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Trametes versicolor dahil birgok beyaz ¢iirikeil fungus, lakkaz adi verilen
ekstraseliiler bakir igeren fenoloksidaz iiretir. Bu enzim gevresel kirleticiler olarak
bilinen c¢esitli ksenobiyotiklerin yikiminda ve boya, kagit veya tekstil endiistrilerinde
potansiyel uygulamalara sahiptir. Indikleyiciler varhginda birgok beyaz giiriikgiil
fungus ortama yitksek miktarda lakkaz salgilar.

Bu calismada, Funalia trogii ve ITrametes versicolor’ un sivi kiltiirlerinde
lakkaz Uretim yeteneklerini artirmak igin Cu, lignoseliilozik materyal ve peyniralti suyu
denenmistir. Metal icermeyen stok temel ortam veya distile su iireme ortamina ozellikle
0.5-1.0 mM Cu ilavesi lakkaz aktivitesini artirmigtir. Lignoseliilozik materyaller de bu
iki fungusun lakkaz aktivitesini pozitif etkilemigtir.

Lakkaz tiretimi igin fungal peletlerin potansiyel kullanimu da aragtirilmigtir.
Peletler 5 giin boyunca tekrarli kesikli olarak kullamlmugtir. Peletlerin lakkaz tretim
yetenegi 5 giin boyunca ylksek ve kararli kalmistir. Bakir ilavesi biiyik oranda lakkaz
aktivitesini artirmustir. Buna ek olarak hem peletler birgok kez kullamlmug hem de
yiksek lakkaz aktivitesi elde edilmistir. Peyniralti suyu da tekrarli kesikli dretim
isleminde lakkaz Giretim ortam: olarak kullanilmugtir.

Sonuglar lakkaz Uretiminde bu iki beyaz guriik¢iil fungusun potansiyelini
gostermektedir. Bakir gibi ek materyallerin dikkatli secimiyle bu iki fungusun lakkaz
aktivitesini artrmak mimkiindiir. Bu sonuglardan, fungal peletlerin tekrarli kesikli
islemde yiiksek miktarda lakkaz enzimi Gretebilecegi sGylenebilir.

ANAHTAR KELIMELER: Lakkaz, beyaz ciiriik¢iil fungus, Funalia trogii,
Trametes versicolor, bakir, lignoselillozik materyaller
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Many white-rot fungi, including Trametes versicolor, produce extracellular
copper-containing phenoloxidase, called laccase. This enzyme has  potential
applications in the dye, paper or textile industries, as well as for the degradation of
various xenobiotics, which are recognized as environmental pollutants. In the presence
of inducers many white rot fungi excrete large amount of laccase into the medium.

In this study, Cu, lignocellulosic materials and cheese whey have been assayed
for their ability to enhance laccase production in liquid cultures of Funalia trogii and
Trametes versicolor. Addition of, especially, 0.5-1.0 mM of Cu into the metal free stock
and distilled water cultivation medium increased the activity of laccase. The
lignocellulosic materials also positively affected the laccase activity of these two fungi.

The potential use of fungal pellets for laccase enzyme production was also
examined. The pellets were used in a repeated batch mode for 5 d. The laccase
production ability of pellets remained high and stable for 5 d. Cu supplementation
greatly improved laccase activity. Additionally, not only the pellets could be used
several times but also high laccase activity was obtained. Cheese whey was also used as
a laccase production medium in a repeated batch operation.

The results suggest the potentiality of these two white rot fungi in laccase
production. It is also possible to induce the laccase activity of these fungi by carefully
choosing the supplementation material such as Cu. From these results, it can also be
stated that fungal pellets can excrete high amount of laccase enzyme in a repeated batch
mode.

KEYWORDS: Laccase, white rot fungus, Funalia trogii, Trametes versicolor,
copper, lignocellulosic materials
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1.GIRIS

1. 1. Biyoteknoloji

Biyoteknoloji; bilim dallart arasinda en genig ve dallannmg bilim dali olan
Biyolojiden koken almig bir daldir. Biyoteknoloji en basit anlamda biyolojik sistemlerin
(mikroorganizmalar, hayvan, bitki hicreleri ve bilesenleri) mal ve hizmet Uretiminde
kullanilmas1 olarak ifade edilebilecegi gibi ¢esitli sorunlarin ¢6ziilmesi ve yararh
urinlerin Uretilmesi amaciyla organizmalarin ve bilegenlerinin endiistriyel iglemlere
uygulanmas: olarak da tanimlanabilir [1]. Biyoteknoloji, mikrobiyoloji, biyokimya,
molekiler biyoloji, genetik mithendisligi gibi birgok alanla yogun iligkiler iginde olup
bu bilimsel alanlarla kargibkli iligki i¢inde gelismektedir. Biyoteknolojinin pek ¢ok
bilim dahyla yakin iligki igerisinde olmasina ek olarak, bir yanda yeni yaratici
dugiinceler ve buluglarla beslenen teknolojinin itici giicli, ote yanda strekli degigen
hayat sartlartyla yeni triinlere olan gereksinim ve yeni arayiglar igindeki piyasa pek gok
sektore ticari gelisim ve kar olanaklari saglayan biyoteknolojiyi en hizli geligen bilim
dallarindan biri haline getirmigtir.

Biyoteknoloji oldukga genis bir galisma alamm igermektedir. Alkol, antibiyotik,
ag1, organik asit, enzim, vitamin, hormon tretimi, atiklarin aritimu ve degerlendirilmesi,
atiklar besiyeri olarak kullanarak hormon, enzim, aminoasit gibi son derece Onemli
Urtnlerin Uretilmesi, genetik mihendisligi teknikleriyle siiper suglarin elde edilmesi ve
kullamlmasi, koémirtn, atiklarin, petrol ve yan uriinlerinin, pestisitlerin yikilmas,
komuarden biyolojik iglemle kikiirdiin uzaklagtirilmasi, agir metallerin uzaklagtirilmas,
tek hiicre protein tretimi gibi konular biyoteknolojinin galigma alanlari igindedir [1]. Bu
derecede genis caligma alanma sahip biyoteknolojinin gesitli uygulama alanlar vardir.
Fermentasyon biyoteknolojisi, enzim biyoteknolojisi ile gevre ve atik biyoteknolojisi bu

alanlardan birkagidir.

1.1.1. Fermentasyon Biyoteknolojisi

Tarihsel olarak biyoteknolojinin en eski ve en ¢nemli alamdir. Cesitli tiirde
besin ve igeceklerin, biyopolimerlerin, antibiyotik ve énemli bazi ilaglarin, endiistriyel

agidan son derece onemli pekcok kimyasal maddenin iiretimi ile {iretimi optimize etmek



i¢in yeni fermentér dizaym konulart igerisindedir. Fermentasyon biyoteknolojisinde
biyolojik sistem olarak bitki hiicreleri, hayvan hucreleri ve en yaygm olarak da

mikroorganizmalar kullanilmaktadir [1].

1.1.2. Enzim Biyoteknolojisi

Enzimler canli hicreler tarafindan meydana getirilen, biyokimyasal
tepkimelerde katalizor olarak gorev yapan protein yapisinda kompleks molekiillerdir.
Enzimler in vivo (hiicre igi) ve in vitro (hiicre digt) kosullarda cesitli maddelerde
degisimler gergeklestirebilirler. Enzimlerin 6zellikle in vitro sartlarda iy gorebilmeleri
endistride kullanimlarmm miimkin kilmugtir [2]. Bu da enzim biyoteknolojisi olarak
tanumlanabilir.

Enzim biyoteknolojisi iretim, izolasyon, saflagtirma, ¢6zindr halde kullanma,
tutuklama (immobilizasyon) ve enzimleri reaktor sistemlerinde kullanma gibi alanlar
icermektedir. Enzim teknolojisi ayrica tedavi, teshis, besin tretimi, enerji kitlig1 6nleme

ve ¢evrenin geligtirilmesi gibi problemlere ¢oziim tretmektedir.

1. 1. 3. Cevre ve Atik Biyoteknolojisi

Cevre; insan veya bagka bir canlinin yagsami boyunca iligkilerini stirdiirdiigi dig
ortamdir. Hava, su ve toprak bu gevrenin fiziksel unsurlarini, insanlar, hayvanlar,
bitkiler ve mikroorganizmalar ise biyolojik unsurlari tegkil etmektedir. Doganin temel
fiziksel unsurlar olan hava, su ve toprak iizerinde olumsuz etkilerin olugmasi ile ortaya
cikan ve canl dgelerin hayati aktivitelerini olumsuz yonde etkileyen gevre sorunlarina
cevre kirliligi ad1 verilir.

Cevre bilimcilere gore iki ¢esit kirlenme vardir;

A. Birinci Tip Kirlenme: Biyolojik olarak veya kendi kendine zararsiz hale doniigebilen
maddelerin olusturdugu kirliliktir. Hayvanlarin besin artiklari, digkilari, olaleri, bitki
kalintilar1 gibi maddeler birinci tip kirlenmeye neden olur. Kolayca ve kisa zamanda
yok olan maddelerin meydana getirdigi kirlilige gegici kirlilik de denir.

B. Ikinci Tip Kirlenme: Biyolojik olarak veya kendi kendine yok olmayan ya da gok
uzun siirede yok olan maddelerin olugturdugu kirliliktir. Plastik, deterjan, tarim ilaglari,
bocek oldiriiciler (DDT gibi), radyasyon vb. maddeler ikinci tip kirlenmeye neden

olur. Kalic1 kirlenme de denilen ikinci tip kirlenmeye neden olan maddeler, genellikle



once bitki ve hayvanlarin viicutlarina katiir, daha sonra da besin zincirinin son
halkasini olusturan insana gegerek diger canllar gibi insanin yasamim da tehlikeye
sokar [3].

Bu ylizyiin bagindan itibaren birgok sanayi dalinin gelismesi, varolanlarin
etkinliini artirmasi ve suirekli artan gehir niifusu dogal kaynaklarin kirlenmesine neden
olmus ve beraberinde ¢evre sorunlanmin ¢ozimiine yonelik teknolojilerin
gelistirilmesini zorunlu kilmustir. Bu teknolojilerden biri olan g¢evre biyoteknolojisi,
canli organizmalarin ve onlardan elde edilen Urlinlerin, zararh atiklarin artiminda ve
gevre kirliliginin Onlenmesinde kullamimini, atiklardan metal uzaklagtinilmas: veya
kazamlmasim kapsamaktadir. Cevre biyoteknolojisi uygulamalarni ¢ogunlukla, dogal
mikroorganizmalarla (bakteri, mantar vb.) atiklann antimm da kapsar. Modern
biyoteknolojiden yararlamldigi kimi tekniklerde, pargalanmasi zor bazi atiklarla
ugragsmak icin  genetik degisiklife ugramis mikroorganizmalann  kullamm
saglanmaktadir. Geleneksel yontemlerden gok daha verimli olan gevre biyoteknolojisi
sayesinde, yiksek sicakliklarda yakma ve atik sahalari olusturma gibi yontemlere
alternatifler olusturulabilmektedir.

Guniimtizde karst karstya oldugumuz en énemli problemlerden biri de atik
sorunudur. Atik denilince ¢ogu belirli bir zaman ve yerde kullamilamayan, geri
kazanilamayan ve doniisturilemeyen madde ve enerji formu akla gelmektedir [1]. Bu
atiklarin pek ¢ogu ciddi gevre ve saglik problemlerine yol agmaktadir. Bu nedenle atik
biyoteknolojisi ile g¢evre biyoteknolojisi biyoteknolojinin i¢ ige girmis uygulama
alanlandir. Ashnda bugilin atiklani artmak, temizlemek ve yok etmek igin kullanilan
antim sistemleri dogada stirekli olarak gergeklesmektedir. Yasanan esas problem bu
atiklarin miktarinin  dogamin 6ziimleyecedi kapasitenin {izerine g¢ikmus olmasidir. Bu
atiklardan ozellikle ksenobiyotikler (insan yapimu sentetik maddeler) mikrobiyal yikima
karg1 direngli olduklarindan ekosistemde geriye doniilmez bozulmalar olugturmaktadir.
Iste atik biyoteknolojisiyle canlt organizmalarin zararh organik maddelerin (atiklarin)
yikilmasi veya doniistirilmesi saglanir, bu isleme de biyolojik iyilestirme

(biyoremediasyon) denir [1].

1. 2. Biyoteknolojide Yaygin Olarak Kullanilan Mikroorganizmalar

Biyoteknolojinin tiim uygulama alanlarinda kullanilan ana biyolojik sistemler

mikroorganizmalardir.  Bakteriler, funguslar, algler, protozoonlar ve virisler



mikroorganizmalar igerisinde ele alinmaktadir. Virusler tam bir hiicresel yap:
olmamalarina kargin bunlardan biyoteknolojik yontemlerle agt hazirlanmasi, mikrobiyal
pestisit (Baculoviriisler’ den) eldesi gibi uygulamalar virisleri biyoteknolojide 6nemli
kilmaktadir [1]. Fakat biyoteknolojik g¢aligmalarda en yaygmn kullanilan

mikroorganizmalar bakteriler ve funguslardir.
1. 2.1. Bakteriler

Bakteriler mikroorganizmalar iginde en ¢ok farklilagan ve belki de en ¢nemli
mikroorganizmalardir. Cok azi hastalik etkenidir [4]. Hem dogal flora agisindan hem de
cesitli dongiilerin (karbon, azot, kiktirt gibi) tamamlanmasi agisindan yani hayatin
sirmesi i¢in bakteriler mutlaka bulunmasi gereken canhilardir [5]. Biyoteknolojide
bakteriler pek ¢ok alanda yogun bir gekilde kullandmaktadir. Bunun nedeni oldukga
hizli bir gekilde Gremeleri, ¢ok g¢esitli metabolik Griinler meydana getirmeleri, birgok
canlinin maruz kaldiginda zarar gordigi ya da oldogu gesitli kimyasal maddelere
adapte olarak bu kimyasal maddeleri yararli maddelere ya da en azindan daha az zararh
formlara doniigtiirebilmeleri, genetik mihendisligi teknikleri ile yeni oOzellikler
kazandirilabilmeleri ~ ve  bu  Ozellikleri  sayesinde  heterolog  proteinler
sentezleyebilmeleridir. Genetik mihendislik teknikleri ile bazi genlerinin bitkilere
aktarilmasiyla hagere ve hastaliklara, herbisitlere direngli transgenik bitki meydana
getirmede kullamlmalart ve enzimlerinin veya direkt kendisinin tekrar tekrar
kullanilmasi onemli 6zellikleridir. Yine pekgok endiistriyel veya tibbi 6nemi olan enzim

uretiminde bakterilerden yararlanilmaktadir [1].

1.2.2. Funguslar

Okaryotik kemoheterotrofik organizmalar olan funguslar klorofil igermezler.
Cok azi insan patojeni olan funguslar igerisine kiifler, mayalar ve sapkali funguslar
dahil edilir. Cok farkli habitatlar1 olan funguslarin pek ¢ogu karasal olup toprakta ve 6l
bitkiler tizerinde yasarlar. Bazilann tatli sularda az bir kismu ise denizlerde bulunur.
Funguslar da tipkt bakteriler gibi biyoteknolojide olduk¢a yogun bir gekilde
kullanilmaktadir [6].



Funguslarin Biyoteknolojide Kullanim Alanlar:
a- Alkol tretimi [7]
b- Antibiyotik tretimi [7, 8, 9]
c- Tek hiicre proteini olarak kullanilma [10, 11, 12]
d- Ekmek yapimi [13]
e- Igecek tiretimi [13]
- Ozel peynir yapiminda [13, 14]
g- Organik asit tiretimi [7]
h- Enzim tretimi [15]

i- Mikrobiyal pestisit olarak kullanimi [1]

1. 3. Ciiriik¢iil Funguslar

Bazi funguslar seliloz, hemiseliiloz ve lignin gibi 6zel bilesikleri sindiren
enzimler salgilar ve odunda ¢iirimeye neden olurlar. Bu yikimla olusan riinler daha
sonra besin olarak kullandir. Odun baglica % 40-50 seliloz, % 25-40 hemiseliiloz,
% 20-35 ligninden olusur.

Odun ¢iiriten funguslar kullamlan bilegeni ve g¢iiriiyen odunun karakterlerini
temel alan 3 gruba ayrilir. Bunlar;
a-Kahverengi Cuiriik¢til Funguslar
b-Yumusak Ciiritkgtil Funguslar
c-Beyaz Ciirtik¢iil Funguslar [16, 17, 18]

1.3.1 Kahverengi Ciiriik¢iil Funguslar

Kahverengi ¢iiriikkgiil funguslar odunun selilloz ve hemiseliloz bilesenini
tamamen pargalarken lignin bilesenini kismen pargalar ve bunun sonunda odunda
kahverengi renkte bir kalint: olusur [16].
1.3.2. Yumusak Ciiriik¢iil Funguslar

Yumugak gurikeiil funguslar odunun selilloz ve hemiselilloz bilegenini tamamen

pargalarken lignin bilegenini tamamen olmasa da kahverengi ¢uriik¢l funguslara gore

daha ileri basamaklara kadar yikabilirler. Yumusak giiriikgiil funguslar 6zellikle ytksek



nem sartlarnda odunda giirimeye neden olup bu gruptan bir fungus tarafindan

etkilenen odun; 1slak, siinger gibi yumusak ve gukurlu gérinar [19].

1.3.3. Beyaz Ciiriikgiil Funguslar

Beyaz ¢iliriikgtil funguslar Basidiomycetes sinifina dahil olup, odunun butiin
bilesenlerini (seliiloz, hemiseltiloz ve lignin) pargalayarak, parcalanma sonunda odunda
beyaz renkli bir kalmt: olusumuna neden olurlar [20].

Beyaz ¢lritkgtl funguslar genellikle agaglarda yagar ve esas enerji kaynagi
olarak da bir polisakkarit olan selillozu kullanir. Ancak seliloz agacin i¢ kisimlarinda
bulunurken dis kistmlarda seliloz ve hemiseliilozla birlikte bitki hiicrelerine sertlik ve
dayamikhbk kazandiran lignin bulunmaktadir. Dolayisiyla fungusun  seliloza
ulagabilmesi igin lignin katmamimi gegmesi gerekir. Bu nedenle fungus seliiloza
ulasabilmek i¢in fenolik yapida olan lignin tabakasint yikima ugratir (CO, ve H,O’ ya)
[21, 22] ve seliiloza ulagir,

Lignin yikim yeteneklerinden dolay: lignolitik funguslar olarak da adlandirilan
beyaz ¢iiriikgiil funguslar bu yikimi sekonder metabolizmalar1 esnasinda meydana gelen
fenoloksidazlar (lakkaz ve peroksidaz), Mn-peroksidaz, ligninaz (lignin peroksidaz),
gibi ekstraseliiler (hiicre dis1) enzimler sayesinde gergeklestirirler [23]. Bu enzimlerden
biri, iki tanesi veya hepsi bir fungusta bulunabilir [21]. Ornegin beyaz giirikeil
funguslardan  Phanerochaete chrysosporium ligninaz, Mn-peroksidaz vb. enzimleri
tiretirken lakkaz enzimini iiretemez. Bununla birlikte smirh sayida galigmada bu
fungusun lakkaz trettigi rapor edilmistir [24]. Buna gore beyaz giiriikgiil funguslar
fenolik yapidaki lignini yikabiliyorsa diger fenolik yapidaki maddeleri de yikabilir,
yapilan ¢ahsmalar da bu digiinceyi destekler niteliktedir. Bu durum beyaz c¢lriikgiil
funguslarin  biyoteknolojinin pek ¢ok alaninda yogun olarak kullammim miimkiin
kilmustir. Phanerochaete chrysosporium, Funalia trogii, Coriolus versicolor (Polyporus
versicolor), Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostreatus ve Pleurotus eryngii
biyoteknolojide siklikla kullanilan beyaz giiriik¢iil funguslardr.

Beyaz gliriikgiil funguslarin biyoteknolojide kullanim alanlan arasinda;

a- Bitkisel kiitleden (saman, odun gibi) lignin gideriminde kullanims [21]
b- Kagit hamurundan lignin gideriminde kullantmu [25, 26, 27]
c- Cesitli atiklarin ve ksenobiyotiklerin (pestisit vb.) biyolojik iyilestirilmesinde

(biyoremediasyon) kullanimi [28, 29]



d- Poliaromatik hidrokarbonlann yikiminda kullanimu [30, 31]

e- Tekstil fabrikasi [32, 33], alkol fabrikasi [34] ve zeytinyag1 fabrikasi
atiksulaninin antiminda  kullanim [34, 35]

f- Boyar maddelerin yrtkiminda kullanimu [36, 37]

g- Agir metallerin biyolojik adsorpsiyonunda kullanimu [38, 39]

h- Koémiirtin sivilagtirlmasinda kullanim [40, 41]

i- Tek hiicre proteini olarak kullanimi [42]

j- Enzim Uretiminde kullanim [23, 34, 43]

k-Peyniralt: suyunun degerlendirilmesinde kullanimi [44] sayilabilir.

1.4. Beyaz Ciiriikg¢iil funguslarin Lignolitik Enzimleri

Beyaz cuiniikgtil funguslann 6zellikle ¢evre ve atik biyoteknolojisinde yogun olarak
kullammina yol agan 3 gesit lignin yikici (lignolitik) enzimi bulunmaktadir [45, 46].

1.4.1. Lignin-peroksidaz (Ligninaz) (LiP E.C.1.11.1.14)

Lignine benzer yapidaki bilegikleri yikan lignin-peroksidazlar birgok beyaz
curiikgtil fungustan karakterize edilmis olup ilk olarak 1983 yilinda Phanerochaete
chrysosporium’ da saptanmustir [47, 48]. Lignin-peroksidazlar siurh karbon ve azot
ortaminda geligen funguslarin sekonder metabolizmalan sonucu uretilen ekstraseliiler
(htcre dig1) enzimlerdir [49]. Lignin-peroksidaz tiretmesi igin yapilan P. chrysosporium
kiltiirasyonu; yiksek oranda enzim Uretimi igin calkalama oranmn digik devirde
oksijen basincimn ise yiiksek oranda tutulmasi gerektigini gostermistir. Her ne kadar
oksijenlenmis kiiltirlerde misel gelisimi hizhh olsa da lignin-peroksidaz itiretimi %100
oksijen diizeyinde uyarildigt rapor edilmigtir. [49). Phanerochaete chrysosporium
kiltiirlerinde sekonder bir metabolit olarak iretilen veratril alkoliin lignolitik enzimlerin
indiiksiyonuna kangtigt disinilmektedir. Buna gore kiltirlerde, bu enzimlerin
retimini uyarmak amaciyla veratril alkol, enzimin bir substrati olarak kullamlabilir
[50]. Lignin-peroksidaz, lignine benzer yapidaki bilegiklerin propil yan zincirlerinin
C-C baglarini oksidatif olarak pargalar ve tek elektron oksidasyonuyla substratini okside
eder. Bu enzim diger peroksidazlara gore diigiik sayilabilecek bir pH olan pH 2.5’ da
calisabilmektedir.



40 kDa - 47 kDa molekiler agirhginda pek ¢ok lignin-peroksidaz izomeri olup
cesitli tekniklerle 15 kadar izomer aynstinlmustir [51]. Izomerler arasindaki farklar
aminoasit sayist veya kompozisyonundaki degisikliklerden ¢ok protein kisminin
glikozilasyon seviyesindedir.

Giinimiizde lignin-peroksidaz Trametes versicolor ve Phlebia radiata gibi
beyaz ¢urtik¢ul funguslardan da izole edilmektedir [52, 53].

Esit oranda iriin elde etmek igin kiltir sartlarinda kiigiik modifikasyonlar
gerektirmesine ragmen bu funguslardaki proteinler temelde Phanerochaete

chrysosporium’ daki proteinler ile ayni karakteristiktedirler.
1.4.2. Mn-bagimh peroksidaz (MnP E.C.1.11.1.13)

Kofaktor olarak mangana ihtiyag duyan Mangan-bagimli peroksidaz ilk kez
P. chrysosporium’ da tespit edilmistir [54, 55]. Bu enzim odunda ve toprakta bulunan
Mn’” yi yiksek oranda reaktif olan Mn**’ e oksitler. Mn*" ise diigiik molekiiler agirhkl
aracllar  (mediatorler) gibi  davranip fenolik lignin  yapilarna  saldinir.
Mn-bagimh  peroksidaz; ligninaz ve lakkaz ile birlikte ligninin biyolojik
pargalanmasindan sorumludur. Mn-bagimli peroksidaz’in oksidasyon potansiyeli lignin-
peroksidazlardan daha dagiiktir. Lignin’ in ve diger fenollerin Mn-bagimli peroksidaz
tarafindan oksidasyonu ortamdaki serbest mangan iyonlarina baghidir. Mn (II),
Mn-bagimh peroksidaz ya da lignin-peroksidaz i¢in gerekli bir bilesen degildir ancak bu
enzimlerin {retiminin diizenlenmesinde 6nemli bir etkiye sahiptir. Ornegin gelisme
ortaminda  Mn (II)’ nin disiik dizeyde bulunmasi hem lignin-peroksidaz’ m hem de
Mn-bagimli peroksidaz’ 1 (retimine izin verirken, Mn (II)’ nin yiiksek
konsantrasyonlar1 Mn-peroksidaz uretimini artiirken, lignin-peroksidaz tiretimini
baskilar. Gelisme ortaminda Mn (II)’ nin olmamasi Mn-bagimli peroksidaz’ in tiretimini
baskilarken, lignin-peroksidaz  iretimini transkripsiyonel seviyede diizenledigi
bildirilmektedir [56]. Beyaz ¢urikeil funguslarn timié Mn-bagimh peroksidaz’ 1
{iretemez.

Eger bir fungus lignini basarili bir gekilde yikima ugratacaksa hem fenolik hem
de fenolik olmayan lignin bilesenlerine atak etme kapasitesine sahip olmalidir. Bazi
kaynaklara gore; fenolik olmayan lignin bilegenlerinin yikiminda beyaz guriikgul
funguslar tarafindan tretilen esas enzimler lignin-peroksidazlar iken, fenolik lignin

bilesenlerinin oksidasyonunda farkl: tiirlerde ya lakkaz ya da Mn-peroksidaz gorev alir.



Ornegin 7. versicolor lignin-peroksidaz ve lakkaz salgilarken P. chrysosporium

lignin-peroksidaz ve Mn-bagimli peroksidaz salgilar [49].

1.4.3. Lakkaz (Lac E.C. 1.10.3.2)

Lakkazlar yapisinda bulunan bakir atomlarindan dolay: ¢ok bakirl enzimler [57]
olarak ifade edildigi gibi, yapilarinda metal bulundurduklan i¢in metaloenzimler olarak
da ifade edilmektedirler.

Lakkaz ilk olarak 1883 yilinda Yoshida tarafindan Rhus vermicifera’ nin
ozsuyundan elde edilmig [58] ve 1985 yilinda da Bertrand tarafindan metal igeren bir
oksidaz olarak karakterize edilmistir. Bu nedenle lakkaz bilinen en eski enzimlerden
biridir [59].

Lakkazlar, bakteriler [60, 61], bocekler [62, 63, 64], yiiksek yapili bitkiler [65]
ve funguslar [66, 67, 68] olmak lizere temelde 4 canli grubunda bulunan mavi bakir
oksidazlaridir.

Cesitli kaynaklarda bocek ve bakterilerde de lakkaz enzimlerinin varligindan sz
edilse de biyoteknolojide, yiksek yapih bitkilerde ve 6zellikle de funguslarda bulunan
lakkazlar 6n plana ¢ikmaktadir.

Genellikle 4 bakir atomu igeren lakkaz enzimi diger canhlara gore funguslarda
daha yaygin olarak bulunmaktadir. Bir ¢ok lakkaz geni klonlanarak elde edilen
sekanslar uygun gen kiitiphanelerinde depolanmugtir [59]. Lakkaz Greten hemen her
fungus en az birkag gesit lakkaz tiretmektedir. Ornegin Rhizoctonia solani [69] ve
Fusarium proliferatum’ da 4 [70], Botrytis cinerea’ da [71-74] ise en az 3 farkli lakkaz
saptanmugtir. Bunlar genellikle molekiiler agirliklariyla birbirlerinden aynlirlar. Her
gegen giin yeni tekniklerin gelistirilmesiyle yeni lakkaz tiirleri kegfedilmekte ve
bunlarin da molekiiler agirlik, optimum pH, substrat 6zgilligii vb. agidan birbirlerinden
farkli olabildigi saptanmaktadir [75, 76, 77]. Bu gesitliligin izolasyon ve saflagtirma
islemlerinin bir sonucu olup olmadig: ise heniiz tam olarak bilinmemektedir [59].

Lakkaz enzimi funguslar igerisinde en fazla beyaz g¢uriikgiil funguslarda bulunur.
Beyaz ¢iriik¢il funguslardan elde edilen lakkazlarin ¢ogu 55-85 kDa molekdiler
agirh@indadir [78]. Cesitli lakkazlarin saldirabildigi substrat dizisi oldukga genig olup
fenolikler (krezol gibi monofenoller; orto, meta, para difenoller; polifenoller), aromatik
aminler bu substratlarin baginda gelir. Lakkazlar ard arda 4 kez, 1 elektron

oksidasyonunu katalizler sonra bu elektronlar molekiiler oksijene transfer ederek suya



indirger [68, 79]. Lakkazlar bu yolla lignindeki fenolik {initeleri fenoksi radikallerine
oksitlerken belli yardimci substratlanin (mediatérlerin=aracilarin) varliginda fenolik
olmayan lignin alt birimlerini de oksitleyebilir [57]. Bu substrat ABTS gibi yapay bir
substrat [57] olabilecegi gibi lakkaz tireten ancak Mn-peroksidaz veya lignin-peroksidaz
lretemeyen Pycnoporus cinabarinus beyaz giirikeil fungusunun fenolik olmayan lignin
alt birimlerinin oksidasyonu i¢in salgiladig1 3-hidroksi antranilat gibi dogal bir aract da
olabilir [79].

1.5. Lakkaz Enziminin Biyoteknolojide Kullanimi

Lakkaz enziminin olduk¢a fazla substratimn olmasi ve dolayisiyla pek ¢ok
reaksiyonu katalizleyebilmesi biyoteknolojide pek ¢ok alanda kullamlmasim
saglamigtir. Lakkaz enziminin biyoteknolojide kullanim alanlart,

2) Odunsu dokulardan lignin giderimi [46, 80]

b) Etanol tiretimi [81]

¢) llag analizi [82]

d) Besin endiistrisi [83, 84]

e) Biyolojik iyilestirme (Biyoremediasyon) [85]

f) Atik su aritimu [86, 87, 88]

g) Giyim sanayisinde kullamlan kot kumaginin beyazlatilmas: [33, 89] seklinde ifade
edilebilir.

Odunsu dokulardan lignin giderimi (uzaklagtiriimasr) 6zellikle kagit hamuru ve
kagit endustrilerindeki 6neminden dolayr oldukga ilgi ¢ceken bir iglemdir. Kagit hamuru
hazirlamada kullamlacak odun liflerinden ligninin gideriminde 3 oksidatif enzim rol
alir. Bu enzimler, lakkaz (polifenol oksidaz), Mn-peroksidaz (MnP) ve
lignin-peroksidazdir. Kagidin renginin agartilmasinda bu enzimlerin yararli oldugu
saptanmistir. Bu konuda sunulan ¢ofu rapor fungal kiiltiirlerce uretilen enzim
kanigimmnin  uygulanmasmin  her bir enzimin agartmadaki bireysel gorevinin
saptanmasinu zorlagtirdigint bildirmektedir [90].

T. versicolor ile kagt hamurunun agartilmasinin enzimolojisi incelendiginde
agartma esnasinda birkag tipte lakkazin ve Mn-peroksidazlarin  tretildigi
lignin-peroksidazin ise tretilmedigi tespit edilmistir. Fungus ile ya da oksidatif
enzimlerle agartmada metoksil gruplannin demetilasyonu, agartma ¢ozeltisinde metanol

olusumuyla sonuglanir. Buna gére lignin gideriminin indikatori olan metanol olusumu
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izlenerek lignin uzaklagtirma oram tespit edilebilir. 7. versicolor’ dan elde edilen lakkaz
pH 3.5-6.5 arasinda ve 60 °C’ ye kadar aktivitesini siirdiirebilir. Bu sartlar altinda
enzimin Kararliigim1 koruyabilmesi  agartma esnasinda enzimin kagit hamuruna
baglanmasiyla agiklanmaktadir. Kagit hamuru igine oksijenin girmesi, hamurun
calkalanmasiyla saglamrken hamur miktarinin fazla olmasi durumunda hamur i¢ine saf
oksijen wverilir. Reaksiyon ortamina ABTS ilavesi ile lignin gideriminin arttid1
saptanmigtir. Clnkii ABTS odun lif duvarlaninda bulunan artik lignin arasinda bir
elektron tastyict olarak rol alip oksitlenmeyi artirmakta dolayisiyla lignin giderimini de
artirmaktadir [91].

Enzimin kullamm alanlarindan biri de yenilenebilir ham materyallerden yakit
etanol {retimidir. Uretimi artirma galigmalarinda lignoseliiloz hidrolizatlarinda bulunan
fenolik inhibitorlere karsi S. cerevisiage’ nin direncini artirmak amaciyla
T. versicolor’ un lakkaz sentezinden sorumlu genleri S. cerevisiae’' ye aktanimigtir
[81]. Bunun sonucunda §. cerevisiae irettigi lakkazlarla fermentasyon inhibitérleri olan
fenolik maddeleri yikmig ve ortamda azalan fenolik madde miktanna bagl olarak etanol
Uretimi de artmgtir [59].

Lakkaz ile yapilan diger bir ¢aligma ila¢ saptama sisteminin igine enjekte edilen
ilag émeklefinde kodeinden morfini ayirmak igin lakkaz tabanh yeni bir enzimatik
metot kullammidir [82]. Buna gore bir Clark oksijen elektrotuna tutuklanmig glikoz
dehidrojenaz ve lakkaza dayali bir enzim sens6érii yapilms olup, morfin oksijen
tiuketimiyle lakkaz tarafindan okside edilir ve glukoz dehidrojenaz tarafindan da eski
haline getirilir. Lakkaz kodeini oksitleyemedigi igin sensér morfin igin segicidir. Morfin
32 nM ve 10 uM arasinda saptanabilmektedir. Hizli ve teknik olarak basit olan metot,
20 dakikada bir miktar 6lgtimii igin belli bir oranda numunenin enjeksiyonundan sonra
1 dakikadan daha kisa bir siirede morfin ile kodein arasindaki ayirinu saglar [59].

Besin endustrisinde lakkaz enzimi, sira ve saraptan fenol giderimi ve biyosensor
tiretimi gibi alanlarda kullamimaktadir [84].

Sira ve garap; etanol, organik asitler, tuzlar ve fenolik bilesikler gibi birgok farkh
kimyasal bilesigin kompleks kangimlaridir. Renk ve tat sarapta farkli tiirlerde bulunan
belli fenolik bilesiklere baghdir. Fenolik bilesiklerin pek g¢ok grubu sarapta bulunur.
Sinnamik asit turevleri ve Katesinler tiim saraplarda farkli miktarda bulunurlar. Kirmizt
ve pembe sarap antosiyanin varliiyla karakterize edilir [92].

Sarapta bulunan tiim fenolikler sarabin yillanmasi esnasinda gesitli degigimlere

ugrarlar ve gesitli kimyasal reaksiyonlarla birlikte bazi problemler ortaya cikabilir [83,
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93]. Bu sebeple sarabi ve gsiray1 fenol bagimli renksizlesme ve/veya tatsizlagmadan
korumak igin farkh metotlar gelistirilmigtir. Bunlardan biri lakkaz ile polifenol
oksidasyonunu saglamaktir [94].

Lakkaz enzimi g¢esitli alanlarda biyosensor olarak da kullamlmaktadir.
Biyosensor; fizyolojik veya biyokimyasal bir degisim hakkinda bilgileri saptayan,
nakleden ve kaydeden bir cihazdir. Teknik olarak biyosensor, biyolojik bir kisimla
elektronik bir iletim sisteminin birbirini tamamladigi, biyokimyasal bir sinyali miktar
olulebilir bir elektriksel yamta dontigtiren bir probdur [84]. Bir biyosensorin
fonksiyonu biyolojik olarak aktif materyalin biyokimyasal o6zgulligiine baghdir.
Aromatik amin [95] ve fenolik bilesik [96, 97] saptanmasi amaciyla lakkaz igeren pek
¢ok biyosensor geligtirilmistir.

Funguslardan elde edilen enzimler cevresel kirleticilerin bilyitk bir ¢esidinin
yikimini sagladiklart igin oldukga yararli enzimlerdir. Kirleticilerin yikimindan sorumlu
enzimlerin ¢ogu ekstraseliller olup odunun yikiminda da rol alir [59]. Yapilan bir
calismada 2,4,6-triklorofenollerin  izomerlerinin  toksisitesi Panus  tigrinus ve
Coriolus versicolor beyaz ciriikk¢iill funguslanmin  sivi  kiltiirlerinde  galigilmus,
triklorofenoliin ~ 2,6-dikloro-1,4-hidrokinole = ve  2,6-dikloro-1,4  benzokinona
doniigiimiinden hem saf fungal kiiltiirlerin hem de saflagtiriloug lignolitik enzimlerin
(Mn-peroksidazlar ve lakkazlar) sorumlu oldugu tespit edilmistir [98]. Ancak
P. tigrinus kiltiirlerinde bulunan 2,4 6-triklorofenollere ilk atak Mn-peroksidaz
tarafindan olurken C. versicolor kiiltiirlerinde bulunan 2,4,6-triklorofenollere ilk atak
lakkaz tarafindan gerceklesmistir. Buradan yola ¢ikarak her iki fungus tarafindan da
iiretilen ayn: enzimlerin regiilasyonunun farkli oldugu diistintilebilir [59].

Trametes hirsuta beyaz giriikgil fungusundan elde edilen lakkaz ile alkenleri
okside etmek mimkiindir [99]. Oksidasyon iki basamakli bir islemde
gerceklesmektedir. Ilk basamak reaksiyona bir aract madde eklenmesiyle primer (ilk)
substratin oksidasyonunun katalizlenmesi ve daha sonra oksitlenmig araci sekonder
maddenin sekonder substrat olan alkeni uygun keton veya aldehite oksitlemesidir. En
iyi sonuglar araci madde olarak hidroksibenzotriazol kullanilarak elde edilmis olup bu
islemin sonunda aromatik alil alkoller 20 °C’ de 2 saat iginde tamamen oksitlenmistir.
Alifatik alil alkoller ise 45 °C 20 dakikada %70’ e kadar oksitlenmistir.

Flavodon flavus diisik azot ortaminda Azure B, Brilliant yesil, Kongo kirmuzis,
Kristal viyole ve Remazol Brilliant mavi R gibi birgok sentetik boyanin rengini

gidermektedir [100]. 7. versicolor kiiltirlerinin Poli R-478 polimerik boyasinin yaklagik
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%90 oraminda rengini giderdigi gosterilmigtir. Bu g¢aligmalar, lakkaz enziminin gevre
kirliligine neden olan pekgok boya ve renkli atiksularin renginin gideriminde alternatif
bir yontem olarak kullanilabilecegini gostermektedir.

T. versicolor lakkazlan yine gevre kirliligine neden olan linyitten (kahverengi
komiir) koken alan hiimik asitlerin rengini gidermek amaciyla da kullamlmaktadir
[101]. Iki azo boyanmn (Orange G ve amaranth) kismi renk giderimi ile iki trifenil metan
boyasinin (bromofenol mavi ve malagit yesili) tam olarak renginin giderimi tek
fenoloksidaz olarak lakkaz treten Pycnoporus sanguineus kultiirleri tarafindan
basanlmigtir [102]. Enzim uretimi boyanin renginin giderimi ile iligkili olup, boyanin
misellere tutunmas: nedeniyle yalnizca %3 civaninda boya uzaklagtinlmugtir.
Trametes hirsuta ve bu fungustan saflagtirilan bir lakkaz ile 23 endistriyel boya [103]
ve boyama tekstillerinde kullanilan triarilmetan, azo ve antrakinonik boyalarin yikimu
saglanmugtir [104].

Bazi ¢alismalarda kullanilan fungusun veya lakkaz enziminin gesitli maddeler
tizerine tutuklanmasiyla enzimin kararliiginin ve kullamim siiresinin artirilabilecedi de
saptanmugtir. Ornegin bir ¢aligmada, aliiminyum iizerine 7. Airsuta’ mn tutuklanmasi ile
enzimin termal kararlilig: artrmg ve halitler, bakir selatérleri ve boyama katki maddeleri
gibi inhibitorlere karst da tolerans saglanmugtir. Buna ek olarak tutuklanmug lakkazin
boyalara uygulanmasi ile toksisitenin %80’ e kadar azaldigi P. putide’ mn oksijen
tiiketme oranina bagli olarak saptanmugtir. Aymi ¢aligmada tutuklanmis lakkaz ile rengi
giderilen tekstil atik sulannm yeniden boyama igin kullamlabilecegi de saptanmugtir
[59].

Lakkaz enzimi toksik g¢evre kirleticileri olan herbisitleri [29] yapisal degisiklige
ugratarak inaktif analoglarma doéniistiirebilmekte, boéylece herbisitlerin hem toksikligi
giderilmekte hem de bu toksisiteden pek ¢ok canlinin etkilenmesi dnlenebilmektedir.
Reaksiyon ortamina lakkaz aract maddesi olan ABTS eklenmesiyle biyolojik yikim
daha da fazla gergeklegebilmektedir.

Ulkemizde zeytinya@ fabrikalar;, kagit fabrikalan gibi pek g¢ok ticari igletme
atik sularii herhangi bir antima tabi tutmadan direkt olarak dogaya bosaltmakta, bu
atik sular da gerek alici gevrede gerekse o gevrede bulunan gesitli canlilar iizerinde
olumsuz etkilere neden olmaktadir. Bazi igletmeler ise kimyasal yollarla atik sularint
artmaktadir. Ancak artmada kullanilan kimyasallarin kendileri de birer kirleticidir. Bu
nedenle atik su antilmasinda kullanilabilecek en akillica yontem biyolojik artim olup

lakkaz enzimi bu alanda da kullanilabilmektedir. Zeytinyag: fabrikasi atik sulari ve
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kagit fabrikast atik sularinda (silfit atik suyu) bulunan toksik fenolik bilesikler lakkaz
enzimlerinin uygulanmasiyla daha az toksik hale getirilebilir. Ayrica bu atik sular
lakkaz enziminin baglica kaynaklari olan beyaz giiriik¢iil funguslarin geligimi amaciyla
besiyeri olarak da kullanilabilmektedir [34, 87].

Cevre kirliligi agisindan en biiyiik problemlerden biri de boya fabrikas: atik
sulanidir. Bu fabrikalar atik sularim genellikle sucul ortamlara bosaltirlar. Boya igerikli
atik sularin toksik olmasimn yam sira renklenmeye sebep olmasi giines iginlarinin sulara
girigini engellemektedir. Giines 1ginlarinin engellenmesiyle sularda yasayan fotosentetik
canlilar fotosentez yapamaz ve sulardaki oksijen seviyesi hizla digerek sucul canhlarin
ve sucul canlilarla beslenen canlilarin toplu Slimlerine neden olur. Bu nedenle renk
giderimi ve genellikle de toksisiteyi azaltan lakkaz enzimleri bu atik sularin aritiminda
yogun olarak kullanilabilir.

Indigo, tekstil endiistrisinde yaygin olarak kullaniimakta olup gevre kirliligine
neden olan biyolojik yikima direngli bir maddedir [33]. Bu boya tekstil endistrisinde
ozellikle kot kumaglarimn boyanmasinda kullanilmakta olup, bazi kotlarm belirli
bolgelerinde boyanin renginin agilmast [89, 105] i¢in taglama yapilmaktadir. Her ne
kadar taglamanin amaci kotun belirli bolgelerinde indigo boyanin renginin agilmasi olsa
da taglama esnasinda siirtinmeden dolayr kumagta zedelenmeler gergeklesmekte ve
kotun kullamm siiresi azalmaktadir. Indigo boyanmn lakkaz enzimiyle kotun belirli
bolgelerinde enzimatik olarak kismi yikimiyla kumagta siirtinmeden dolayr meydana

gelen dejenerasyon ortadan kaldirilmug olacaktir.
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2. KAYNAK OZETLERI

2.1. Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Lakkaz Uretim Yeteneginin Artirilmasina

Yonelik Calismalar

Lakkaz enzimi beyaz gurikeiil funguslar tarafindan ekstraseliiler olarak uretilen
¢ok bakirli bir enzimdir. Lakkaz esas olarak Mangan bagimh peroksidaz ve lignin
peroksidaz enzimleriyle birlikte lignin yikiminda gorev almaktadir. Enzimin substrat
ozgulluginin genis olmast ve fenolik yapidaki birgok bilegigi direkt, fenolik olmayan
yapidaki pekgok bilesigi ise c¢esitli aract maddeler vasitasiyla yikabilmesi lakkaz
enziminin pekgok alanda kullanilabilmesine olanak saglamistir.

Bu nedenle pekgok aragtirict hem gesitli funguslarda lakkaz enziminin varligint
tespit etmeye hem de Uretilen lakkazin miktarimi maksimum seviyelere ¢ikarmaya

calismaktadir.
2.1.1. Cesitli Agirmetallerin Lakkaz Uretimi Uzerine Etkisi

Yapillan bazi ¢aligmalarda lakkaz enziminin yapisinda bakir atomlarinin
bulunmasindan yola ¢ikarak enzim Uretimini artirmak amaciyla gelisim ortamina gegitli
oranlarda CuSQ04.5H,0 ilave edilmis ve aktivitedeki degisim incelenmistir.

Palmieri ve arkadaglari tarafindan yapilan caliymada Pleurotus ostreatus’ un
ureme ortamma 150 pM konsantrasyonda CuS04.5H,;0 ilave edilmig ve buna bagl
olarak enzim aktivitesinin arttigt gozlenmigtir (30 U/ml). Bu sartlar altinda geligimin
6. guninden sonra CuSO45H,0 ilave edilmemis temel ortama kiyasla lakkaz
aktivitesinde 50 katlik bir artig gergeklesmigtir [106].

Pleurotus ostreatus ile yapilan diger bir ¢aligmada, fungusun firetildifi azotca
siirh stvi ortama geligimin 12. giniinde 0.2, 0.5, 1 ve 5 mM CuSQ04.5H,0 ilave
edilmigtir. 0.2 mM konsantrasyonda onemli bir aktivite artigt gozlenmezken kontrol ile
kiyaslandiginda en yiiksek aktivite artigg 1 mM CuSO4.5H;0 ortaminda olup, aktivite
8 kat artmugtir. 0.5 mM bakir konsantrasyonunda aktivite 4.7, 5 mM bakir
koﬁsantrasyonunda ise 3.7 kat artmugtir. CuSQ4.5H0 tretimin ilk giinlerinde ilave
edildiginde ise lakkaz aktivitesinde hemen artiy g6zlenmemis, aktivite kiltirlerin

gelisiminin yavagladigi 9. giinden itibaren artmaya baglamigtir [107].
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Levin ve arkadagslar yaptiklar ¢alismada Trametes trogii’ nin geligim ortamina
cesith konsantrasyonlarda bakir ilave etmig ve buna bagli olarak hem Mn-peroksidaz
aktivitesinin hem de lakkaz aktivitesinin arttifiu gozlemistir. En yiksek lakkaz
aktivitesi ise kullamlan en yiiksek konsantrasyon olan 1.6 mM Cu ile elde edilmigtir
[29].

Dittmer ve arkadaglan bakirin Phanerochaete chrysosporium beyaz giiriikgiil
fungusunda lretilen lakkaz izoenzimleri i¢in giiglii bir indiikleyici etkisi oldugunu rapor
etmigtir [108].

Baldrian ve Gabriel tarafindan yapilan bir ¢aligmada, bugday sap: iizerinde
gelismekte olan P. ostreatus kiiltiirlerinden kolonizasyonun erken basamagi olan 8.,
kolonizasyonun tamamlandigi basamak olan 22. ve bitkisel substrat yikimimin en hizli
basamag: olan 28. giinlerde kiltiir sivist alinmig, bu ekstraktlara 0,01-50 mM bakir ilave
edilmis ve 18 saatlik inkiibasyondan sonra ekstraktlardaki lakkaz aktivitesi ¢lgilmiigtiir.
Sekiz giinliik kiiltirden sadece 0.5-10 mM arasinda bakir eklenmis olan ekstraktlarda
lakkaz aktivitesi yiikselmistir. Maksimum aktivite kontrolden %40 daha fazla olan
10 mM bakir bulunan ekstraktta gerceklesmistir. 22 giinlik ve 28 giinliik kiiltir
ekstraktlarinda ise en yiiksek lakkaz aktivitesi 1 mM bakir igerenlerde gergeklesmis
olup aktivite kontrole gore sirasiyla 3.2 ve 6.9 kat artmugtir [107].

Yapilan pekgok galigma bakir ilavesinin pekg¢ok farkli tiirde fungus tarafindan
tretilen lakkaz Uzerine pozitif etkisini rapor etmektedir. Bunlara 6rnek olarak Ceriopsis
subvermispora [109, 110], T. versicolor [111], Marasmius quercophilus [112],
P.ostreatus [106], P. chrysosporium [108], T. pubescens, T. multicolor, T. hirsuta,
T. gibbosa, T. suaveolens, G. applanatum, Polyporus ciliatus, Panus tigrinus [113],
P. sajor-caju [114] ve T. trogii [29] beyaz ¢iiriik¢iil funguslarinin lakkazlar1 verilebilir.
Enzimin transkripsiyon diizeyinde diizenlendigini [106, 111, 114] ve T. versicolor’ da
bakir igermeyen ortamdaki kiltirlere, bakir ilavesinden sonra 15 dakika igerisinde
transkripsiyon diizeyinin arttig1 rapor edilmektedir [111].

Yapilan arasturmalar beyaz ¢liriikgiil funguslarin normal gelisimleri i¢in eser
miktarda Cd, Mn veya Zn gibi agir metallere ihtiyag duydugunu gostermektedir. Ancak
bu metallerin ortamda gereginden birkag kat fazla olmasi durumunda fungal gelisimi
baskiladigi, morfolojik ve fizyolojik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir [39].
Ayrica yapilan galiymalarda, beyaz gurikgil funguslarla veya bu funguslardan izole

edilmis enzimlerle lignoselilozun ve ksenobiyotiklerin ekstraseliiler yikimi esnasinda
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agirmetallerin hem ekstraseliler enzimlerin aktivitesine hem de fungal kolonizasyona
etki ettigi saptanmigtir [39]. _

Galhaup ve Haltrich tarafindan yapilan bir ¢alismada, Trametes pubescens’ in
gelisim ortamina ilave edilen agirmetallerden sadece mangan ve bakirin lakkaz
olusumunu artirdi, buna karsin Ag, Cd, Hg ve Zn agumetallerinin ise lakkaz
olusumunun artirilmasinda etkili olmadig bildirilmigtir [113].

Baldrian ise P.ostreatus’ da 1-5 mM Cd ilavesiyle lakkaz aktivitesinin énemli
oranda arttiZini, ImM Ag, Hg, Pb, Zn ilavesinde ise enzim aktivitesinin azaldigini
bildirmektedir [39). P.ostreatus’ un uretildigi azotga smirli stvi ortama geligimin 12.
guniinde son konsantrasyonda 0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mM olacak sekilde Cd(NO;); ilave
edildiginde, uretimin ilk haftasinda sadece kontrol erlenlerinde bulunan funguslarda
dikkate deger miktarda lakkaz iiretimi gerceklestigi (3 U/ml), aktivitenin iiretimin
10. giiniinden sonra hizla arttif1 rapor edilmektedir. En yiiksek lakkaz aktivitesinin ise
14. giinde kontrolden 18.5 kat daha fazla aktivitenin gozlendigi 2 mM’ lk
konsantrasyonda gergeklestigi tespit edilmigtir [107].

Stereum hirsutum ve Phanerochaete chrysosporium ile yapilan bir galigmada,
kulttir ortamina 0.1-1 mmol/L oranlarinda kadmiyum nitrat ilave edilmigtir. 10. giinde
kiltir sivilann  alinarak lakkaz aktiviteleri olgilmiis ve mU/g olarak ifade
edilmistir. Aktivite degerleri kontrol ile kiyaslandiginda tiim konsantrasyonlarda lakkaz
aktivitesinin ~ dustiigt, dolayisiyla kadmiyumun  kullanlan  konsantrasyonlarda
Stereum hirsutum ve Phanerochaete chrysosporium beyaz ¢irik¢il funguslarmn

lakkaz enzimleri tizerine inhibitor etki gosterdigi ifade edilmistir [115].
2.1.2. Cegsitli Ortamlarm ve Katki Maddelerinin Lakkaz Aktivitesi Uzerine Etkisi

Yapilan pekgok caliyma, farkli besiyerlerinin ve bu besiyerlerine ilave edilen
katki maddelerinin birgok tirde beyaz ciirikkgiil fungusta lakkaz enzimi aktivitesini
artirdigim gostermektedir.

Arora ve Sandhu tarafindan yapilan bir ¢alismada, Daedalea flavida’ mn tireme
ortamlarina (lignin ve malt ekstrakt ortamlari) lakkaz tiretimi igin farkli lignin 6rnekleri
(indulin AT, polifon), fenolik bilesikler (gallik asit, tannik asit, salisilik asit, orsinol ve
resorsinol) ve sekerler (D-glukoz, maltoz, laktoz, sorbitol ve siikroz) eklenmigtir. Enzim
aktivitesi malt ekstrakt ortaminda 7. giinde maksimuma ulagirken (1.50 CU), lignin

ortamlarinda 14. giinde maksimum degerine ulagmigtir (1.45 CU). Kullamlan
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indiikleyiciler iginde en etkili olan maddenin indulin AT oldugu saptanmugtir. 20 °C
sicaklik ve % 0.2’ lik indulin AT Daedalea flavida’ min maksimum enzim aktivitesi i¢in
optimum bulunmus olup, indulin AT’ nin daha yiiksek konsantrasyonlarinda enzim
iiretiminin diigmesi indulin AT’ nin toksisitesinden ileri gelmektedir. Farkli lignin
preparasyonlarinda ve fenolik bilesiklerde kisith fungal gelisime ragmen ytiksek, etkili
fungal gelisimi destekleyen seker igerikli ortamlarda ise diigik enzim aktivitesinin
saptanmas! fungal kiitle ile lakkaz tretimi arasimnda herhangi bir baglanti olmadigim
gostermektedir [116].

Arora ve Gill tarafindan yapilan bir ¢aligmada, inkiibasyon peryodunun,
funguslarin tiretildigi farkl temel ortamlarin ve bu temel ortamlara ilave edilen farkli
katki maddelerinin Phlebia fascicularia, P. floridensis ve Dichomitus squalens beyaz
guirtikgtil funguslar tarafindan tiretilen lakkaz enzimleri iizerine etkisi tespit edilmigtir.
Lakkaz tretimi P. floridensis’ de 8., P. fascicularia’ da 10., D. squalens’ de ise
18. giinlerde maksimuma ulagmig, oysaki maksimum biyokitle D. squalens’ de 16.,
Phlebia spp.” de ise 8. glinde elde edilmistir. Phlebia spp.’ de biyokutlenin azalisiyla
birlikte 20. giinde hem enzim tretiminde hem de spesifik lakkaz aktivitesinde bir artig
gézienmistir. Bunun nedeni fungal otoliz esnasinda agi3a ¢ikan az miktarda intraseliler
lakkaz olabilir [23].

Maksimum enzim tUretimt P. fascicularia’ da MSB-MEB ortaminda, diger
funguslarda ise pek¢ok aminoasidi birarada bulunduran MEB (Malt Extract Broth)
ortaminda gerceklegmigtir. Farkhi temel ortamlara veratril alkolin ilavesi ile farkli
funguslarda, 1.2 ile 16 kat arasinda deZisen oranlarda enzim Uretiminin arttigt
gozlenmistir. Benzer sekilde guaiakol ilavesiyle enzim tiretiminde 2 ile 38 kata kadar
bir artiy gergeklesmigtir [23].

MSB (Mineral Salts Broth) ortamuna lignin orneklerinin ilavesi ile lakkaz
tretiminde 4-100 kat arasinda artiy gerceklesmistir. Benzer artiy Dadealea flavida,
Lentinula edodes ve Polyporus sanguineus’da da rapor edilmigtir [116, 117, 118].

Yine MSB ortamina gesitli tarimsal atiklarin ilavesiyle P. floridensis’ de enzim
tretimini 84 katmna g¢ikaran seker kamugt sapt en iyi substrat olurken, aym fungusta
bugday sap1 ile 59 kat, piring sap1 ile 22 katlik bir artig gergeklesmektedir. Bu artiklarin
MEB ortamina ilavesiyle P. floridensis’ in enzim iretiminde Onemli bir  arti§
gbzlenmemigtir [23].

Arora ve Gill tarafindan yapilan diger bir calismada, Phlebia radiata beyaz

guritk¢il fungusunun inkibe edildigi MSB ortamina veratril alkol ilavesiyle lakkaz
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dretimi 200 kattan daha fazla artmugtir. Diger yandan MEB ortamina veratril alkol
ilavesityle Daedalea flavida, Phlebia brevispora ve Polyporus sanguineus’ da lakkaz
tretimi 2 ile 6 kat arasinda artmugtir. Benzer sekildle MSB ortamma guaiakol
eklenmesiyle P. radiata’ da enzim aktivitesi 232 kat gibi oldukca yitksek bir oranda
artmugtir. MEB ortamina ilave edilen guaiakol ise D. flavida’ da lakkaz enzimi
tretimini 20 kat artirmugtir [119].

Guaiakol ilavesiyle P. florida ve P. cinnabarinus’ da lakkaz tiretiminin
baskilanmasina ragmen [120, 121], Stereum hirsutum ve Marasmius graminium’ da
[122] guaiakoliin indiikleyici etkisi oldugu rapor edilmistir. Guaiakol’ iin funguslardaki
baskilayici etkisi bu g¢aliymalarda kullamlan guaiakoliin yiiksek konsantrasyonlarda
olmasindan kaynaklanabilir [119].

Test edilen funguslar igerisinde gesitli tarimsal artiklarin indiikleyici etkisine en
hassas olanlart P. radiata ile D. flavida’ dir. MSB ortamina sekerkamigi sapi ilavesiyle
P. radiata ile lakkaz Uretimi 222 kat artarken MEB ortamimna bugday sap: ilavesiyle
D. flavida’ da lakkaz iretimi 170 kat artmustir [119]. Raghukumar ve arkadaslart seker
kamigt sapmun Flavodon flavus’ un lakkaz iretimi igin de oldukga iyi bir substrat
oldugunu rapor etmektedir [123].

Farkh ortamlara eklenen gesitli indiikleyiciler igerisinde veratril alkol, guaiakol,
seker kamugt sap1 ve bugday sapi iyi lakkaz indiikleyicileridir.

Ginumiizde cevre kirliligi agisindan atik lignoselillozik maddeler oldukga
onemli bir yere sahiptir. Cinkii bu maddelerin yapisinda bulunan lignin polimeri,
biyolojik ayrigmaya direngli yani rekalsitranttir [124]. Bu nedenle gesitli arastiricilar, bu
atiklann lignin bilesenini yikabilen funguslani kullanarak hem lignini uzaklagtirmay:
hem de ligninin yikimi esnasinda olusturulan endiistriyel agidan énemli bazi enzimlerin
tretimini artirmay1 amaglamaktadir.

Stk ve Unyayar tarafindan yapilan bir ¢alismada, kullamm alam olduk¢a kisith
(sadece yakit olarak) lignoselilozik bir atikk olan pamuk sapmin  Phaneochaete
chrysosporium ve Funalia trogii ile yari-kati fermentasyonu sonucu hem pamuk
sapindan lignin gideriminin hem de bu esnada lakkaz, ligninaz ve selilaz gibi
enzimlerin aktivitelerinin artinldigt rapor edilmektedir. Yapilan ¢alismada, funguslarin
inkiibe edildigi stok temel ortamlarm bir bélimiine glukoz ilave edilirken, bir boliimiine
ilave edilmemis ve boylece glukozun da enzim tretimindeki etkisi test edilmistir.
Sonug olarak, F. trogii’ nin oldukga yiksek lakkaz aktivitesi gosterdigi saptanmustir.

Glukoz igeren ortamda lakkaz enzimi 10. ve 16. giinlerde maksimum aktivite
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gosterirken, glukoz igermeyen ortamda aym enzim 18. giinde maksimum aktiviteye
ulagmustir. Bu durum, glukoz bulunmayan ortamda F. trogii’ nin kolaylikla metabolize
edebilecegi bir karbon ve enerji kaynagmin olmamast ve dolayisiyla iireme hizi ile buna
bagli olarak enzim Uretiminin glukoz igeren ortama kiyasla daha geg¢ ve diisiik
olmastyla agiklanabilir [124].

Kahraman ve Yesilada tarafindan yapilan benzer bir ¢aliymada, iki tip atiksu
(alkol fabrikasi atiksuyu, zeytinyagi fabrikasi atiksuyu) ve bir lignoselilozik atik
(pamuk sap), Funalia trogii ve Coriolus versicolor igin kiltir ortam: olarak
kullamlmistir. Hem vinas (alkol fabrikasi atiksuyu) hem de zeytinyag tiretimi esnasinda
ortaya ¢ikan atiksu, koyu rengi ve yliksek oranda toksik madde igeriginden dolayi
cevreye oldukga zarar vermektedir. Caliymada kullanilan diger bir atik olan pamuk sapi
da pamuk yetistirilen tlkelerde olduk¢a fazla miktarda gevreye atilmakta olup, bu atigin
lakkaz iretimine etkisi de test edilmigtir. Funguslar hem pamuk saplarimin eklendigi
sentetik ortamlarda hem de pamuk saplarmin eklendigi ya da eklenmedigi dogal
ortamlarda (vinas ve zeytinyagl atiksuyu) yiksek oranlarda lakkaz iiretmistir. En yitksek
lakkaz aktivitesi diigiik karbon yiiksek azot igeren ve pamuk sapi eklenmig sentetik
ortamlarda inkitbe edilen kiiltiirlerle gergeklesmigtir. Bu ortamda C. versicolor’ da
kontrole gore 43 kat daha fazla lakkaz aktivitesi saptanmugtir. Atiksulara pamuk sapinin
eklenmesiyle lakkaz tiretimi 6nemli oranda artmusgtir [34].

Yapilan pekgok caliymada, gesitli aromatik maddelerin gesitli tiirde funguslarda
lakkaz enziminin {iretimini artirdig: ifade edilmektedir. Ornegin 2,5-ksilidin ilavesiyle
Pycnoporus cinnabarinus’ un lakkaz iiretimi maksimuma gikarken [121], siringaldazin
ve guaiakol ile de Coriolus hirsutus’ dan lakkaz saliumi artmaktadir [125]. Benzer
sekilde Botrytis cinerea’ nin lakkaz {iretim yetenegi gallik asit ile indiiklenirken [126],
Pleurotus sajor-caju’ nun ferulik asit ile artmaktadir [127]. Ancak bu aromatik
bilesiklerin ¢ogu ya gok zararli ya da pahali olup, bu nedenle bu bilesiklerin endiistriyel
uygulamalarda kullamimi neredeyse olanaksizdir. Buna gore lakkaz tiretimini artiracak
gevreci ve ekonomik olarak uygun bilegiklere olan ilgi oldukg¢a artmistir [128].

Kim ve arkadaslani tarafindan yapilan bir ¢aligmada, Lentinus edodes ve
Pleurotus ostreatus’ un gelisim ortamina ¢esitli konsantrasyonlarda gallik asit,
ferulik asit, vanillik asit, siklohekzimit ve puromisin eklenmis ve lakkaz aktivitesindeki
degisim incelenmistir. Her iki fungus i¢in de herhangi bir indiikleyici maddenin
eklenmedigi kontrol kultiirlerinde lakkaz aktivitesi saptanmazken, puromisin harig diger

indiikleyicilerin ilavesiyle lakkaz aktivitesi hizli bir sekilde artmustir. Elde edilen
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sonuglara gore; puromisin hari¢ tim indiikleyicilere L. edodes’ den daha hassas olan
P. ostreatus igin en iyi indikleyici madde 1 mM konsantrasyondaki ferulik asit iken,
L. edodes igin en iyi indiikleyici madde 2 mM konsantrasyondaki gallik asittir [129].

Lee ve arkadaglan tarafindan yapilan bir caligmada, Trametes versicolor,
Coriolus hirsutus ve Grifola frondosa’ nin gelisim ortamina gesitli alifatik alkollerin
Ozellikle etanolin ilavesiyle lakkaz enziminin lretiminin artiilmast amaglanmig ve
elde edilen sonuglar aromatik indikleyici maddelerle kiyaslanmigtir. Caligmada,
alkolsiiz ortamda 7. versicolor’ un 7 giinlitk {retiminden sonra lakkaz aktivitesi
0.11 tnite/ml iken, etanol ile lakkaz tiretimi 1.25 {inite/ml’ den daha fazla olmustur. Bu
da etanol ile tretilen lakkazin alkolsiiz ortamda tiretilen lakkazdan 11.4 kat fazla
oldugunu gostermektedir. Aym fungusun gelisim ortamina metanol ilavesiyle lakkaz
aktivitesi alkolstiz ortamdan 3 kat daha fazla gergeklesirken, 2-propanol ilavesiyle de
lakkaz iretimi 6nemli oranda artmustir. Bununla birlikte 7. versicolor’ un gelisim
ortammna 2-metil-1-propanol ve 1-biitanol ilave edildiginde hiicre geligimi siddetle
baskilanmig bu nedenle 6nemli bir lakkaz aktivitesi saptanamamugtir [128].

C. hirsutus’ un 20g/l etanol ilave edilmis ortamda 27 °C’ de 7 giin inkiibasyonu
sonucunda, etanolsiiz ortama gore 4 kat daha fazla lakkaz Uretimi gergeklesirken aym
sartlarda G. frondosa’ da 0,58 Uinite/ml enzim aktivitesi gergeklesmistir [128].

T. versicolor’ un gelisim ortamma ilave edilen ¢esitli konsantrasyonlarda
etanolin 40 g/I’ ye kadar lakkaz aktivitesini artirdigi saptanmugtir. 40 g/l etanol igeren
ortamda lakkaz aktivitesi 2.6 iinite/ml olup, bu deger etanolsiiz ortamdaki aktiviteden
24 kat daha fazladir. Aynica 20 g/l etanol iceren ortamdaki lakkaz aktivitesi aym
fungusun gelisim ortamna ilave edilen ferulik asit, gallik asit ve ksilidin kadar
yuksektir. Ancak 50 g/l etanol konsantrasyonunda hiicre gelisimi giddetle inhibe
olmakta ve lakkaz Uretimi gozle goriilir derecede azalmaktadir. Aym fungusun gelisim
ortamina veratril alkol ilavesiyle en yiiksek lakkaz aktivitesi elde edilirken (60 {inite/ml)
ayn: ortama guaiakol ilavesiyle de yiksek aktivite (10 tnite/ml) gdézlenmigtir. Her ne
kadar elde edilen lakkaz aktiviteleri etanol ilavesiyle elde edilenden yiiksek de olsa,
etanoliin veratril alkol ve guaiakolden daha giivenli ve ucuz olmas: nedeniyle lakkaz

indiikleyicisi olarak etanoliin kullanimi daha 6n plana ¢ikmaktadir [128].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Cahymada Kullanilan Funguslar

Calgymada Basidiomycetes smnifina dahil olan beyaz giinik¢il funguslardan
Funalia trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801 kullanilmistir. Bu
funguslar  Inonii  Universitesi Biyoloji Boliimii  Mikrobiyoloji/Biyoteknoloji

laboratuvarinda saf kiiltiir olarak muhafaza edilmektedir.
3.2. Cahsmada Kullanilan Funguslarin Uretimi ve Saklanmasi

Calismada kullamlan funguslarin  devamlii@ini  saglamak igin funguslar,
Sabouraud dextrose agar (SDA) plaklaninda 30 °C’ de 4-6 giin inkiibe edilmig ve her
4-5 haftada bir taze besiyerine pasajlama yapilmustir. Fungus kiltirleri 4 °C’ de

buzdolabinda saklanmigtir.
3.3. Caliymada Kullanilacak Stok Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

SDA plaklarinda tiremis olan fungus kiiltiirlerinden yatik agara pasajlama
yaplmig ve 30 °C’ de 4-6 giin inkibe edilmistir. Yatik agarda iretilen fungus
kulttirlerine 10 ml steril distile su eklenerek misel stispansiyonu hazirlanmig ve misel
sispansiyonundan 5 ml almarak 100 ml Sabouraud dextrose broth (SDB) igeren
250 ml’ lik erlene ekim yapilmugtir. 30 °C’ de 150 rpm’ de galkalamali etiivde 5 giin
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonras: kiiltir dagik devirde homojenize edilerek

c;ahsmamn amacina uygun olarak ekim yapilmugtir.
3.4. Peletlerin Hazirlanmas
Tekrarl kesikli caligmalarda Boéliim 3.3’ de belirtildigi sekilde hazirlanan pelet

formundaki stok fungus kaltirleri, steril kosullarda homojenize edilmeden test

ortamlarina eklenmigtir,
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3.5. Funguslarin Lakkaz Aktivitesi ve Uremesi Uzerine CuS0,.5H,0 Etkisi

3.5.1. Fungus Uremesi Uzerine CuS04.5H,0 Etkisinin Kat1 Besiyerinde

Arastirilmasi

Bu g¢aligma, CuSO4 wn fungus iiremesini inhibe edici konsantrasyonunun
saptanmasi i¢in yapilmig ve bu amagla farkli konsantrasyonlarda CuSQO4.5H,0 (0.5, 1,
2,3,5,6,7,8, 9, 10 mM) igeren SDA plaklar hazirlanmustir. F. frogii kultiirh Boliim
3.3° de belirtildigi sekilde hazirlandiktan sonra plaklarin merkezine 1 damla olacak
sekilde ekim yapilmig ve 6 giin inkiibe edilmigtir. Her giin koloni gaplar1 olgtilerek
kontrole gore inhibisyon %’ si hesaplanmugtir.

Aym galisma 7. versicolor i¢in de (0.5, 1, 2, 3, 5 mM CuS04.5H,0 olacak
sekilde) yapilmigtir. Her giin koloni g¢aplart olgiilerek kontrole gore inhibisyon %’ si

hesaplanmigtir.
3.5.2. CuS04.5H,0 Iceren Siv1 Besiyerinde Fungus Uretimi

Bu amag igin CuSOy igeren distile su ve stok temel besiyerleri hazirlanmugtir,

Caligmalarda kullamilan STO igerigi Cizelge 3.1° de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Stok temel ortam (STO) igerigi

Kullanilan Bilegen Miktar
KH2PO4 02 (g
CaCl, 2H,0 0.1 (g
MgS04.7TH,0 0.05 (g
NH4H,PO4 05 (g
FeSO4.7H,0 0.035 (g)
Glukoz 2 (2)
Maya Oziitii 1 ®
Distile su 1000 (ml)
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Farkli konsantrasyonlarda CuSO4.5H,0 (0.5, 1, 2, 3, 5, 10 mM) igerecek sekilde
hazirlanan besiyerleri 120 °C’ de 1 atm basingta 15 dakika otoklavize edilmis ve
besiyerlerine Boliim 3.3” de belirtildigi sekilde hazirlanan farkli fungus kiiltiirlerinden
2’ ser ml ekim yapilarak 5 giin siiresince statik ve ¢alkalamali kosullarda inktibasyona
tabi tutulmustur. 5 giin boyunca lakkaz enzim aktivitesi ve fungus kuru misel

agirhgindaki artig tespit edilmigtir.
3.6. Lignoseliilozlu Hammaddelerin Lakkaz Aktivitesine Etkisinin Arastiriimasi

Caligmada ¢esitli lignoselilozlu hammaddelerin lakkaz aktivitesine etkisinin test
edilmesi amaciyla statik ve ¢alkalamali kogullarda tiretim yapilmigtir. Bitkisel materyal
olarak aycicegi tablasi, ceviz kabugu, findik kabugu, kayisi gekirdegi kabugu, musir
kogani, saman ve talag kullamilmugtir.

‘ Statik caligmalarda, 0.25 g saman, 0.5 g talag, 2 g aygicegi tablasi ve findik
kabugu, 3 g ceviz kabugu ve kayisi ¢ekirdegi kabugu, 4 g musir kogami ayr1 ayr: olacak
sekilde 30 ml STO igeren 250 ml erlenmayerlere eklenmigtir. Bu besiyerlerine 2’ ser ml
fungus (F. trogii ve T. versicolor) ekimi yapildiktan sonra statik kosullarda 30 °C’ de
10 gin inkiibasyona birakilmig ve 2 giin araliklarla lakkaz enzim aktivitesi tespit
edilmistir.

Calkalamali kosullarda ise ceviz kabugu, kams, kayis1 gekirdegi kabugu ve
saman toz halinde kullanilmugtir. Bunun igin 6giitilmiis olan her bitkisel materyalden
0.15, 030, 0.50 g/50 ml STO olacak sekilde besiyerleri hazirlanmugtir. Fungus
kiiltiirlerinden (F. trogii, T. versicolor) 2 ser ml ekim yapilarak 30 °C’ de, 150 rpm
calkalama hizinda 5 giin inkiibe edilmis ve her giin lakkaz enzim aktivitesi saptanmustir.

3.7. Tekrarh Kesikli Siirecte CuSO4.5H,0 Etkisinin Saptanmasi

Tekrarh kesikli ¢aligmalarda kullanilacak peletler Boluim 3.4’ de ifade edildigi
gibi hazirlanmigtir. Bu caligma distile su ve STO olmak {izere 2 farkh ortamda
yiritilmistir. 0.5 mM CuSQ04.5H,0 igerecek sekilde hazirlanmig 50 ml STO ve distile
su ortamlarina peletler eklenmistir. Peletler 30 °C ve 150 rpm galkalama hizinda 24 saat
inkiibe edildikten sonra steril kogsullarda siizilerek alinmig ve aym miktarda
CuS0,.5H,0 igeren STO ve distile su ortamlarina eklenmistir. Bu kosullarda 24 saatlik

surelerde 5 uygulama yapilmustir. Bu stirecte her giin lakkaz aktivitesi dl¢ulmiistiir.
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3.8. Calismada Kullanilan Atiksu

Caligmalarda atiksu olarak peyniralti suyu kullanilmistir. Bu atiksu Kagmazlar
Yogurtguluk® tan temin edilmistir. Caligmalarda atiksu %25, %50, %75, %100’ lik
konsantrasyonlarda hazirlanmig ve tekrarli kesikli suregte peletler 5 giin siiresince
24 saatlik kesimlerle 30 °C ve 150 rpm calkalama hizinda inkiibe edilmis ve her giin

lakkaz aktivitesi saptanmustir.
3.9. Analizler
3.9.1. Lakkaz Aktivitesinin Saptanmasi

Lakkaz aktivitesi 2,2’-azino-bis (3- etilbenz-tiazolin-6-stlfonik asit) (ABTS)
kullanilarak test edilmigtir.

Enzim aktivitesi ¢lgimiinde reaksiyon karigimi 833 ul sodyum asetat tamponu
(100mM, pH 5.0), 100 pl ABTS (SmM) ve ekstraseliiler stvi olacak gekilde hazirlanmg
ve enzim aktivitesi 420 nm’ de 1 dakikada okunan absorbans degisimi
(Shimadzu-UV-1601, UV/Visible) olarak belirlenmigstir. 1 dakikada 1 pmol substrat:

tirtine doniigtiiren enzim miktari 1 nite olarak ifade edilmigtir.

3.9.2. Agir Metal iceren Kati Ortamlarda Fungus Uremesinin Degisiminin

Saptanmasi

Farkh konsantrasyonlarda CuSO4.5H;0 ile hazirlanmig SDA (Sabouraud
Dextrose Agar) plaklarina fungus kilttrleri (F. frogii ve T. versicolor) homojenize
edildikten sonra ekilmis ve 30 °C inkiibasyona birakilmustir. Agir metalin fungus
iremesi Uzerine yapmug oldugu inhibisyon etkisi kontrol plaklarindaki tremeyle

kargilagtirilarak hesaplanmig ve % inhibisyon olarak ifade edilmistir.
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3.9.3. Kiiltiir Ortamindaki Biyokiitle Miktarinin Saptanmasi

Biyokiitle miktarlarim saptamak i¢in ¢ncelikle 50 %C’ de 24 saat pastor finminda
kurutulan filtre kagitlar1 (Schleicher & Schuell,110 mm g¢ap) 1 saat desikatorde
bekletilmis ve hassas terazide kagitlarin agiliklann saptanmugtir. Daha sonra biyokiitle
miktarimt  6lgmek i¢in  kaltir, darast alinmug filtre kagidindan  stziilmiigtir.
Fungus + filtre kagidi 50 °C’ de 24 saat bekletilmig ve daha sonra 1 saat siiresince
desikatorde birakilmigtir. Bu iglem sonrasi hassas terazide tartim yapilmig ve biyokiitle
gravimetrik olarak saptanmugtir.

Tim ¢alismalar en az 3 6rnek olacak sekilde hazirlanmig ve enzim okumalari en

az 3 kez tekrarlanmgtir.
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4. ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Lakkaz enzimi beyaz cirikgil funguslarin ekstraseliiler olarak urettikleri
enzimlerden biridir. Enzimin substrat 6zgiilliigiinin genis olmasi, fenolik maddeleri
direkt, fenolik olmayan maddeleri ise bir araci vasitasiyla oksitlemesi [57] lakkaz
enziminin, kagit hamurundan lignin gideriminde, pekgok ¢evresel kirleticinin
yikiminda, ilag analizinde, etanol iretiminde vb. pekgok islemde kullamlabilmesine
olanak saglamaktadir. Bu nedenle biyoteknolojik kullamm alami oldukga genis olan
lakkaz enzimini {ireten organizmalarin saptanmasi, yiiksek iiretim yetenegi olanlarin
belirlenmesi ve tretimin indiiklenmesine yonelik gesitli ¢aligmalar yapilmaktadir [43,

106, 119].

4.1. Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Kat1 Besiyerinde Uretimi Siirecinde

CuS04.5H,0’ m Ureme Uzerine Yaptig1 % inhibisyon Etkisi

Caligmanin ilk kisminda CuSO4’ in iireme iizerine etkisini test etmek amaciyla
farkli konsantrasyonlarda CuSOs4 igerecek sekilde hazirlanmug SDA besiyerlerinde
Materyal ve Yontemde belirtildigi sekilde funguslar ekilmis ve giinlere bagh iireme
takip edilmistir.

Cizelge 4.1° de goriilebilecegi gibi F. trogii Gremesi Uzerine Ozellikle 5 mM
konsantrasyondan sonra hizli bir gekilde inhibisyon gergeklesmis olup 9 ve 10 mM
konsantrasyonlarda % 100 inhibisyon saptanmustir (Cizelge 4.1). F. frogii ile
T. versicolor’ un ireme degisimi kargilagtirildiginda aym konsantrasyonda CuSOg4
iceren ortamda 7. versicolor’ un daha fazla inhibe oldugu gorilmistir (Cizelge 4.2).
F. trogii iizerine lireme inhibisyonu etkisi 6zellikle 3 mM’ dan sonra belirgin bir sekilde
artmakta ve 9 mM’ da ireme tamamiyla engellenmekteyken, 7. versicolor’ da
4 mM’ dan itibaren herhangi bir lireme gozlenememistir. Bu sonuglar I° versicolor’ un
bakira ¢ok daha hassas oldugunu gostermektedir. Cesitli agir metallerin bu
mikroorganizmalarin {iremesini negatif etkiledigi rapor edilmigtir [39]. Agir metallerin
inhibe edici etkisinin miselyum morfolojisindeki degisimle iligkili oldugu distinilebilir
[39].
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Cizelge 4.1. Farkh konsantrasyonlarda CuSO4.5H,0 igerecek sekilde hazirlanan SDA
besiyerlerinde F. frogii’ nin  ireme degisimi (kontrole gore %
inhibisyon)

CuS04.5H;0 (mM, son konsantrasyon)

Zaman | Kontrol (5 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
(Gin) | (SDA)

2 0 0 (202202909 |16.162525|63.63|72.72|82.82| 100 | 100
3 0 0 0 0 [3.62|11.59|23.18)47.8267.39|77.53| 100 | 100
4 0 0 0 0 |543]14.67)28.80|46.73|66.84|75.00 | 100 | 100
5 0 0 0 |1.96(245(13.23|24.5147.05(62.74}72.05 100 | 100
6 0 0 0 0 0 | 7.61 |21.42(43.8155.23|67.61| 100 | 100

Cizelge 4.2. Farkli konsantrasyonlarda CuSQO4.5H,0 igerecek sekilde hazirlanan SDA
besiyerlerinde 7. versicolor’ un iireme degigimi (kontrole gore %

inhibisyon)
CuS04.5H,0 (mM, son konsantrasyon)
Zaman Kontrol 0.5 1 2 3 4 5
(Giin) (SDA)
2 0 0 0 1.58 26.38 100 100
3 0 0 0 0 23.23 100 100
4 0 0 0 9.92 2482 100 100
5 0 0 0 8.87 27.21 100 100
6 0 0 0 7.53 23.61 100 100

4.2. Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Bakir Iceren Sivi Besiyerlerinde Uretimi

Siirecinde Lakkaz Aktivitesi Degisimi

Caligmanin ikinci kismuinda funguslar sivi besiyerlerinde tretilmis ve Uretim
siirecinde lakkaz aktivitesi ve lireme saptanmugtir.

STO ortamina 0-5 mM olacak gekilde CuSO45H,0 eklenmis ve sivi ortamda
5 giin suresince F. trogii ve T. versicolor’ un lakkaz aktivitesi ¢alkalamali kosullarda
saptanmustir. CuSO45H;0 iceren STO besiyerlerinde g¢alkalamali olarak {retilen
F. trogii’ nin lakkaz aktivitesi degisimi kontrol ile kiyaslandiginda en yuksek
aktivitenin 0.5 mM’ da gorildigu belirlenmistir (kontrole gore yaklasik %60 artis).
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Lakkaz aktivitesi (U/ml)

Aym kosullarda retilen 7. versicolor’ un ise lakkaz aktivitesi kontrol ile
kargilastirildiginda en yiiksek aktivitenin 1mM’ da oldugu gorulmektedir (kontrole gore
yaklagtk %28 artig). Hem F. trogii hem de T. versicolor’ un 1 mM konsantrasyondan
sonra lakkaz aktivitesinin artmadigt hatta azalabildigi gozlenmigtir. Sekil 4.1 ve 4.2 de
her iki fungusun CuSO45H,0 konsantrasyonuna baglt olarak lakkaz aktivite degisimi
verilmistir. Lakkaz enziminin yapisinda bakirin  bulunmast bu  indiklemeyi
agiklamaktadir. Belirli bir konsantrasyona kadar pozitif yonde olan bu etki, bu metalin
toksik konsantrasyonlarma yaklagtikga azalmaktadir. Bakirin lakkaz enziminin Gretimi
tizerine yaptigi pozitif etki yapilan diger ¢aliymalar sonucunda da saptanmustir.

Levin ve arkadaglart Trametes trogii’ nin lakkaz aktivitesinin bakir ilave edilmisg
ortamlarda arttigini gozlemigtir [29].

Pleurotus ostreatus ile yurutilen bir g¢aligmada Ureme ortamma 150 uM
konsantrasyonda CuSO4.5H,0 ilave edildigi durumda lakkaz aktivitesinde iremenin
6. giiniinden sonra kontrole kiyasla 50 kathik bir artig oldugu bildirilmigtir (30 U/ml)
[106].
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda CuSO45H,0 iceren STO besiyerlerinde

calkalamali kosullarda tiretilen F. frogii’ nin lakkaz aktivite degigimi
(U/ml)
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Baldrian ve Gabriel tarafindan aym fungusla yapilan benzer bir ¢aligmada,
fungusun tretildigi azot¢a smurlt sivi ortama tremenin 12. gilinlinde Palmieri ve
arkadaglarinin ¢aligmasindakinden daha yiksek oranlarda CuSO4.5H,0 (0.1, 0.2, 0.5, 1,
2 ve 5 mM ) ilave edilmig ve kontrol ile kiyaslandiginda en yiiksek aktivite artiginin
1 mM CuSO04.5H,0 igeren ortamda (8 kat) oldugu saptanmugtir [107].

3,6 1
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——0,5mM
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—o0—2 mM

RN
(0)]
I

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
o

o
Qo
]

0,4 -

0 1 2 3 4 5

Zaman (Giin)

Sekil 4.2.  Farkli konsantrasyonlarda CuSO45H;0 igeren STO besiyerlerinde
calkalamali kosullarda tiretilen 7. versicolor’ un lakkaz aktivite degigimi

(U/ml)

Benzer olarak bu iki fungusun statik kosullarda tiretimi sirasinda lakkaz aktivite
degisimleri aragtirilmig ve sonuglar, Sekil 4.3 ve 4.4’ de verilmigtir.

F. trogii i¢in oOzellikle 1 mM CuSO45H;0 kullanldigi durumda lakkaz
aktivitesinin onemli oranda arttift gozlenirken 7. versicolor’ da ozellikle 0.5 mM
konsantrasyonda o¢nemli lakkaz degisimi gozlenmigtir. CuSO45H;0 igeren STO
besiyerinde statik olarak iretilen F. frogii’ nin lakkaz aktivite sonuglan ile ¢alkalamali

olarak tretileri F. frogii’ nin lakkaz aktivitesi kargilagtirildiginda en yuksek aktivitenin
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sirastyla 1 mM ve 0.5 mM konsantrasyonlarda oldugu gériilmektedir. Benzer sekilde
statik olarak iiretilen 7. versicolor’ un lakkaz aktivitesi ile galkalamali olarak uretilen
T. versicolor’ un enzim aktivitesi kargilagtinldiginda en yiiksek aktivitenin 0.5 mM ve
1 mM konsantrasyonlarda oldugu tespit edilmigtir. Hess ve arkadagslar1 da yaptiklan
galismada 0.5-1 mM Cu (II) konsantrasyonlarda yitksek lakkaz aktivitesinin -

gozlendigini rapor etmistir [130].
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3.5 - g 0,25 -
E 02 1 —8—0 mM
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-
3
1
0,5 1
0 &~
0 1 2 3 4 5

Zaman (Giin)

Sekil 4.3. Farkli konsantrasyonlarda CuSO,.5H;0 igeren STO besiyerinde statik
olarak tretilen F. #rogii’ nin lakkaz aktivite degisimi (U/ml)
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Sekil 4.4.  Farkhh konsantrasyonlarda CuSOs. igeren STO besiyerinde statik
olarak tretilen 7. versicolor’ un lakkaz aktivite degisimi (U/ml)

STO ortammin diginda funguslar (F. trogii ve 1. versicolor), farkh
konsantrasyonlarda CuSO4.5H,0 igeren distile su ortamlarina ekilmis ve giinlere bagl
lakkaz aktivite degigimi izlenmigtir.

Distile su ortaminda 0.5 mM CuS04.5H;0 konsantrasyonunun ¢alkalamali
kosullarda lakkaz aktivitesini 6nemli oranda artirdif1 gozlenmistir (Sekil 4.5 ve 4.6).
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Sekil 4.5. Farkh konsantrasyonlarda CuSO4.5H,0 (mM, son konsantrasyon) igeren
distile su ortaminda calkalamali olarak tretilen F. frogi’ nin lakkaz

aktivite degigimi (U/ml)
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Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
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Sekil 4.6.

Zaman (Gin)

Farkh konsantrasyonlarda CuSO4.5H,0 (mM, son konsantrasyon) igeren
distile su ortamunda ¢alkalamali olarak tiretilen 7. versicolor’ un lakkaz

aktivite degisimi (U/ml)
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Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

Benzer gekilde distile su ortaminda statik kogullarda, F. frogii’ nin 0.5 mM

konsantrasyonda gosterdigi enzim aktivitesinin aynt kogullarda bulunan 7. versicolor’ a

gore daha yiiksek oldugu belirlenmigtir. (Sekil 4.7 ve 4.8).
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——0,5mM
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o 1 2 3 4
14 Zaman (Giin)
0,8 A
0,6 4
0,4 -
0,2
X
I x & :§
0 A & = ¢
0 1 2 3 4 5
Zaman (Giin)
Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlarda CuSO4.5H,O (mM, son konsantrasyon) igeren

distile su ortaminda statik olarak uretilen F. frogii’ nin lakkaz aktivite

degisimi (U/ml)
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Lakkaz Aktivitesi (U/mf)
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Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlarda CuSQ,4.5H,0 (mM, son konsantrasyon) igeren
distile su ortamuinda statik olarak uretilen 7. versicolor’ un lakkaz
aktivite degisimi (U/ml)

4.3. Beyaz Ciiriikciil Funguslarin Uremesi Uzerine Farkhi Konsantrasyonlarda

CuSO045H,0’ n Etkisi

Funguslarin STO igeren ortamlarda g¢alkalamali ve statik kosullarda Uretimi
sirecinde CuSO4SH,O’ nun, lakkaz aktivitesindeki artinici etkisinin, iiremeyi
inditklemesine bagh olup olmadiim test etmek amaciyla iiretim asamasinda Greme
degisimi de aragtirilmugtir. Sonuglar her bir konsantrasyon igin S giinliik ortalama
degerler olarak verilmistir (Cizelge 4.3 ve 4.4). Cizelgeler’ den de goriilebilecegi gibi
ozellikle 0.5-1 mM konsantrasyonlarda gozlenen lakkaz aktivite artigs tiremenin artigma
baglt bir artig degildir. Ureme ortammna ilave edilen CuSO45H,0 konsantrasyonu
arttikga galkalamali kogullarda tretilen F. trogii ve 7. versicolor’ un ureme oranlarinin
azaldign gorilmektedir (Cizelge 4.3). Benzer sonuglar, statik kogullarda dretilen

F. trogii ve T. versicolor i¢in de elde edilmistir (Cizelge 4.4). Cesitli metallerin iireme
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ve fungal morfoloji tizerine negatif etkileri gesitli arastiricilar tarafindan rapor edilmigtir

[39, 115].

Cizelge 4.3. F. ftrogii ve T. versicolor’ un STO ortaminda ¢alkalamali kogullarda

uretimi stirecinde 5 giinlik ortalama tireme verimi (g/50 ml)

Ureme (g/50 ml)
CuS045H;0 (mM)

F. trogii T. versicolor

0 0.063£0.011 0.037+0.012

05 0.042+0.001 0.021+0.005

1 0.0330.009 0.012+0.004

2 0.028+0.008 0.006+0.002

3 0.022+0.006 0.005+0.002

4 0.010+0.002 0.004+0.002

5 0.006+0.001 0.004+0.001

Cizelge 4.4. F. ftrogii ve T. versicolor’ un STO ortaminda statik kosullarda tretimi

stirecinde 5 giinliik ortalama tireme verimi (g/30 ml)

Ureme (g/30 ml)
CuSO045H;0 (mM) _
F. trogii I’ versicolor
0 0.041£0.021 0.034+0.002
05 0.033£0.018 0.029+0.017
1 0.026+0.010 0.025+0.016
2 0.017+0.005 0.009+0.050
3 0.012+0.004 0.006+0.003
4 0.010+0.004 0.004+0.002
5 0.006+0.004 0.003+0.002

4.4. Beyaz Ciiriikgiil Funguslarin Tekrarli Kesikli Siiregte Lakkaz Aktivite

Degisimi

Endustriyel ¢aligmalarda bir mikroorganizmanin tekrar tekrar kullanilabilmesi ve

buna bagli olarak enzim Uretiminin artirilabilmesi en &nemli noktadir. Bu nedenle
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ireme siirecinde onemli oranda lakkaz aktivite artigina neden olan bakir
(CuS045H,0), tekrarli kesikli uygulama siirecinde de indiikleyici madde olarak test
edilmigtir. Caligma hem F. frogii hem de 7. versicolor i¢in yurttilmusgtiir.

Tekrarli kesikli uygulamada da distile su ve STO besiyerleri ayr1 ayri
kullanitmugtir. 0,5 mM CuSO04.5H,0 uygulamasi her iki fungusun da lakkaz aktivitesini
onemli oranda indiiklemistir. Ozellikle F.  frogii ile yuriitilen tekrarh kesikli
calismalarda (CuSO4.5H,0 uygulamasma bagl olarak) c¢ok yiiksek oranda lakkaz
aktivitesi gozlenmigtir (Sekil 4.9 ve 4.10).
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Sekil 4.9. F. trogii peletlerinin 0.5 mM CuS04.5H,0 igeren distile su ve STO
ortamlarinda tekrarlt kullanimu siirecinde lakkaz aktivite degigimi (U/ml)

Sekil 4.9’ da izlenebildigi gibi 6zellikle 0.5 mM CuSO4.5H,0 igeren STO
ortamlaninda 5 gin siiresince ¢ok yiksek lakkaz aktivitesi gozlenmigtir. Peletlerin
5. kullammi sonucunda hala ~ 15 (U/ml) lakkaz aktivitesi saptanabilmigtir. Hem
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calkalamali hem de statik kosullarda iretilen F. frogii’ de elde edilen lakkaz
aktivitelerine gore tekrarli kesikli uygulamada elde edilen aktivite oldukga yiiksek
orandadir. 7. versicolor’ da da benzer sekilde tekrarli kesikli uygulamada elde edilen
aktivite diger g¢aligmalarda elde edilen aktiviteye gore daha yiiksektir. Her iki fungusu
kargilagtirdigimizda, F.frogii’ nin 7. versicolor’ a gore daha yiksek enzim aktivitesi
gosterdigi soylenebilir.

Buna gore peletlerin uzun streli kullanimi 6nemli bir avantajdir. Beyaz ¢iirtikgtil
fungus peletlerinin  uzun sireli kullandabilirliginden  ¢esitli  ksenobiyotiklerin

uzaklastirrminda da yararlanilabilecegi rapor edilmigtir [131].
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Sekil 4.10. 7. versicolor peletlerinin 0.5 mM CuSOy igeren distile su ve STO
ortamlarinda tekrarli kullaminu stirecinde lakkaz aktivite degigimi (U/ml)
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Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

4.5. Lignoseliilozlu Hammadde i¢eren Ortamlarda Beyaz Ciiriikciil Funguslarm

Lakkaz Aktivite Degisimi

Beyaz ciiritkgiil funguslarin lakkaz tretim yetenekleri farkli ortamlarda ve farkl
indiikleyiciler ~ kullanilarak  aragtirilmaktadir.  Cesitli  arastiricilar,  atiksular,
ksenobiyotikler, bitkisel hammaddeler ve pamuk sap: ekstraktinn lakkaz aktivitesi
Uzerine pozitif etkisini rapor etmigtir [34, 132, 133, 134]. Bu ¢alismada, cesitli bitkisel
hammaddelerin lakkaz aktivitesine olan etkisi test edilmis ve daha o6nce yapilan
¢ahgmalara benzer olarak bu funguslann lakkaz iiretim yeteneklerinin  arttig
saptanmugtir. Bu amag¢ dogrultusunda farkli oranlarda bitkisel ham materyal STO
besiyerine eklenmis ve 5 ginlik iiretim siiresince lakkaz aktivitesi uzerine etkileri

(statik ve galkalamali kogullarda) test edilmigtir (Sekil 4.11-4.20).
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0,3 1 ——STO+Sa,
0,2 -
0,1
0 T 7 1
0 2 4 6 8 10
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(Ay: Aygicegi tablast, Ce: Ceviz kabugu, Fi: Findik kabupu, Ka: Kayisi gekirdegi kabugn, Mi: Misir
kogani, Sa:Saman)

Sekil 4.11. F. trogii’ nin lignoseliilozlu hammadde igeren STO ortamlarinda statik
kosullarda tiretimi stirecinde lakkaz aktivite degisimi (U/ml)
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Sekil 4.11 ve 4.12° de goriilebilecegi gibi bazi bitkisel hammaddeler, o6zellikle
F. trogii’ de, lakkaz enziminin sentezini statik kogullarda indiiklemigtir. Aygigegi
tablasi, ceviz kabugu ve kayist ¢ekirdegi kabugu onemli oranda indikleme yapmustir.
T versicolor’ da ise her ne kadar musir kogani ve saman eklenmig ortamda enzim
aktivitesinde kontrole gore bir artiy gerceklesmis olsa da bu artiy gok Onemli oranda

degildir.

ED.su

OSsTo

mSTO+AYy.
ESTO+Ce.
BEISTO+FI.
7 STO +Ka.
NSTO+Mi.

EmSTO+Sa.

\

77777 7777777777777

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

Zaman (Giin)

(Ay: Aygicegi tablasi, Ce: Ceviz kabugu, F1: Findik kabugu, Ka: Kayisi ¢ekirdegi kabugu, Mi: Misir
kogani, Sa:Saman)

Sekil 4.12. T versicolor’ un lignoselillozlu hammadde igeren STO ortamlarinda statik
kosullarda tiretimi siirecinde lakkaz aktivite degigimi (U/ml)
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Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
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Sekil 4.13.  F. trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda ceviz kabugu tozu igeren STO
ortamlarinda galkalamali olarak 5 glnliik tretimi sirasinda lakkaz aktivite
degisimi (U/ml)

Calkalamali kogullarda yuriutillen ¢aligmalarda da {ireme ortamina lignoselilozlu
hammadde eklenmesi enzim aktivitesini farkli oranlarda etkilemigtir (Sekil 4.13- 4.20).
Ceviz kabugu tozu igeren STO ortamlarindaki lakkaz aktivitelerinde giinlere bagl
olarak farkliliklar gozlenmistir. Enzim aktivitesi incelendiginde en yiiksek aktivitenin 5.
giinde 0.50 g/50 ml STO’ da oldugu gorilmektedir.

Kamig tozu igeren STO ortamlarindaki lakkaz aktiviteleri incelendiginde benzer
sekilde en yiiksek aktivitenin 5. ginde 0.50 g/50 ml STO’ da oldugu goriilmektedir.
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Zaman (Giin)
nin farkl: konsantrasyonlarda kamig tozu igeren STO

ortamlarinda galkalamali olarak 5 giinliik Uretimi sirasinda lakkaz

aktivite degisimi (U/ml)
nin farkh konsantrasyonlarda kayist c¢ekirdegi kabugu igeren

F. trogii’
F. trogii’

ortamlarda elde edilen lakkaz aktivitelerine bakildiginda, en yiiksek aktivitenin 5. giinde
0.30 g/50 ml STO’ da oldugu tespit edilmigtir. Saman tozu igeren ortamlarda ise en

yuksek aktivite 5. giinde 0.50 g/ml STO’ da elde edilmisgtir.

Sekil 4.14.
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F. togii’ nin farkli konsantrasyonlarda kayisi gekirdegi kabugu tozu
iceren STO ortamlarinda galkalamali olarak 5 glinltik dretimi sirasinda

lakkaz aktivite degisimi (U/ml)

Sekil 4.15.
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trogii’ nin farkli konsantrasyonlarda saman tozu igeren STO

ortamlarinda galkalamali olarak 5 giinliik Uretimi sirasinda lakkaz aktivite

F
degigimi (U/ml)

Sekil 4.16.

44



T. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda ceviz kabugu tozu igeren STO
ortamlarinda ¢alkalamah olarak {iiretimi siirecinde elde edilen en yiksek aktivite

5. glinde 0.30 g/50 ml STO’ da gorulmasgtir.
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Sekil 4.17. T versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda ceviz kabugu tozu igceren STO
ortamlarinda calkalamali olarak 5 giinliikk iiretimi sirasinda lakkaz aktivite
degisimi (U/ml)
Cesitli konsantrasyonlarda kamis tozu ilave edilmig STO’ da 7. versicolor’ un
5 ginlitk tretimi sirasinda lakkaz aktivitelerine bakildiginda en yiiksek aktivitenin
2. giinde 0.30g/50 ml STO’ da oldugu gorilmektedir.
Aym fungusun farkli konsantrasyonlarda kayist ¢ekirdegi kabugu ilave edilmis
STO’ da 5 giinliik iiretimi sirasinda en yiiksek aktivitenin 5. giinde 0.50g/50 ml STO’ da

gerceklestigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.18. 7. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda kamig tozu iceren STO
ortamlarinda galkalamali olarak 5 giinliik iretimi sirasinda lakkaz aktivite
degisimi (U/ml)
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Lakkaz Aktivitesi (U/ml)
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Sekil 4.19. T versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda kayis: gekirdegi kabugu tozu
iceren STO ortamlarinda galkalamali olarak 5 giinliik tretimi sirasinda

lakkaz aktivite degisimi (U/ml)

T. versicolor’ un saman tozu igeren STO’ da elde edilen lakkaz aktiviteleri
incelendiginde, en yiiksek aktivitenin 3. giinde 0.50 g/50 ml STO’ da gerceklestigi

saptanmustir.
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Sekil 4.20. 7. versicolor’ un farkli konsantrasyonlarda saman tozu igeren STO
ortamlarinda galkalamali olarak 5 guinlik Gretimi sirasinda lakkaz aktivite

degisimi (U/ml)

4.6. Beyaz Ciiriikgiil Funguslarm Peyniralti Suyu Igeren Besiyerlerinde

Tekrarh Kesikli Uretim Siirecinde Lakkaz Aktivite Degisimi

Caligmamuzin son kisminda Tirkiye’de peynir Uretimi sirasinda 1 kg peynire
karsilik yaklagik olarak 9 kg gibi yiksek bir oranda olugan ve 6nemli bir kismu
degerlendirilemeyen peyniraltt suyu (PAS), lakkaz tretimi igin besiyeri olarak test
edilmigtir. Cogunlukla direkt veya dolayll yollarla akarsulara karigan peyniralti suyu
oldukga zengin igeriginden dolay1 g¢evre kirliligine neden olmaktadir. Bu nedenle bu
atik suyun ya antilmas: ya da gesitli sekillerde degerlendirilmesi gerekmektedir. Peynir
alt1 suyu bilesiminde yaklagik olarak %6.96 oraminda siit kuru maddesi bulunmaktadir.
Siit kuru maddesi igerisinde de %0.36 yag, %0.84 protein, %5.76 laktoz ve tuzlar, %0.2
kadar laktik asit yer almaktadir. Bunlara ek olarak peyniralti suyunda B1, B2, ¢ok az
miktarda da A ve D vitaminlerinin bulundugu rapor edilmektedir [44]. Peyniralti
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suyunda ayrica potasyum oksit %0.188, sodyum oksit %0.075, kalsiyum oksit %0.071,
magnezyum oksit %0.018, demir oksit %0.001, fosforpentoksit %0.11, klor %0.107 ve
%0.029 oramnda kukurttrioksit bulundugu saptanmigtir. Daha 6nce yapilan bir
caligmada [44] besiyeri olarak peyniraltt suyunun, tiretim siirecinde, kullanimasiyla F.
trogii’de yuksek lakkaz aktivitesi bildirildiginden, daha oOnce test edilmemis olan
tekrarli kesikli siirecte lakkaz tretimi amaciyla F. trogii ve T. versicolor ¢aligmamizda
kullanilmustir.

Tekrarli kesikli {iretim siirecinde her iki fungusun lakkaz aktivitesinin 6zellikle
%25’ lik konsantrasyonda ylksek oldugu gozlenmektedir. F. trogii ile 7. versicolor’ un
lakkaz aktiviteleri kiyaslandiginda %25’ lik PAS konsantrasyonunda 7. versicolor’ un

enzim aktivitesinin daha yiksek oldugu goriilmektedir (Sekil 4.21 ve Sekil 4.22).
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Sekil 4.21. F. trogii peletlerinin peyniralt1 suyu besiyerinde tekrarl kesikli
stirecte kullanim sirasinda lakkaz aktivite degigimi (U/ml)
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stregte kullamimu sirasinda lakkaz aktivite degigimi (U/ml)

Sekil 4.22.

aktivitesini

lakkaz

streli
koruyabilmesinin sebebi peyniraltt suyunun zengin besinsel igeriginden gelebilir.

suyu ortammda uzun

peyniraltt

Peletlerin

peyniraltt suyu igeren ortamlarda fungal peletlerin oldukga

3

Yesilada ve arkadaglan

kararl kaldigini rapor etmigtir [131].
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5. SONUC VE ONERILER

Bu caliymada beyaz gliriikgtl funguslardan F. trogii ve T. versicolor’ un gesitli
ortam ve faktorlere bagli olarak lakkaz iiretim yetenekleri aragtirilmigtir. Bu funguslarin
lakkaz tretim yeteneklerinin kullanilan bakir, lignoseliilozlu hammaddeler, ve peyniralti
suyu ortaminda arttigt saptanmustir. Ozellikle bakir igeren ortamlarda yiksek enzim
aktivitesi saptanmugtir. F. #rogii ile tekrarli kesikli siiregte bakir eklenmesine bagl
olarak kontrole gore oldukga yiksek enzim aktivitesi elde edilmigtir.

Bu calbisma, literatlir bilgimize gore, daha once test edilmemis olan tekrarl
kesikli stregte pelet kullammi sonucu yiksek miktarda enzim iretilebilecegini de

gostermigtir. Bu tip bir yontemin ekonomikligi ise ayn bir avantajdir.
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