda yetisen tiirlerin farkli miktarlarda enzim

iiretebilecegi veya bunlardan farkli izoformlarin varligini diisiindiirmektedir.
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Cizelge 4.1. Submerged Kusullarda Fermentasyonun 7. Giiniinde Ortamlarin Lakkaz Uretimi Uzerine Etkisi

7. Giin Lakkaz U/ml (ortalama=+SE)

Ortam C.versicolor1  C.versicolor2  A. aegerital A. aegerita 2 A.tabescens1  A. tabescens 2 P. ostreatus F. fomentariul F. fomentarius2
PAS 3.53£0.07" 3.66+1.30° 3.20+0.12° 0.00:£0.00° 2.800.30" 0.420.01° 0.61:0.03° 3.210.07° 2.79+0.03°
SDB 437£0.90%° 903518 34 3.20+0.01° 0.03+0.01° 10.53:4.12° 1.65+0.28" 2.44+0.08° 3.84:0,53" 6.61+1.35"
PAS+P 57081 1755, g 4.13+0.10° 0.14+0.04° 7.25+1.04° 12.6120.26° 0.18+0.01° 7.36+0.15° 12.00£0.11°
SDE+P 6.27+0.30" 27.23+4.36° 4.37+0.03° 0.86+0.00° 57.24+8.02° 2.6140.42° 0.07+0.00° 8.96+0.68° 11.60+0.54°

Ortamlar arasindaki fark, P <0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.
Ortam " : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Cizelge 4.2. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 10. Giiniinde Ortamlarin Lakkaz Uretimi Uzerine Etkisi

10. Giin Lakkaz U/ml (ortalama+SE)

Ortam C.versicolor1  C.versicolor2  A. aegerital A. aegerita 2 A. tabescens 1 A. tabescens 2 P. ostreatus F. fomentarius 1  F. fomentarius 2
PAS 3.48+0.25° 4.16+1.51° 3.02+0.06° 2.60+0.01° 3.58+0.96° 2.79+0.01° 7.18+2.18° 3.78+0.06° 2.66+0.03°

SDB 3.76+0.14° 5.61+0.55° 2.94+0.02° 7.36+0.13° 2.76+0.02° 10.43+1.94° 11.16+0.14® 3.03+0.13° 11.77£0.19"
PAS+P 4.62+0.52° 18.15+1.56° 7.17+0.95° 9.20+0.20° 26.84+5.33" 107.83+3.48° 9.53+0.55" 4.45+0.29° 88.74+1.36°
SDB+P 6.89+0.53° 32.45+3.96° 4.49+0.10° 5.81+0.06° 80.84+10.16% 39.33+6.79" 15.51+1.62° 8.44+0.64% 12.56+1.49"

Ortamlar arasindaki fark, P <0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.
Ortam * : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Cizelge 4.3. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 15. Giiniinde Ortamlarin Lakkaz Uretimi Uzerine Etkisi

15. Giin Lakkaz U/ml (ortalama+SE)

Ortam’ C. versicolorl  C. ersicolor2 A. aegerital A. aegerita2 A.tabescensl A.tabescens2 P. ostreatus F.fomentariusl  F. omentarius2
PAS 3.73+0.18° 4.26+0.76" 6.66+0.78° 7.41+0.00° 3.91+1.16° 17.32:0.00° 3.89+0.57° 3.46+0.30° 3.26+0.03°
SDB 3.49+0.13" 10.41+2.88" 3.68+0.07° 3.70+0.08" 3.03+0.20° 21.86+2.10° 12.65+0.09" 6.99+0.42° 21.68+0.42"

PAS+P 2.97+0.03° 16.40+1.86 8.870.02° 6.36+0.65°  34.49+41357°  100.24+0.78°  11.91+0.98" 3.34+0.15 59.04+1.97°

SDE+P 5.24+0.26° 25.08+0.47° 5.910.30° 475+0.14°  150.47+1.29°  83.85¢1.81°  20.77+0.30° 7.32+0.18° 53.62+6.39°

Ortamlar arasindaki fark, P <0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.

Ortam * : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Cizelge 4.4. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 7. Giiniinde Ortamlarin MnP Uretimi Uzerine Etkisi

7. Giin MnP U/ml (ortalama+SE)

Ortam C. ersicolorl C. versicolor2 A. aegerital A. aegerita2 A.tabescensl A.tabescens2 P. ostreatus F. fomentariusl F. fomentarius2
PAS 0.0000£0.0°  0.1428+0.1° 0.0001£0.0" 0.0002::0.0" 0.0000£0.00°  0.0000£0.00°  0.0000:0.0° 0.0000-£0.0" 0.0001£0.0"
SDB 0.00030.0% 0.0007-:0.0" 0.0004-£0.0° 0.0006£0.0° 0.0009+£0.00°  0.0001£0.00°  0.00010.0° 0.0001£0.0° 0.0032£0.0°
PAS+P 0.0000£0.0°  0.0000£0.0°  0.0000:0.0° 0.0001£0.0°  0.0364+0.01°  0.0348+0.00°  0.0000£0.0°  0.0075+0.0°  0.04440.0°
SDB+P 0.0004:0.0% 0.0000-£0.0" 0.0000:£0.0° 0.0001£0.0° 0.6238£0.00°  0.0522£0.01°  0.0003:0.0° 0.00010.0" 0.0070-£0.0"

Ortam " : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.



Cizelge 4.5. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 10. Giiniinde Ortamlarin MnP Uretimi Uzerine Etkisi

10. Giin MnP U/ml (ortalama+SE)

Ortam C.versicolor1  C. versicolor2  A. aegerital A. aegerita2 A.tabescensl A.tabescens2 P. ostreatus F.fomentariusl F.fomentarius2
PAS 0.0000£0.0°  0.0053+0.02°  0.0001+0.0°  0.0001+0.0°  0.00010.0°  0.0002+0.0°  0.0017+0.0°  0.0000£0.0°  0.00050.0°
DB 0.0002£0.0°  0.0000+0.0°  0.0003+0.0°  0.0002+0.0°  0.0000£0.0°  0.0000£0.0°  0.0002£0.0°  0.0003£0.0°  0.0014+0.0°
PAS+P 0.0000£0.0°  0.0000+0.0°  0.0000:0.0°  0.0000+0.0°  0.0793+0.01°  0.0541+0.01°  0.0026:0.0°  0.0000£0.0°  0.3500+0.0°
SDB+P

0.0004+0.0% 0.0004+0.0° 0.0000+0.0° 0.0000+0.0* 0.9548+0.01° 0.0521+0.0% 0.0078+0.0% 0.0024+0.0° 0.0103+0.0°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.
Ortam * : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Cizelge 4.6. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 15. Giiniinde Ortamlarin MnP Uretimi Uzerine Etkisi

15. Giin MnP U/ml (ortalama+SE)

Ortam’ C. versicolorl  C. versicolor2 A. aegerital A. aegerita2 A.tabescensl A.tabescens2 P.ostreatus ~ F.fomentariusl F. omentarius2
PAS 0.000040.0°  0.0047+0.0°  0.0002+0.0°  0.0000:0.0°  0.0001£0.0°  0.000240.0°  0.0143£0.0°  0.0000£0.0°  0.0002:0.0°
SDB 0.0001:0.0°  0.00490.0°  0.0001£0.0°  0.0004=0.0°  0.0014£0.0°  0.0005£0.0°  0.0005:0.0°  0.0001£0.0°  0.0000+0.0°
PAS+P 0.0001£0.0°  0.0002+0.0°  0.0000+0.0°  0.0005:0.0°  0.0161=0.0°  0.0110£0.0°  0.0177+0.0°  0.0001£0.0°  0.0035+0.0°
SDB+P 0.0000£0.0°  0.0003£0.0°  0.0002+0.0°  0.0001£0.0°  0.9895:0.07°  0.4138+0.01*  0.0470£0.0°  0.0011+0.0°  0.0023%0.0°

Ortamlar arasindaki fark, P <0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.
Ortam " : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Cizelge 4.7. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 7. Giiniinde Ortamlarin LiP Uretimi Uzerine Etkisi

7. Giin LiP U/ml (ortalama+SE)

Ortam C.versicolorl C.versicolor2 A.aegerital A. aegerita?2  A.tabescensl A.tabescens2 P. ostreatus F.fomentariusl F.fomentariu2
PAS 14.34+0.0° 0.000.0° 0.00 8.36+1,19° 2.39:1,19" 239119 0.000.0° 11.95£597°  0.000.0°
SbB 0.0045.5° 86.0249.16°  0.00 79.96+15.31°  3.58+0.0 140.9849.46"  11.95:2.72°  0.00+0.0° 0.000.0°
PAS+P 8.36+1.2° 53.09+5.21°  0.00 0.0000£0.0°  0.00+0.0° 0.000.0° 0.000.0° 22.704059°  5.97:0.59"
SDB+P 0.00+0.0° 66.00£14.22°  0.00 7.17+0.0° 3345+7.13°  11.95¢1.83°  7.1741.52° 0.00+0.0° 20.31:1.83°

Ortamlar arasindaki fark, P <0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.
Ortam " : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Cizelge 4.8. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 10. Giiniinde Ortamlarm LiP Uretimi Uzerine EtKisi

10. Giin LiP (ortalama+SE)

Ortam’ C. versicolorl  C.versicolor2  A. aegerital A. aegerita2 A. tabescensl A. tabescens2 P. ostreatus F.fomentariusl  F.fomentarius2
PAS 23.89+1.19°  0.00+0.0° 0.000.0° 0.000.0° 3.58+0.0° 2.39+1.19° 0.000.0° 32.26+10.94°  0.000.0°

SbB 0.00+0.0° 60.93+7.28" 5.97+0.75°  78.854453%  10.75:0.0° 125.45+9.06°  5137+12.84°  0.00+0.0° 0.00+0.0°
PAS+P 8.36:1.19° 86.0246.78  0.00+0.0° 0.000.0° 9.56+0.59" 2031477 0.00+0.0° 53.76:0.0° 4.78+0.59"
SDB+P 53.76+4.58°  0.00+0.0° 0.00+0.0° 3.58+0.0° 20314283  37.04+857°  5257+509°  16.73£050°  20.31%1.01°

Ortamlar arasindaki fark, P <0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.
Ortam " : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Cizelge 4.9. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 15. Giiniinde Ortamlarin LiP Uretimi Uzerine Etkisi

15. Giin LiP U/ml (ortalama+SE)

Ortam’ C.versicolorl  C.versicolor2  A. aegerital A. aegerita2 A.tabescensl  A.tabescens2 P. ostreatus  F.fomentariusl F.fomentarius2
PAS 8.36+3.16° 0.000.0° 4.78+1.19° 0.000.0° 0.000.0° 597+1.19®  8.36+1.19° 9.56+3.16" 5.97+1,19"
SDB 8.36+1.99° 45.40+329°  1553:0.75°  8.36+0.75° 0.00:0.0° 0.000.0° 19.1240.75°  0.00+0.0° 2.39:0,75"
PAS+P 0.000.0° 41.824879°  0.0040.0° 4.78+0.59" 10.7541.03°  3823879°  21.51+0.0° 4.78+0.59" 5.97:+1,19"
SDE+P 0.000.0° 15.53:2.03°  0.000.0° 0.000.0° 21514318  21.51+3.18°  0.00+£0.0° 47.7944.52°  45.40+3.56°

Ortamlar arasindaki fark, P <0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen degerler birbirinden farklidir.
Ortam " : PAS: Peynir alt1 suyu

SDB: Sabouraud dextrose broth

PAS+P: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1

SDB+P: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1
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Cizelge 4.10. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 7. Giiniinde PAS

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

7. Giin PAS (ortalama =+ SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 3.53+0.07° 0.0000+0.00° 14.34+5 478
C. versicolor2 3.80+0.73% 0.0307+0.07% 0.00+0.00°
A. aegerital 3.20+0.06" 0.0000+0.00° 0.00+0.00°
A. aegerita2 0.00-£0.00° 0.0001=0.00° 8.36+0.50"
A. tabescensl 2 804+0.11° 0.0000+0.00" 2.39+0.45°
A. tabescens2 0.41+0.00° 0.0000+0.00b" 2.39+0.40°
F. fomentariusl 3.2140.02° 0.0000+0.00° 11.95+1.88°
F. fomentarius2 2 79+0.00° 0.0001+0.00° 0.00+0.00°
P. ostreatus 0.6140.01¢ 0.0000+0.00° 0.00+0.00°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gdsterilen
degerler birbirinden farklidir.

PAS’ : Peynir alti suyu
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Cizelge 4.11. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 10. Giliniinde PAS

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

10. Giin PAS’ (ortalama = SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 34840 25 0.0000+0.00° 23.89+1.19°
C. versicolor2 4.16+0.95P 0.0053+0.00? 0.00+0.00°
A. aegerital 3.02+0.03° 0.0001+0.00° 0.00+0.00°
A. aegerita2 2.60+0.00° 0.0001+0.00° 0.00+0.00°
A. tabescensl 3.58+0.36° 0.0001+0.00° 3.58+0.00°
A. tabescens2 2.79+0.00° 0.0002+0.00° 2.39+0.00°
F. fomentariusl 3.78+0.02° 0.0000+0.00° 32.26+3.46°
F. fomentarius2 2 66+0.01° 0.0005+0.00° 0.00+0.00°
P. ostreatus 7.18+0.60° 0.0017+0.00° 0.00+0.00°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

PAS’ : Peynir alti suyu
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Cizelge 4.12. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 15. Giliniinde PAS

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

15. Giin PAS (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 3.723+0.18% 0.0000+0.00° 8.36+3.16°
C. versicolor2 4.26+0.48° 0.0047+0.00° 0.00+0.00°
A. aegerital 6.66+0.39° 0.0002:£0.00° 4.78+0.59°
A. aegerita2 7.410.00° 0.0000-0.00° 0.00:£0.00°
A. tabescensl 3.9140.43% 0.0001+0.00° 0.00+0.00°
A. tabescens?2 17.32+0.00° 0.0002+0.00° 5.97+0.40°
F. fomentariusl 3.46+0.09% 0.0000+0.00° 9.56+0.99°
F. fomentarius2 39640.00° 0.0002-0.00° 5.97+0.35"
P. ostreatus 3.89+0.16% 0.0143+0.00? 8.36+0.33°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

PAS’ : Peynir alti suyu
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Cizelge 4.13. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 7. Giiniinde SDB

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

7. Giin SDB (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 4.20+1.52% 0.00030.00° 0.00:£0.00°
C. versicolor2 18.3347.09° 0.0007+0.00" 86.02+9.16"
A. aegerital 3.20+0.01¢ 0.0004:0.00° 0.00+0.00°
A. aegerita2 0.03£0.00° 0.0006=0.00" 79.96+10.32°
A. tabescensl 10.53+2.46° 0.0009+0.00" 3.58+0.00°
A. tabescens2 1.65+0.15% 0.0001+0.00° 140.98+5.13°
F. fomentariusl 3.34:0.34% 0.0001::0.00° 0.00£0.00°
F. fomentarius2 6.61+0.63% 0.0032+0.00% 0.00+0.00°
P. ostreatus 2.44+0.03% 0.0001:£0.00" 11.95+6.20°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

SDB" : Sabouraud dextrose broth
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Cizelge 4.14. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 10. Giiniinde SDB

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

10. Giin SDB (ortalama =+ SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolor 1 3.76:0.22% 0.0002:0.00% 0.00::0.00°
C. versicolor 2 5.160.80° 0.0000+0.00" 60.93+7.28°
A. aegerita 1 2.94+0.01¢ 0.0003+0.00° 5.97:0.59°
A. aegerita 2 7 36£0.09° 0.0002:0.00° 78.85+3.05°
A. tabescens 1 2 76+0.13° 0.0000-:0.00" 10.75+0.00°
A. tabescens 2 10.43+1.05% 0.0000+0.00f 125.45+4.91°
F. fomentariusl 3.03£0.06" 0.0003+0.00° 0.00+0.00°
F. fomentarius 2 11.76+0.09° 0.0014+0.00° 0.00+0.00
P. ostreatus 11.16+0.06° 0.0002-£0.00° 51.37+5.61°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkl: harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

SDB" : Sabouraud dextrose broth
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Cizelge 4.15. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 15. Giiniinde SDB

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

15. Giin SDB (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 3.4940.20° 0.0001+0.00° 8.36+3.16"
C. versicolor2 10.41+2.88°¢ 0.0049+0.00? 45.40+3.29°
A. aegerital 3.68+0.05° 0.0001+0.00° 15.530.59°
A. aegerita2 3.70+0.05¢ 0.0004+0.00° 8.36+0.50¢
A. tabescensl 3.0340.12° 0.0014+0.00° 0.00+0.00"
A. tabescens2 21.86+1.14° 0.0005+0.00° 0.00+0.00"
F. fomentariusl 6.99£0.21 0.00010.00° 0.00£0.00"
F. fomentarius2 21.68+0.20° 0.0000-+0.00° 2.3940.35°
P. ostreatus 12.65+0.04° 0.0005+0.00° 19.12+0.33"

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen
degerler birbirinden farklidir.

SDB" : Sabouraud dextrose broth
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Cizelge 4.16. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 7. Giiniinde PAS+P

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

7. Giin PAS +P (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 5.18+1.62° 0.0000+0.00° 8.36+2.38°
C. versicolor2 10.0042.34° 0.0000+0.00° 53.09+6.59%
A. aegerital 4.13+0.10° 0.0000-+0.00° 0.00:0.00°
A. aegerita2 0.14+0.03° 0.0001+0.00° 0.00-£0.00"
A. tabescensl 7264078 0.0364+0.00° 0.00+0.00
A. tabescens2 12.61+0.18° 0.0348+0.00° 0.00+0.00
F. fomentariusl 5.00£0.79" 0.00750.00° 22.70+0.37°
F. fomentarius2 12.00+0.06° 0.0444+0.00% 5.97+0.35°
P. ostreatus 0.18+0.00° 0.0000+0.00° 0.00+0.00

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

PAS +P "

: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1
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Cizelge 4.17. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 10. Giiniinde PAS+P

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

10. Giin PAS +P (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolor 1 46241 05° 0.0000-+0.00° 8.36+2.38"
C. versicolor 2 18.15+1.97¢ 0.0000+0.00° 86.02+2.582
A. aegerita 1 7.17+0.95¢ 0.0000+0.00° 0.00+0.00°
A. aegerita 2 9.20+0.17° 0.0000+0.00° 0.0040.00°
A. tabescens 1 26.84:44.03° 0.0793+0.01° 9.56+0.45"
A. tabescens 2 107.8342.39% 0.0541+0.00° 20.31+3.27°
F. fomentariusl 4.45+0.18" 0.0000-+0.00° 53.76+0.00°
F. fomentarius 2 88,7440 .80 0.3500+0.00° 4.78+0.35%
P. ostreatus 9.53+0.30° 0.0026:0.00° 0.00+0.00°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

PAS +P "

: Peynir alt1 suyu+pamuk sap1
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Cizelge 4.18. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 15. Giiniinde PAS+P

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

15. Giin PAS +P (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 2.97+0.07¢ 0.0001+0.00° 0.00+0.00°
C. versicolor2 16.40+2.36° 0.0002+0.00° 41.82+11.13°
A. aegerital 8.870.02° 0.0000+0.00° 0.00:£0.00°
A. aegerita2 6.36+0.56° 0.0005+0.00° 4.78+0.50°
A. tabescensl 34.50+10.26° 0.0161+0.00% 10.75+0.78°
A. tabescens2 100.24+0 532 0.0110+0.00° 38.23+6.03°
F. fomentariusl 3.34+0.09¢ 0.0001+0.00° 4.78+0.37°
F. fomentarius2 59.04+1 16" 0.0035+0.00° 5.97+0.70°
P. ostreatus 11.91+0.54¢ 0.0177+0.00° 21.51+0.00°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen
degerler birbirinden farklidir.

PAS+P" Peynir alt1 suyu+pamuk sap1
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Cizelge 4.19. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 7. Giiniinde SDB+P

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uretimi Uzerine Etkisi

7. Giin SDB +P  (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolor 1 6.28£0.72°¢ 0.0004+0.00° 0.00+0.00°
C. versicolor 2 13.80+2.03" 0.0000+0.00¢ 66.00+21.10%
A. aegerita 1 4.38+0.04% 0.0000-+0.00° 0.00+£0.00°
A. aegerita 2 0.86+0.00° 0.00010.00° 66.00414.22°
A. tabescens 1 57.24+7.11° 0.6238+0.00° 33.45+6.32"
A. tabescens 2 2.61-£0.34% 0.0522+0.00° 11.95+1.47°
F. fomentariusl 8.96+0.50"¢ 0.0001+0.00° 0.00+0.00°
F. fomentarius 2 11.60+0.37" 0.0070+0.00° 20.31+1.27"
P. ostreatus 0.07+0.00¢ 0.0003+0.00° 7.17+0.99°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

SDB +P " : Sabouraud dextrose broth + pamuk sap1
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Cizelge 4.20. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 10. Giliniinde SDB+P

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uzerine Etkisi

10. Giin SDB +P  (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 6.89+1.25° 0.0004:£0.00° 53.76+10.72°
C. versicolor2 32 46+5.88° 0.0004:0.00° 0.00-£0.00"
A. aegerital 4.49+0.11° 0.0000-+0.00° 0.00-0.00°
A. aegerita2 5.81+0.05° 0.0005+0.00° 3.58+0.00°
A. tabescens1 80.84+9.01° 0.9548+0.00° 20.3142.51°
A tabescens2 39.3345.46" 0.0521+0.00° 37.04+6.89"
F. fomentariusl 8.44-0.48° 0.0024+0.00° 16.73+0.37°
F. fomentarius2 12.56+1.03 0.0103+0.00° 20.31+0.70°
P. ostreatus 15.51+1.05° 0.0078+0.00° 52.57+3.31%

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

SDB +P " : Sabouraud dextrose broth + pamuk sap1
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Cizelge 4.21. Submerged Kosullarda Fermentasyonun 15. Giliniinde SDB+P

Ortaminda Tiirlerin Urettigi Lakkaz, MnP Ve LiP Uzerine Etkisi

15. Giin SDB +P  (ortalama + SE)

Tiir Lakkaz (U/ml) MnP (U/ml) LiP (U/ml)
C. versicolorl 5 2440.63° 0.0000+0.00° 0.00-£0.00"
C. versicolor2 25 08£0.70° 0.00030.00° 15.53+3.02%
A. aegerital 5.91+0.36° 0.0002+0.00° 0.00+0.00°
A. aegerita2 4.75+0.14° 0.00010.00° 0.00-0.00°
A.tabescensl 150.47+1.14° 0.9895+0.06° 10.75+0.78°
A.tabescens? 83.85+1.14 0.4138+0.01° 21.5142.55°
F. fomentariusl 7.3040.13° 0.0011+0.00° 47.79+3.35°
F. fomentarius2 53.62-:4.42¢ 0.0023+0.00¢ 45.40+2.46°
P. ostreatus 20.77+0.19° 0.0470+0.00° 0.00+0.00°

Ortamlar arasindaki fark, P < 0,05 olan bir siitiinda farkli harflerle gosterilen

degerler birbirinden farklidir.

SDB +P " : Sabouraud dextrose broth + pamuk sap1
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Grafik 4.1: C. versicolor 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliikk Femantasyondaki
Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p:

Peynir alt1 suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)

C. versicolor 1
8
6,89
! 6,27 =
=9 5,17 5,24
£ 5 ] 462 —
=} 7,37 e
2418501 I 545270 [ 1| 373 549 - [mLakkaz Akt.
N - — 2,97
3 H A HHH—HH H — —
[}
-
2 4 — — — — — — — — — — — |
1 4 — — — — — — — — — — — |
0 T T T T T T T T T T T
¥ L R F P R R HF & KX K
Q S 0 Q % S Q 2 S 0
AV A /\be ,\%b NN \Qfo \ng INCAIING] @Qfo ,\03%6
Giin-Ortam

86



Grafik 4.2: C. versicolor 2’nin

Farkli

Ortamlarda

15  Ginlik

Femantasyondaki Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose

broth, pas+p: Peynir alti suyut+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.3: A. aegerita 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliikk Femantasyondaki
Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alti suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth , pas+p:

Peynir alt1 suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.4: A. aegerita 2’nin Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth , pas+p:

Peynir alt1 suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.5: A. tabescens 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p:

Peynir alt1 suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.6: A. tabescens 2’nin Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p:

Peynir alt1 suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.7: P. ostreatus’un Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p:

Peynir alt1 suyu+pamuk sap1, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.8: F. fomentarius 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinlik
Femantasyondaki Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose
broth, pas+p: Peynir alti suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.9: F. fomentarius 2’nin Farkli Ortamlarda 15 Giinlik
Femantasyondaki Lakkaz Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose
broth, pas+p: Peynir alti suyutpamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapt).
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Grafik 4.10: C. versicolor 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinlik
Femantasyondaki MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose

broth, pas+p: Peynir alti suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi).
C. versicolor 1
0,00045
0,0004
0,00035
€ 0,0003
>
< 0,00025
< 08 MnP Akt.
< 0,0002
o
< 0,00015
0,0001
0,00005 —
0 T T T T T T T T T T T
PR R PP R R PP RN
RN R P RPN KR PP
WA VNSRS Y TN
Giin-Ortam

95



Grafik 4.11: C. versicolor 2’nin Farkli Ortamlarda 15 Gunliuk

Femantasyondaki MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose

broth, pas+p: Peynir alti suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.12: A. aegerita 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p:

Peynir alt1 suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.13: A. aegerita 2’nin Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p:

Peynir alt1 suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.14: A. tabescens 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p:

Peynir alt1 suyut+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.15: A. tabescens 2’nin  Farkli Ortamlarda 15 Giinlik
Femantasyondaki MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose
broth, pas+p: Peynir alti suyutpamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.16: P. ostreatus’un Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p:

Peynir alt1 suyut+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sapi)
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Grafik 4.17:

F.

fomentarius

1’in  Farkli

Ortamlarda

15  Ginlik

Femantasyondaki MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose

broth, pas+p: Peynir alti suyutpamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.18: F. fomentarius 2’in Farkli Ortamlarda 15 Giinlik
Femantasyondaki MnP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose
broth, pas+p: Peynir alti suyutpamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.19: C. versicolor 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinlik
Femantasyondaki LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose
broth, pas+p: Peynir alti suyutpamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.20:

C.

versicolor 2’nin  Farkli Ortamlarda

15  Giinliik

Femantasyondaki LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose

broth, pas+p: Peynir alti suyutpamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.21: A. aegerita 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p: Peynir

alt1 suyu+pamuk sap1, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1)

A. aegerita 1

18
16 15,53
14
T 12
2 10 :
g 4 B LiP Akt.
N 5,97
= 6 478
4
2
) 0 0 0 0 O 0 0 0 0

106



Grafik 4.22: A. aegerita 2’nin Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p: Peynir

alt1 suyu+pamuk sap1, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1)
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Grafik 4.23: A. tabescens 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p: Peynir

alt1 suyu+pamuk sap1, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1)
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Grafik 4.24: A. tabescens 2’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p: Peynir

alt1 suyu+pamuk sap1, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1)
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Grafik 4.25: P. ostreatus’un Farkli Ortamlarda 15 Giinliik Femantasyondaki
LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose broth, pas+p: Peynir

alt1 suyu+pamuk sap1, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+ pamuk sap1)
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Grafik 4.26: F. fomentarius 1’in Farkli Ortamlarda 15 Giinliik
Femantasyondaki LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose
broth, pas+p: Peynir alti suyutpamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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Grafik 4.27: F. fomentarius 2’ nin Farkli Ortamlarda 15 Giinlik
Femantasyondaki LiP Aktiviteleri (pas: Peynir alt1 suyu, sdb: Sabouraud dextrose
broth, pas+p: Peynir alti suyu+pamuk sapi, sdb+p: Sabouraud dextrose broth+

pamuk sapi)
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5. SONUC VE ONERILER

Mikrobiyal enzimlerin giiniimiizde tip, gida, tekstil ve deri gibi daha birgok
endiistriyel maddelerin iiretilmesinde ve islenmesinde kullanildigi bilinmektedir.
Ozellikle fungal kaynakli enzimler, endiistriyel atiklarin, aromatik ve ksenobiyotik
maddelerin aritiminda ve yikiminda yogun olarak kullanim alani bulabilmektedir. Bu
durum, fungal enzimlerin biyoteknolojideki 6nemininin ilerleyen siirecte daha da
artacagini gostermektedir.

Yiiksek oranda enzim iiretme potansiyeline sahip olan beyaz ¢iiriikgiil
funguslar, gliniimiizde biyoteknolojide genis kullanim alani bulmustur.

Ancak, lignolitik enzim {iretim orani, ortam kompozisyonu, C/N orani, pH,
sicaklik, havalandirma gibi birgok faktorden etkilendigi bilinmektedir. Bu da farkli
habitatlarda yetisen tiirlerin farkli miktarlarda enzim iiretebilecegi veya bunlardan
farkl1 izoformlarin tespit edilebilecegini diisiindiirmektedir. Bununla birlikte, yapilan
caligmalarda daha ¢ok C. versicolor, F. trogii, P. chrysosporium, P. ostreatus, P.
sajor-caju P. eryngii gibi beyaz ¢iiriik¢iillerin kullanildig1 goriilmektedir.
Biyoteknolojide kullanilabilecek yeni tiirlerin veya suslarin saptanmasinin ve enzim
iiretim potansiyellerinin belirlenmesinin 6nem tasidig ortadadir.

Bu amagla, bolgemizde dogal olarak yetisen beyaz ciirtik¢iil fungus tiirlerinin
saptanmasina ve bunlarimn lignolitik enzimlerinin karakterizasyonuna ¢alisilmistir.

Sonug olarak,

1. Mardin’de yapilan arazi g¢alismasi ile Mardin’e ait ilk makrofungus

ornekleri tespit edilmis ve literatiire kazandirilmastir.

2. Dogal ortamlarindan elde edilmis bazi Basidiomycetes tiirlerinin lignolitik

enzim aktiviteleri incelenmis ve c¢alisilan biitiin tiirlerde Lakkaz, MnP ve
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LiP  aktivitesi gozlenmistir. Ayrica LiP  aktivitesinin  birgok
Basidiomycetes’te gbzlenmeyisi géz 6niine alindiginda, ¢alisilan suslarin
hepsinde gozlenen LiP aktivitesiyle yapilan ¢alisma énemli bulunmustur.
Farkli ekolojik alanlardan elde edilen ayni tiiriin ayni kiiltiir kosullarinda
farkli lignolitik aktivite gosterdigini ve bunun nedeninin tir igi
varyasyonlardan kaynaklanabilecegi diisliniilmiistiir.

Farkli kiiltiir kosullariin orneklerin enzim aktivitesini etkiledigi ve
tiirlerin kiltir kosullarina cevap olarak sekonder metabolizma sonucu
enzim trettiklerini diisinmekteyiz.

Bazi oOrneklerde ortama indiikleyici eklenmesinin enzim aktivitesini
tetikledigi gozlenirken, bazilarinda ise etkilemedigi belirlenmistir.
Ozellikle A. tabescens 2’nin SDB ortaminda gdzlenen LiP aktivitesi, bu
tirtin ucuz maliyetle elde edilebilir kosullarda enzim {iretimi igin
potansiyel olusturdugunu gostermektedir.

Calismada kulanilan A. tabescens 1, A. tabescens 2, C. versicolor 2’de
gozlenen yiiksek Lakkaz, MnP ve LiP aktivitesi, bu enzimlerin liretiminde
gelecek vaad eden 6rnekler olarak degerlendirilebilir.

Calismada kullanilan F. fomentarius 1 ve F. fomentarius 2 6rnekleri MnP
ve LiP aktivitesi goz Oniine alindiginda bu konudaki ¢alismalarda
kullanilabilecegini 6nerebiliriz.

. A. aegerita 2’nin SDB ortamindan elde edilen LiP aktivitesi, bu 6rnegin
daha ucuz ortam kosullarinda LiP iiretimi i¢in biiyiik bir potansiyele sahip

oldugunu gostermektedir.
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9. Lignolitik enzimlerin pamuk sap1 kullanilan ortamlardaki aktivitelerinde
elde edilen yiiksek artiglar, pamuk sapimnin biyoteknolojik uygulamalarda
indiikleyici olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

10. Pamuk sap1 ve peynir alt1 suyunun enzim iiretiminde kullanilabilecegi ve
Biyoteknolojik uygulamalar i¢in ucuz ve kolay elde edilebilir oldugunu
diistinmekteyiz.

2007 sonbahar ve 2008 ilkbahar aylarinda yeterli yagisin olmamasi ile
mantarin dogal olarak yetismesi icin istenilen nemin olusmamasi ve hava
sicakligindaki ani artis, hem mantar tiirlerinin dogadaki yetismesini ve hem de
makrofungus florasindaki tiir ¢esitliligini etkiledigi gézlenmistir. Bunun sonucunda
tiir sayisinin az olmasi yeterli sayida tiiriin degerlendirilememesine neden olmustur.
Mardin’deki tiir potansiyeli bilinmediginden dolayr yeni arazi ¢aligmalarinin
yapilmasi ve tiirlerin degerlendirilmesi gerektigi diisiiniilmektedir.

Lignolitik enzim tiretiminin pek ¢ok faktérden etkilendigi géz oniine alinirsa,
calisilan tiirlerin gercek enzim iiretme potansiyelinin belirlenmesi i¢in farkli atiklarin
ve kiiltiir kosullarinin degerlendirilmesi gerekmektedir. Ayrica calisilan 6rneklerin
enzim Uretiminin ve kiiltiir kosullarimin optimizasyonu biyoteknolojik uygulamalar

i¢in 6nem tagimaktadir.
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