INONU UNIVERSITESI
FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

MY

ENDUSTRIYEL VE TARIMSAL ATIKLARIN BiYOTEKNOLOJIK O
DEGERLENDIRILMESINDE YENI BiR YAKLASIM

=L

=
i

14
.;3
4
o
i
o
o
L

WMITASYON T

T
Qolaga 2 ¥ 70500 T
BT

SIBEL (SIK) KAHRAMAN

1915

DOKTORA TEZi
BiYOLOJi ANABILIM DALI

MALATYA
1998



i
Fen Bilimleri Enstitiisii Miidiirliigiine,

Is bu ¢ahsma jiirimiz tarafindan Biyoloji Anabilim dalinda DOKTORA TEZI
olarak kabul edilmigtir.

Baskan PF%\ . bf\(:i ;ﬁf{' . \fdkgég ............. @ LLB ‘e .....

0
Uye (PJ&QS]\';kékx()a\(m«\"_‘q\‘wv ZL. -

o -
Uye DwgbrOA(‘w\{EguL@ch/g;/%’ ......

ONAY
Yukandaki imzalann ad1 gegen 6gretim iyelerine ait oldugunu onaylarim.

vesl./1998

EL

oo
e
cavs : o
b A\
&,
A
W
o) ‘»“1

i
,.'. ?




OZET
Bu c¢aligmanin amaci, beyaz-glrikegil funguslar kullamlarak tanmsal ve

endiistriyel atiklarm biyolojik yikimimin ve degerlendirilmesinin test edilmesidir. Bu
aragtirmada tarimsal atik olarak pamuk sap1 ve endiistriyel atik olarak zeytin yag
fabrikas1 atiksuyu (ZYFA) ve vinas kullanilmigtir. Pamuk sapi, pamuk hasadindan sonra
bir yan iiriin olarak Tirkiye'de yida ortalama 700.000 ton olusan bir tarimsal atiktir.
Vinas alkol fabrikas1 atik suyudur. ZYFA, zeytin yetisen Akdeniz Ulkelerinde yida
yaklagik 3.10" m™iin iizerinde iretilen ve yiiksek kirlilik potensiyeline sahip olan bir
atiktrr.

Bu ¢ahgmada ilk olarak, dort beyaz-¢irikeiil fungusun (C. versicolor, F. trogii,
P. sajor- caju, P. chrysosporium) lignin giderim yetenekleri yan kati1 fermentesyon
esnasinda belirlenmistir. Bu deneyler esnasinda sentetik ve dogal kiiltiir ortamlann (ZYFA
ve vinas) kullamlmugtir. En yiiksek lignin giderimi P. chrysosporium ile %44 olarak
%30'Tuk ZYFA kiiltiir ortaminda elde edilmigtir.

Diger yandan, bu funguslarnn hiicre digt enzim iretim aktiviteleri test edilmis ve
ligninaz, Mn-peroksidaz ve NADH-peroksidaz aktikviteleri saptanamamugtir. Fakat, C.
versicolor, F. trogii ve P. sajor- caju yiksek lakkaz, seliilaz, amilaz ve ksilanaz aktivitesi
gostermistir. P. chrysosporium ile ekstraseliler lakkaz aktivitesi belirlenememigtir fakat
yiksek seliilaz, amilaz ve ksilanaz aktiviteleri saptanmigtir. Aynt zamgnda beyaz glirukgiil
funguslann lakkaz aktivitesi Uzerine endiistriyel atiklarin indiikleyici etkileri oldugu
belirlenmigtir.

Bu beyaz giiriikk¢iil funguslar ile endiistriyel atiklarin biyolojik yikimi da test

edilmigtir. Sonuglarimiz ZYFA ve vinasin beyaz ciiriikgiil funguslarla inkiibasyonu



sonucu endiistriyel atiklann KOI, fenol ve renk iceriginde giderimler oldugunu ve
yiiksek bir lakkaz aktivitesinin olustugunu gostermektedir.

Vinas kiiltiir ortamindaki en yiiksek KOI giderimi F. #rogii ile pamuk sap1 ve
vinas kiiltiir ortaminda (%30) % 62 olarak gézlenmistir. En yiiksek renk giderimi C.
versicolor ile pamuk sap1 ve vinas kiltir ortaminda (%10) %71 olarak saptanmugtir.
ZYFA Xiiltiir ortamindaki en yiiksek KOI giderimi F. trogii ile pamuk sap1 ve ZYFA
kiiltiir ortaminda (%30) %51 olarak gézlenmistir. En yiiksek fenol giderimi C. versicolor
ile pamuk sap:i eklenmemis ZYFA kiiltir ortamunda (%30) %96 giderim olarak
saptanmugtir. En yiiksek renk giderimi P. chrysosporium ile pamuk sap1 ve ZYFA kiiltiir

ortaminda (%20) %58 olarak saptanmgtir.

Anahtar Kelimeler. Lignin Giderimi, Lakkaz, Seliilaz, Ksilanaz, KOI giderimi, Fenol

giderimi, Renk Giderimi, Pamuk Sapi, Zeytin Yag1 Fabrikas1 Atiksuyu, Vinas



SUMMARY

The aim of this study was to test the biodegradation and evaluating the
agricultural and industrial wastes with white rot fungi. In this research cotton stalk,
agricultural and industrial wastes vinasse and olive oil mill wastewaters (OOMW) were
used. Cotton stalk is a by-product of cotton cultivation and is available at around
700.000 tons, annually in Tiirkiye. Vinasse is a waste water of alcohol production plant.
OOMW has high pollution potential and annual OOMW production in the
meditterranean olive- growing countries is estimated to be over 3.10” m’.

First of all in this study the lignin degradation capacity of four white rot fungi
(Coriolus  versicolor, Funalia trogii, Pleurotus sajor-caju, Phanerochaete
chrysosporium) was determined during the semi solid-state fermentation. During these
experiments, synthetic and natural culture media such as OOMW and vinasse were used.
P. chrysosporium showed the highest lignin degradation capacity with 44% in OOMW
medium (30%).

On the other hand, extracelullar enzyme production activities of these fungi were
tested and no ligninase, Mn- peroxidase and NADH-peroxidase activities were
determined. But, C. versicolor, F. trogii and P. sagjor- caju exhibited high laccase,
cellulase, amylase and xylanase activities. P. chrysosporium had no extracellular laccase
activity. P. chrysosporium showed high cellulase, amylase and xylanase activities. Also,
inducible effect of these two industrial wastes on laccase activity of white rot fungi were
determined.

Biotechnological degradation of industrial wastes with these white rot fungi was

also tested. Our result showed that incubation of OOMW and vinasse with white rot



fungi reduced COD, phenol and color contents of industrial wastes and caused high
laccase activities.

F. trogii showed the highest 62% COD removal ability in cotton stalk and vinasse
culture medium (30%). Highest 71% color removal was obtained C. versicolor in cotton
stalk and vinasse culture medium (10%). F. trogii showed the highest 51% COD
removal ability in cotton stalk and OOMW culture medium (30%). Highest 96% phenol
removal was obtained with C. versicolor in OOMW culture medium (30%) without
cotton stalk. Highest 58% color removal was obtained with P. chrysosporium in cotton

stalk and OOMW culture medium (20%).

Key Words: Lignin Degradation, Laccase, Cellulase, Xylanase, COD Removal, Phenol

Removal, Color Removal, Cotton Stalk, Olive Oil Mill Wastewater, Vinasse
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1. GIRiS

1.1  Genel Bilgiler

Son yillarda tiim diinyada kargilagilan ¢evre kirliligi problemi, dogada normal
olarak stiregelen dengeleri bozar duruma gelmis ve insanlifin gelecegi ile birlikte
diinyamin gelecegini de tehdit eder diizeylere ulasmistir. Ozellikle 19. yiizyilda
baglayan ve hzla gelisen endiistrilesme gevre kirliliginin temel nedenlerinden birisidir.
Endiistrilesmenin planl olmamasi ve g¢evre faktOriiniin g6zardi edilmesi dogal
kaynaklarn kirlenmesi ile sonuglanmaktadir. Ayrica artan diinya nifusu aym zamanda
artan oranda atifin ekosistemde birikmesine neden olmakta ve bu atiklarin pek ¢ogu
ciddi gevre problemlerini birlikte getirmektedir.

Giinimiizde sanayilesmenin ulagtif1 asama, ¢evre kirliligine karg: bilingli bir
sekilde savagmayr gerektirmektedir. Iginde yasadifimiz yiizyil, sanayilesmenin
hizlanmasina, ilerlemesine, diinya niifusunun artmasina ve beslenme sorununun ortaya
¢ikmasina tamk olmustur. Kisaca, 20. yiizyllda hizla artan tiretim, dogamn ¢ok daha
hizh bigimde kirletilmesine yol agmigtir (Cevre Sorunlari, 1991).

Cevre degerlerine 6nem veren sanayilesen iilkeler, bir yandan sanayinin neden
oldugu kirliligi ortadan kaldumak igin buyiik paralar harcarken, bir yandan da azalan
dogal kaynaklar igin gareler aramaktadirlar. Buna kargin sanayilesmemis fakir ilkeler
ise, niifusla birlikte artan ihtiyaglarim karsilayabilmek igin, topragi, ormam ve diger
dogal kaynaklan agint bir gekilde kullanmaktadirlar. Bu noktada kalkinmamn geregi

olan sanayilesme ve ¢evre degerlendirmelerinin birbine kargit degil, tamamiayan iki



unsur olduklan anlagilmaktadir. Bu nedenle ginimiizde artik, kalkinma m yoksa
¢evre mi Onemlidir tartigmalant yerine, " Cevre degerlerini koruyarak nasil
sanayilegebiliriz? Kalkinmanin devamliifim saglamak igin azalan dogal kaynakiari
nasil koruyabiliriz? Kisaca daha az kullanarak daha fazla nasil Gretebiliriz" sorularina
cevap aranmaktadir (Sanayi ve Cevre, 1993).

Endiistrinin olusturdugu kirlilikleri kisaca; fiziksel, kimyasal ve biyolojik kirlilik
olarak siralayabiliriz. Mikroorganizmalar atiklann karbon ve enerji kayna@i olarak
yikarlar. Fakat dogaya (alici ortama) atidan atiklar mikroorganizmalarin
Oztuimleyebilecegi kapasitenin Ulzerine gikarsa ekosistemdeki dengenin bozundugu
gozlenir. Bunun sonucu, kirlenme ve en kotiisi dogamin bozunmasidir. Yine
mikroorganizmalarin dogaya verilen bitin atiklan yikmalarn miimkiin  degildir.
Ozellikle ksenobiyotikler mikrobiyal yikima direngli olduklarindan dogada geri
dontigimsiiz bozunmalar olugtururlar. Gunimizde gelismis iilkelerde atiklarin
olugturacagi problemler gorildiginden ve belirli bir bilinglenme asamasina
gelindiginden atiklari 6n depolama ve artma sistemleri gelistirilmigtir. Fakat yine de
tiim atiklar i¢in bu sdylenemez. Bu sistemlerin gelistirilmesi saghkh ve uzun émiirli bir
toplum i¢in birinci koguldur.

Endiistriyel atiklar alict ortam olarak suya, topraga ve atmosfere verilmelerine
bagh olarak farkl kirlilik kriterlerine neden olmaktadir ( Tiirkiye ¢evre sorunlan vakfi,
1989 ). Endistriyel atiklar, 6zellikle suya ulastif zaman atigin icerigi ile dogru orantili
olarak ciddi problemler ortaya ¢ikabilirr Bir gole endiistri atifimn verilmesi

otrofikasyona yol agabilir.



Guniimiizde ¢evre kirlilifine yol agan atiklarn antilmasi vefveya
degerlendirilmesi i¢in yogun aragtirmalar yapilmaktadir. Ozellikle biyoteknolojinin ve
endiistriyel mikrobiyolojinin attii dev adimlar bu yondeki caligmalara temel tegkil

etmektedir.

1.2  Biyoteknoloji

Biyoteknoloji, mikroorganizmalann, hiicre ve doku kiiltiirlerinin ve bunlarin
cesitli kisimlarimin teknik uygulama potansiyelinden yararlanmak amaci ile biyokimya,
mikrobiyoloji ve mithendisligin entegre bir uygulamasidir. Biyoteknolojinin ¢aligma
alanlari, diinya tizerinde yaygm problemiler ile sikx iligkilidir. Ornegin; protein iretimi
ve insan beslenmesinin garantiye alinmasi, hammadde ve enerji stoklarinin daha verimli
degerlendirilmesi, insan ve hayvan sagligim koruyucu bilegiklerin iiretilmesi, bitkilerin
biyolojik korunmasi, bulasici ve salgin hastaliklar ile savas, atik su artilmasi, gevre
korunmasi ve atiklarin yeniden degerlendirilmesi gibi ( Telefoncu, 1995).

Biyoteknolojik uygulamalarda gogu kez gevreye zarar vermeyen teknikler
kullamlir. Bu uygulamalann enerji ihtiyact azdir, yiiksek basing gerektirmez ve oda
sicakligi veya daha dusuk sicakhiklarda gergeklestirilir. Cevreyi kirleten atiklarin
degerlendirilmesi ve mikroorganizmalar yardum ile pargalanmasi da biyoteknolojik
yontemlerle miimkiindiir (Telefoncu, 1995).

Biyoteknolojiyi gesitli alt dallara ayirabiliriz.

Bunlar; 1- Fermentasyon Biyoteknolojisi

2- Enzim Biyoteknolojisi



3- Atik Biyoteknolojisi

4- Cevre Biyoteknolojisi

5- Yenilenebilir kaynak Biyoteknolojisi
6- Genetik Miihendislik

Biyoteknolojinin alt dallari aslinda birbiri ile igigedir. Ornegin; ¢ogu zaman
atik, ¢evre ve fermentasyon teknolojisinin igige oldugunu gézleriz.

Biyoteknolojik Uretim yontemlerinde bakteriler, mayalar, mantarlar ve
alglerden yararlanilmaktadir. Biyoteknoloji alanindaki son gelismeler endiistriyel
funguslarin 6nemini ve gereklilifini kanitlamaktadir. Yaklagik 120.000 fungus tiri
bilinmekte ve bunlarin pek ¢ogu endiistrivel olarak 6nemli bulunmaktadir.
Biyoteknolojik ¢alismalarda beyaz giiriikgiil funguslar tizerindeki ilgi, ¢ok gesitli atik
ve ksenobiyotikleri yikabilme ve de gesitli enzimleri sentezleyebilme yetenekierinden

dolay, giin gectikce artmaktadir (Yesilada, 1992).

1.3  Beyaz Ciiriikg¢iil Funguslarin Biyoteknolojide Kullanimi

Beyaz ¢inik¢il funguslar Basidiomycetes sintfina dahil olan ve son 10 il
iginde hizla gelisen oranda biyoteknolojinin hemen hemen her konusunda uygulama
alam bulabilen funguslardir. Bu funguslar esas olarak odunda ¢iiriimeye neden olan
funguslardir.

Genel olarak lignoseliilozik maddelerde ¢iiriimeye neden olan i¢ tip fungus
vardir. Bunlar ; 1) Kahverengi ¢iiriik¢iil funguslar ; odunsu érneklerde lignini kismen

pargalarken, selilozu ve hemiselilozu tamamen pargalamaktadir ve odunda



kahverengi ¢iiriimeye neden olmaktadir. 2) Yumusak ¢iiriik¢iil funguslar ; Lignin
yikimina gore polisakkarit yikimimi daha ileriye gotiren bir clirimeye neden
olmaktadir. 3) Beyaz giirtikgiil funguslar ise lignin yikim yetenekleri yiiksek olan
funguslardir ve odunda beyaz giiriimeye neden olurlar ( Rodriguez , 1988).

Beyaz ciiriikgiil funguslar lignin yikim yeteneklerinden dolay1 lignolitik
funguslar olarakta adlandinlirlar ve yiiksek enzim sentez kapasitesine sahiptirler.
Lakkaz, peroksidaz, ligninaz, glukoz oksidaz, NADH- peroksidaz (NADH oksidaz),
Mn-perosidaz gibi enzimleri hiicre dist ve hiicre i¢i olarak sentezleyebilmeleri ¢evre
biyoteknolojisi agisindan 6nemlerini artirmaktadir.

Beyaz ¢iirikgil funguslar lignini yikabilmelerinini yamsira, aromatik
hidrokarbonlarin halkasal yapisim yiiksek oranda kirabilen tek okaryotik canl
grubudur (Yesilada, 1992).

Beyaz ¢irtikgiil funguslar kullamlarak yapilan biyoteknolojik ¢aligmalar
arasinda ; - Odun ve samandan lignin uzaklagtirilmast,

- Kagit fabrikas: atiklarindan lignin giderimi,
- Kagit hamurundan lignin giderimi,
- Protein iiretimi,
- Cesitli endiistriyel atiklarin yikimi ve renginin giderimi,
- Pestisitlerin yikimu,
- Komiiriin sivilagtirlmasi,
- Biosorption (metal uzaklagtirimu) sayilabilir.
19501%erin ortalarinda baglayan protein yetersizli§i mikroorganizmalarin insan

ve hayvan besini olarak kullamlmalarma olan ilgiyi artturmmstir. Giinimiizde tek hiicre



proteini terimi funguslar i¢inde kullamimaktadir. Mikroorganizmalann iiretiminde kat1
ve sivi substratlar kullandmaktadir. Ozellikle atiklar kullamilarak yapilan tek hiicre
proteini liretimi ¢aligmalaninda, esas amag atiklarin degerlendirilmesi, proteince zengin
bir yem iretimi ve sonu¢ olarak g:évre kirliliginin Onlenmesidir (Yegilada, 1992).
Seliiloz ve hemiseliilozun substrat olarak kullanildif bir ¢aligmada ise, Chaetomium
cellucolyticum ve Phanerochaete chrysosporium sugunun tanm atiklarim substrat
olarak kullanabildikleri, elde edilen driiniin amino asit diizeyinin tatmin edici oldugu
bildirilmigtir. Coriolus hirsitus, Coriolus versicolor ve Irpex lactus, tek hiicre proteini
kaynag olarak kullamlan diger funguslart olugturmaktadir. Ozellikle C. puberceus
tiriiniin protein oram %27'dir ve tek hiicre proteini olarak pek¢ok galismada konu
olmaktadir (Cetin, 1983).

Son yillarda komurin sivilagtinlmast olaymnda beyaz giiriikgiil funguslar
kullamlmaya baglanmugtir. Komiriin sivilagtinlmas: iki mekanizma ile meydana gelir.
Birincisi, enzim ile karbon baglarmn kinlmasi ; ikincisi ise alkali maddelerin meydana
gelmesi ile kominin sivilagtindmasidir. Beyaz ¢ilirtikgtil funguslar 6zellikle yapilan
odundaki lignine benzeyen diigiik kaliteli komiirleri ytkmada aktiftirler. Bu funguslar
tarafindan sentezlenen lakkaz ve ligninaz enzimleri aromatik g¢ekirdege bagh alifatik
zincirlerin karbon-karbon baglarim hidrojen peroksit yada oksijen kullanarak kirar.
Optimum sartlar altinda komiriin sivilagtinlmasi bir haftada gergeklesir ve agik
renkten siyaha kadar degigebilen renkte bir sivi olusur. Meydana gelen bu iiriin gesitli
gesitli  kimyasal iglemler i¢in besin kaynagi olarak kullanilabilir yada
mikroorganizmalarla gaz yakita gevrilebilir. Bu iiriinden kimyasal iglemlerle elde

edilene gore daha fazla biyogaz iiretildigi bildirilmektedir.



Giiniimiizde beyaz ¢ilirikgil funguslann kullamidigi bir bagka alan, metal
uzaklagtinm (biosorption) ile ilgili ¢aligmalardir. Metal uzaklagtinminda kullanilan
biyolojik sistemler genelde mikrobiyal sistemlerdir. Kullamlan mikroorganizmalara
bakteri, alg, kiif ve mayalar dahildir. Bu amag¢ i¢in ¢ok ¢esitli caligmalar yiiriitilmekte
ve yapilan ¢aligmalarda mikroorganizmalarla bakir, ginko, magnezyum, kadmiyum,
uranyum, kobalt ve kurgun gibi metallerin uzaklagtinmina ¢aligiimaktadir. Bu amagla
yapilan ¢aligmalarda canli hiicreler kullamlabilecegi gibi 6lii hiicreler de kullamlabilir.

Beyaz ciiriikgtl- funguslar, saf kiiltirlerde lignini CO, ve H;O'a yikabilme
yetenegi en fazla olan organizmalar olarak bilinir ( Gold ve Alic, 1993). Beyaz
cuirtikgiil funguslarin mikrobiyal delignifikasyonla lignin degradasyonunu ; fizyolojik,
biyokimyasal ve kimyasal olarak inceleyen Eriksson (1984), lignin degradasyonunda
fizyolojik gereksinimleri belirlemigtir. Buna goére bu kiiltiirler lignin degradasyonu igin
bir enerji gereksinimi gosterirler ve bu gereksinimi bitkisel 6rneklerdeki polisakkarit ve
dusik molekil agirhkh gekerlerle kargilarlar. Lignin yikimu  genellikle bu
organizmalarin sekonder (idiofazik) metobolizmalari esnasinda baglar ve bu faz
siiresince gelisme ortamindaki azot, karbon, siilfat ve fosfat gibi temel besi
elementlerinin kullamlmasi1 ve bunlarin minumuma ulagmasi sonucu lignin
degradasyonu devam eder. Ayrica ortamin oksijen konsantrasyonu ve ortamda glikoz
gibi daha kolay metobolize edilen bir kosubstratin varhg da lignin yikimim énemli
olgtide etkiler ( Gold ve Alic, 1993).

Lignin polimerinin parcalanmasinda belli bagh tepkimeler, oksidasyon
tepkimeleridir. Bunlar, propil yan zincirlerinde aynlmalar, metil gruplarinda

demetilasyon ve aromatik halka acgilmasi reaksiyonlan olarak kabul edilmektedir.



Metoksil gruplarimin guasil-siyringil birimleri arasinda demetilasyon olusur ve bunu
alifatik karboksilik asitlerin iiretilmesi ile aromatik halka agilmasi takib eder. Oksidatif
yan zincir kisalmasi da, aromatik karboksiller ve a-karbonil gruplan tretilirken ortaya
cikar (Pilon vd. 1982; Tien ve Kirk, 1984).

Ligninin biyolojik pargalanma mekanizmasi hentiz tam olarak anlagilamamustir.
Yapilan g¢aligmalar, pargalanmamin farklh iki mekanizma ile yiritildigi fikrini
vermektedir. Bunlar enzimatik ve enzimatik olmayan ¢esitli kimyasal oksidantlar ile
yuriitilen pargalanma mekanizmalandir ( Kirk, 1984 ). Ligninin pargalanmasinin
enzimatik oldugu fikrini savunanlar, dort oksidatif enzimin bu siiregte gorev aldigim
ileri siirmiiglerdir ( Palmer ve Evans, 1983 ).

Bunlar ; 1- Fenoloksidazlar olarak bilinen lakkaz ve 2- Peroksidaz (Ander ve
Eriksson, 1976)., 3- Alkoloksidazlar (Palmer ve Evans, 1983), 4-
Sellobiyoz:kinonoksidorediiktaz (COR) (Westmark ve Eriksson, 1974).

Yapilan bir galigmada ligninin beyaz giiriikgtil funguslarla par¢alanmasinin gok
kompleks reaksiyonlarla olugtugu bildirilmigtir. Bunlarin baginda peroksidatif ve
oksijenatif enzimlerin pH 3.0'de maksimum aktivite gostermek kosulu ile lignini
okside ettigi ve C, ve Cg zincirlerinin agilarak son gruplarin olugmasi ile ligninin kismi
depolimerizasyonunun sekillendigi rapor ;:dilmistir. Aynica olayda dehidrojenatif
enzimlerin rol oynadig ifade edilmistir (Crawford ve Crawford, 1984).

Hem non spesifik, hem oksidatif ve hemde lignin yikici 6ze‘11igi en iyi ¢aliglan
beyaz gliriikg¢til fungus Phanerochaete chrysosporium’dur. Lignin model bilésenlen'nin
ve ligninin beyaz ¢liriik¢iil artiklanmin kimyasal analizi yapildii zaman yan zincir

kirilmast ve aromatik halka agilmasi reaksiyonlarimin aym anda olustugu gézlenmistir



(Gold ve Alic, 1993). P. chrysosporium'un lignolitik sistemi bu organizmanin
sekonder metobolik fazimn bir bilesenidir. Lignin yikici sistemin, sadece primer
biiytime fazindan sonra aktive oldugu bildirilmistir (Crawford ve Crawford, 1984).

Beyaz giritkgtl funguslarla 1970'lerden sonra yapilan aragtirmalarda lignin
yikimum etkileyen en 6nemli faktorler sirasi ile gu sekilde belirlenmigtir ; (1) Yiiksek
oksijen basinci, (2) Misellerin izl bir sekilde gogalabildigi batik kiltiir teknidi, (3)
Uygun tampon sistemleri, (4) Uygun seviyede mineral ve eser elementlerin bulunmasi,
(5) karbon-azot orammn diizenlenmesi, (6) Uremeyi smirlayici besinsel azotun
ayarlanmasi.

Odunun kimyasal yapisi, 6zellikle lignin oram kagit hamuru firetimi esnasinda
hamurun verimine ve agartilabilme niteliine etki eden 6nemli bir faktor olarak géze
carpmaktadir. Yiiksek seliiloz ve diigiik lignin orani, hamurun verimini olumlu yonde,
ekstraktif madde oramnin yiiksekligi ise olumsuz y6nde etkiler.

Ister endiistriyel isterse laboratuvar kosullarinda olsun, kagit hamuru baghca 3
ana yontem ile elde edilir. Bunlar; 1) Kimyasal yontemler, 2) Mekanik yontemler ve 3)
Yan kimyasal yontemlerdir.

Kagit hamuru tiretiminde kullamlan hammaddelerin baginda yer alan odun ve
diger bitkiler oldukga kompleks bir yapiya sahip oldugu igin bu yapiy1 olugturan
kimyasal bilegiklerin hamur elde edilmesinde kullamlan kimyasal maddelerle ne sekilde
bir reaksiyona girdigi biitin agikligi ile anlagilamamgtir. Ozellikle lifsel yapidaki
hucrelerin geperini olusturan seliloz ve lignin, kullamlan kimyasal ve mekanik
islemlere karg1 farkh ozellikler géstermektedir. Bu nedenle, bu uygulamalarda daha

¢ok enerji titketiminin yamsira, elde edilen kiigiik odun pargalarmin kimyasal pisirme
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¢ozeltilerine, ozellikle asidik yapidaki pigirme g¢ozeltilerine karsi ¢ok duyarh oldugu
bilinmelidir. Pigirme ¢ozeltisinin, seliilozu daha siddetle degradasyona ugratacagi bu
durum, elde edilen hamurun fiziksel niteliklerinin zayif olmasina ve verimin diigmesine
neden olur.

Kagit hamuru tretiminden 6nce, odun kiymikian, suyu alinnmmg seker kamugi
veya samamn funguslar ile biyoteknolojik anlamda 6n igleme tabi tutulmas: siklikla
"Bio-pulping" yada "biyolojik kagit hamuru iiretimi" olarak ifade edilir. Mekanik ve
kimyasal kagit eldesi siireglerinde bu tip bir biyolojik 6n iglem uygulandi®h zaman
Ozellikle lignin gideriminin saglanmasindan dolayr %30-40 oraminda enetji tasarrufu
saglanmaktadir (Eriksson ve Valender, 1980).

Daha 6nce yapilan bir ¢aliymada beyaz ¢liriikgiil funguslar ile pamuk sapinda
20 giinliik inkiibasyon sonucu % 22-25 lignin giderimi saglanabilmistir (Sik, 1994). Bu
sekilde biyolojik yolla lignin giderimi saglanmug odunsu materyalden elde edilecek
kagit hamurunun agartilabilme kapasitesi yiikselecek ve siireg esnasinda lignin

giderimine yonelik kimyasal siire¢ kisaltilmig olacaktir.

1.4  Cahsmada kullanilan Tarmmsal Ve Endiistriyel Atiklarm Ozellikleri

1.4.1 Pamuk sap:

Ulkemizde, kagit Gretim endistrisinde temel hammadde kaynagi olarak

kullanilan ormanlarimizin hizla tiikenmesi ve yerine yenilerinin ¢ok zor yetigtirilmesi

bizleri, yeni hammadde kaynaklar1 bulmaya zorlamaktadir.
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Ozellikle ormanca fakir yada mevcut ormanlarindan kadit endistrisine yeterli
hammaddeyi verecek giicte olmayan ilkeler i¢in, lifsel yapidaki tek ydlik bitkilerin
veya bu bitkilerin artiklanmin kagit endistrisinde hammadde olarak kullamimalar
biiyiik 6nem tagimakta olup, bu tip iilkelerin kagit endiistrileri hammaddelerinin
¢ogunu yillik bitkilerden temine dogru siiratli bir yonelim igerisindedirler ( Bostanct,
1987).

Ulkemizde, lifsel yapidaki yilhk bitkiler ile bu bitkilerin artiklarindan
faydalanma heniiz baslangi¢ kademesindedir. Tiirkiye'nin yillik bitki potansiyeli Tablo
1.1'de gosterildigi gibi tahmin edilmektedir (Bostanci, 1987)

Tablo 1.1'de de goriildugiu gibi pamuk sapi iilkemizde 6nemli miktarlarda
olusan bir tarimsal atiktir. Kullamm alam oldukga kisith olan bu tanimsal atik, pamuk
hasat edildikten sonra genellikle tarlada kalmakta ve ¢ogunlukla yakacak olarak
kullamlmaktadir. Pamuk saplan tarlada kaldig zaman, toprak yiizeyinden sabanla
topraga kanstirilmaktadir. Bu uygulama, toprakta yavas dekompozisyondan dolayi,
Uretimde zorluklara, zararlllarda ve pamuk hastaliklaninda artisa yol agmaktadir
(Kerem vd., 1992).

Pamuk Tiretilen iilkeler arasinda Tiirkiye 8. sirada yer almaktadir. Ulkemiz gibi
pamuk tretiminde dnde gelen tlkelerden birisi olan Hindistan'da son 10 yilda pamuk
sap1 ile ilgili olarak pek ¢ok ¢ahiyma yapilmigtir. Bu galigmalar, 6zellikle pamuk sapinin
kagit uretimi igin hammadde olarak kullanilabilirligi {izerine yogunlagmgtir. Yapilan
bu galigmalar sonucunda, pamuk saplarimn kagit iiretimine uyguntugu ile ilgili pekgok
sonug elde edilmistir (Pandey ve Shaikh, 1986 ; Balasubramanya, 1989 ; Shaikh,

1990).
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Tablo 1.1 Tirkiye'nin yilhik ikincil Griin potansiyeli ve seliilloz oranlari

Bitkinin Adi Yilhk Miktan

Bugday samamn 25.000.000 Ton
Aygicegi sap1 2.250.000 Ton
Pamuk sap1 700.000 Ton
Uziim sap1 600.000 Ton
Piring sap1 300.000 Ton
Tiitiin sapt / 250.000 Ton
Gol kamist 200.000 Ton
Masir sap1 150.000 Ton
Haghag sapt 25.000 Ton

Ulkemizde, zirai atiklann selilloz-kagit sanayiinde kullanilabilmesi iizerine
caligmalar, SEKA/Izmit miiesseselerinde yapimakta olup, pamuk saplarmm kagit
retimi igin uygunlugu ile ilgili pekgok veri elde edilmigtir. Bu galigmalarda, pamuk
saplarinin kagit Gretiminde kullanilabilirli§ini zorlastirabilecek tek problem elde edilen
seliilozun agartilabilme kapasitesinin digiik olmasidir. Fakat, kagit hamuru iretiminde
halen kullanilan bugday samam ile kiyaslandif1 zaman elde edilen seliilozun 6zellikleri
pamuk sapimn bu amagla kullamlabilecegini gostermektedir (SEKA-ARGE raporu).

Pamuk sapy, fibrilli sert odun yapisinda olan ve seliiloz igerigi yiiksek olan bir
tarmmsal atik olmasindan dolay: kagit tiretim endiistrisinde hammadde kaynag: olarak
kullamlabilir bir atiktir. Bu atifin kullamimasi hem endiistriyel agidan bir yarar
saglayacaktir ve hemde tanmsal bir atigin kullamm alanmin geniglemesi nedeniyle

cevre kirliliginin 6nlenmesi bakimindan avantajlar saglayacaktir.
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Pamuk sapimn seliloz igerii, pamugun tiriine, iklim kosullarina ve
yetigtirilme ortamlarina bagh olarak kiiciik degisiklikler gostermektedir. Yaptigimiz
caligmalarda, pamuk sapmun selilloz igerigi yaklagik %5012 olarak tespit edilmigtir.
Pamuk sapinin seliiloz igerigi, ¢esitli odun 6rneklerinin (kagit tiretiminde kullanilan)
selilloz igerii ile kargilagtinldis zaman, kara ¢amda %47.50, kayinda %42.50,
kavakta %30, arpa samamnda %35.30'dur (Unyayar, 1988 ; Gok, 1985; Sik, 1994).

Yukarida bahsedilen odunsu érnekler ile karsilagtinldigi zaman, pamuk sapin

seliiloz igerigi agisindan kagit tretimine uygun bir hammadde oldugu soylenebilir.

1.4.2 Zeytin yag fabrikas: atiksuyu (ZYFA)

Zeytinden yag iretimi iki yolla yapilmaktadir. Bunlardan birincisi ve daha eski
olan yontem press (kesikli) sistemi, digeri ise siirekli sistem olarak tammlanan bir
yontemdir. Hangi Uretim sistemi ile dretiliyor olursa olsun, zeytin yag iiretimi
sirasinda yiiksek kirlilik kriterlerine sahip svi bir atik tretilmektedir. Tablo 1. 2'de
sirekli ve kesikli sistem ile zeytin yagi Uretimi sonucunda olugan iki atiin
kargilagtinimas: yapilmugtir.

Zeytin yag fabrikasi atiksuyu farkh ilkelerde farkh gekilde tammlanmaktadir.
Turkiye'de de bu atik igin "Kara su" terimi kullamlmaktadir. Zeytin yag iretimi
sirasinda bir yag faz (%20), bir kati kahnti (%30) ve birde svi faz (%50)

olugmaktadir (Yesilada vd.1995). Bu siv1 faz kara su olarak adlandirilan siv1 atiktir.
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Tablo 1.2 Siirekli ve kesikli islem sonucu olugan zeytin yag: fabrikas: atiksuyunun

icerigi (Hamdi, 1993)*

Parametreler Kesikli iglem Siirekli iglem
pH 4.5-5 47-52

KOI 120-130 45-60

BOI 90-100 35-48
Askida kat1 1 9

Toplam kati 15 5

Inorganik kat: 105 55

Ugucu kati 0.5-1 3-10

* Degerler g/l olarak verilmigtir.

Zeytin fabrikas1 atifinin organik kismu seker, tannin, polifenol, polialkol, pektin
ve lipid icermektedir. Seliilloz ve pektinin yamsira rafinoz, mannoz, sakkaroz,glukoz,
arabinoz ve ksiloz gibi basit sekerleri de icermektedir. Yine organik asitlerden de
fumarik asit, gliserik asit, laktik asit, malik asit ve malonik asiti igermektedir. Tim
amino asitlerinde bu atikta bulundugu bildirilmigtir. En bol bulunan aminoasitler
aspartik asit, glutamik asit, prolin ve glisin gibi aminoasitlerdir. Yine pekg¢ok fenol bu
atik igerisinde bulunmaktadir. Bu atik igerisinde biitiin minerallere rastlamlmgtir. En
bol bulunan mineraller sodyum, potasyum, kalsiyum ve fosfordur (Hamdi, 1993).

Atugin toprak, bitki ve sucul yasam tizerinde olumsuz etkilerinin bulundugu
yapian ¢aligmalarda bildirilmistir (Gonzales vd. 1990 ; Perez vd. 1988). Atk

icerisinde pekgok fenolik madde saptanmugtir (Tablo 1.3).
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Tablo 1.3 Zeytin yag: fabrikas: atiksuyunda saptanan fenolik ve aromatik Maddeler

(Sanjust vd. 1991 ; Hamdi vd. 1991).

Fenolik ve Aromatik Maddeler
Protokategsuat Oleuropein
p-hidroksibenzoik asit Tannin
p-hidroksibenzaldehit Polifenoller
Vanillik asit Siringat
Siringaldehit Kaffeik asit
p-kumarik asit Ferulik asit
Gallik asit Sinapik asit
p-hidroksifenilasetat Tirozol
Sinnamat Hidroksitirozol

Gonzales vd. (1990), atifin antibakteriyel etkisinden diigiik molekiil agirhkh
bilegiklerin, koyu renginden ise yiiksek molekiil agirlikli bilesiklerin sorumlu oldugunu
bildirmiglerdir. Atigin rengi fabrikaya, iglenme tipine ve kullamlan hammaddeye bagh
olarak degismektedir. Bu atigin kirlilik problemi ile kars1 karstya olan iilkeler ya bu
ati1 elimine etmeye veya degerlendirmeye ¢alismaktadir.

Yag fabrikas: atiklart nehire direkt olarak verildikleri dénemde koyu bir renk
olusturmaktadir. Bu atifin nehirlere direkt olarak verilmesi sonucunda nehrin
¢oziinmiis oksijen icerifi azalmakta, bunun yamsira organik yiikii gosteren potasyum
permanganat tiikketim kapasitesi ve K, Fe, Mn ve toplam inorganik kat1 miktar
artmaktadir. Yine atik girdisine bagh olarak her yil balik populasyonlarinda oliimler

oldugu bildiriimektedir (Cabrera vd. 1994).
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Zeytin yag fabrikasi atiksuyunun degerlendirilmesi igin yapilan galigmalan

asagidaki bagliklar ile siralayabiliriz :

1- At1Zin bitkilere giibre olarak kullaniimast

2- Atigin hayvanlara besin olarak kullamlmasi

3- Atigin besiyeri olarak kullamlmas: siirecinde protein tretilmesi
4- At1igin besiyeri olarak kullaniimast siirecinde enzim tretimi

5- Atiktan antioksidant eldest

6- Biyogaz tiretimi

7- Biyosiirfaktan Gretimi

Ayrica bu atigin antimu igin yiritilen ¢aliymalar esnasinda aerobik aritim,
anaerobik artim, aerobik-anaerobik aritim ve direkt olarak buhariastirma ile artim
yontemleri kullamlmaktadir.

Yukarida bahsedilen yontemler kullamlarak gergeklestirilen atik aritim
islemleri sonucunda kimyasal oksijen istemi (KOI) ve fenol giderimi saglamrken renk
giderimi ya hi¢ olmamakta veya ¢ok az olmaktadir (Hamdi vd. 1992 ; Hamdi ve
Garcia, 1993).

Bu nedenle son yillarda ZYFA'nun koyu rengini gidermek igin beyaz ¢iiriikgiil
funguslar kullamlmaktadir. Yapilan ¢aligmalar sonucunda beyaz giiriikgiil funguslar ile
islem gérmily ZYFA'da yiiksek KOI, fenol ve renk gideriminin saglanabilecegi rapor
edilmistir (Yesilada vd., 1998 ; Sayadi ve Ellouz, 1992 ; Vinciguerra, 1995).

Yukanda, atigin degerlendiriimesi igin yapilan ¢alismalardan bahsederken,
atigin 6nemli kullamm alanlarindan birisinin besiyeri olarak kullanma siirecinde enzim

dretimi  oldugunu gormekteyiz. Calijmamuzda bu amagla atifin farkh
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konsantrasyonlarimn enzim iretimi lzerine olan etkisine bakilmiy ve bu uretimi
arttirict etkisi olabilecegi digtinilen lignoselliilozik kaynak olarak kiiltiir ortamlarina
pamuk saplan ilave edilmigtir. Bu siire¢ sonunda, hem atigin KOI, fenol ve renk
gideriminin artiriimas: ve hem de pamuk sapindan lignin giderimi esnasinda ZYFA'nun
besiyeri olarak degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Atigin yiksek kirlilik degerlerine ulagabilmesi, bitki, sucul yagam, toprak
mikroorganizmalan Uzerindeki olumsuz etkisi ve anaerobik arntimimin zorlugundan

dolay1 bu atifin antim ve degerlendirilmesi icin alternatif yontemlere ihtiyag vardir.

1.4.2 Alkol fabrikas1 atig1 ( Slempe= Vinas)

Fermentasyon endiistrisi olmast nedeni ile alkol fabrikalanimin atik suyu
pargalanabilir maddeler agisindan zengindir. Atik suda bulunan maddelerin biiyiik bir
kismm alkol uretiminde substrat olarak kullamlan melastan ileri gelmektedir. Pekgok
fermentasyon atiginda oldugu gibi organik ve inorganik maddelerce gok zengindir.
Alkol iretimi sirasinda 1 litre alkole karsitkk 11-13 litre vinas olugmaktadir. Vinas
yuksek oranda azot ve fosfor igermektedir. Cesitli vitaminler ve aminoasitler de
vinasda bulunmaktadir . Tablo 1.4'te vinas'in igerigi verilmistir (Koutinas vd., 1991 ;
Yazicioglu vd., 1980).

Zengin organik ve inorganik yapisi nedeni ile, vinasmn fabrikadan ¢iktigi formda
araziye atilmast hem ekonomik kayiplar olusturmakta ve hemde gevre kirliligine neden

olmaktadir.



Tablo 1.4 Vinas'in igerigi
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pH

Renk

KOI (g
BOI &N

Toplam kat1  (g/1)
Askidakat1  (g/)
Toplam azot (g/1)

Stilfat &)
Etanol g
Gliserol 7))
Asetik asit  (g/1)
Propiyonik asit(g/1)

Bitirik asit ~ (g/1)
Laktik asit  (g/1)
Stiksinik asit (g/1)

4.89
Koyu
70
60
98.4
6.4
3.9
29
50
52
2.8
0.0
0.0
10.0
0.5

Bu gesit atiklar topragin oOzelligini ve bitki biyiimesini kéti yonde

etkilemektedir (Algur ve Kadioglu 1989 ; Orug¢ ve Gok 1990 ; Srivastave ve Sahai

1987).

Arastincilar vinasin gok koyu bir rengi oldugunu ve vinasin renginin normal

mikrobiyolojik artim prosesleri ile giderilmedigini bildirilmektedir. Bu rengin biiyik

bir kirlilik problemi olusturdufu ve mutlak suretle giderilmesi gerektigi rapor

edilmigtir (Ohmoma vd., 1988 ; Sirianuntapiboon vd., 1988).

Alkol ve maya ureten pekgok iilkede, bu atik madde kirlilik problemi

yaratmaktadir. Atk suyun Kkirlilik derecesi 6ncelikle fermentasyona ugramamus

maddelerin miktarina baghdir. Melas kuru maddesinin tigte biri mayalar tarafindan
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asimile edilemeyen organik ve inorganik maddelerden olugmaktadir. Vinasin ¢ok
diigiik pH'ya sahip olmas: alict ortam agisindan dezavantajlar yaratabilir. Alici ortam
olarak sulara verildiginde, oksijen dengesini bozmaktadir. Kanalizasyona verildigi
durumlarda, ¢ok yiksek oranlarda seyreltilip verilse ve atiksu artilsa dahi suyun
rengini etkilemektedir (Algur ve Kadioglu, 1989 ; Kida vd. 1991 ; Pena vd. 1986 ;
Taygun 1984 ; Totti ve Nicoli 1987 ).

Ozellikle Malatya, Eskigehir ve Erzurum fabrikalarinda biiyiik bir potansiyel
atik olan vinas degerlendirilmemektedir. Diinyadaki baz isletmelerde ise vinas, metan
tiretiminde kullanmilmakta ve degerlendirilmesi yoniine gidilinektedir (Yegilada 1992).

Vinasin biyogaz lretiminde substrat olarak kullamldifi ve biyogaz verimini
artirdim rapor edilmigtir (Kida vd. 1991 ; Koutinas vd. 1991). Vinasin
degerlendirilmesi agisindan kurulan diger bir g¢alijmada, hayvan besini olarak
kullamlabilirligi denenmig ve bu ¢aligma sonucunda vinasin diigiik protein ve enerji
iceriginden &tiirti hayvan yemi olarak kullamlamayacag bildirilmistir (Weigand ve
Kirchgessner 1989).

Yapilan bazi ¢aligmalarda, vinasin besiyeri olarak kullanilmasiyla, cesitli bitki
biiytime hormonlarimn tretilecegi ve bu atigin degerlendirilebilecegi bildirilmektedir
(Aksoz vd. 1991 ; Yesilada vd. 1990). Vinasin zengin organik ve inorganik igeriginin
olmasi, bu atign besiyeri olarak yiiksek enzim kapasiteli funguslarca kullanilabilecegi
fikrini vermektedir. Giinimiizde vinasin degerlendirilmesi ve antimasi ¢aligmalar
surdiiriilmektedir. Yesilada ve Figkin (1996) vinasin renginin gideriminde beyaz

guriikgiil funguslann kullamlabilecegini rapor etmigtir.
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Calismamzin 6nemli bir kismu yukarida s6zii edilen tarimsal atik (pamuk sap1)
ve endistriyel atiklarin (zeytin yag: fabrikast atigt ve alkol fabrikast atig)
degerlendirilmesi ve antilmas ile ilgili olarak planlanmugtir. Bu amagla, yiiksek hiicre
dis1 enzim sentez kapasitesine sahip olan beyaz guriikgiil funguslar ile atiklar igleme
tabi tutulmugtur. Bu siiregte pamuk saplarindan lignin giderimi, endiistriyel atiklardan
ise renk, fenol ve KOI giderimi arastirilmig ve beyaz giiriik¢til funguslarin bu amag igin
kullamlabilirligi test edilmigtir.

Caligmanin difer bir agamasinda, endiistriyel atiklanin besiyeri olarak
kullanilmalan sirasinda sentezlenen hiicre dist enzimlerin aktivitelerinin aragtirilmasi ve
enzimlerin ¢esitli kosullarda aktivite deZigimlerinin saptanmasi amaglanmistir. Bu
¢alismalann sonuglan suni besiyeri olarak kullanilan stok temel ortam (STO) ve
zenginlestirilmig suni besi ortamlarinda yapilan ¢aligmalar ile kargilagtinlmgtir. Aym
zamanda distile su ortamina sadace karbon ve azot kaynag farkli konsantrasyonlarda

eklenerek etkileri test edilmigtir.

1.5  Lignolitik Enzim Uretimi

Lignin yikma yeteneklerinden dolay: lignolitik fungusiar olarakta isimlendirilen
beyaz curiikgtl funguslar da lignin yikimindan sorumlu olduguna inanilan pekgok
enzim kesfedilmistir. Bu enzimler, fenoloksidaziar (lakkaz ve peroksidaz), ligninaz
(lignin peroksidaz), Mn- peroksidaz, NADH- oksidaz, Glukoz oksidaz,

alkoloksidazlar ve sellobioz:kinonoksidorediiktaz (COR) olarak siralanabilir.
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1.5.1 Lakkaz (E.C 1.10.3.2)

Lakkaz, fungal lignolitik sistem igerisinde Onemli rolii olan enzimlerden
birisidir. Lakkaz, bir fenoloksidaz enzimidir ve serbest radikal sekillenmesi ile bir
hidroksil grubundan bir elektron ve bir proton uzaklagtinlmas: sonucunda, orto ve
para difenoller ve aromatik aminlerin tek elektron oksidasyonunu katalizler. Fenolik
lignin dimerlerinin alkil-fenil ve C,- Cp pargalanmalanm katalizleyerek baz lignin
model bilegenlerinin demetoksilasyonuna yol acar. Bundan dolayn lakkaz, beyaz
cirik¢tl funguslar tarafindan lignin yikimnda 6nemli bir role sahiptir. Oksidasyon
aktivitesi, molekiiler oksijenin su ile rediiksiyonu ile birlikte gerceklesir (Ardon vd.,
1996).

Fungal kiiltiirlerdeki lakkaz aktivitesi, ortama farkli aromatik bilegenlerin
eklenmesi ile artabilir. Platt vd. (1984) fungal kiiltiirlere farkhi fenolik substratlarin
ilave edilmesinden sonra Pleurotus ostreatusun lakkaz {iretiminin arttifint rapor
etmistir.

Fungus kiiltlir ortamina, toluidin, vanillik asit, p-hidroksi benzoik asit ve
anillin gibi aromatik bilegenlerin ileve edilmesi sonucunda, lakkaz iireten farkls
funguslarda, gelismenin arttift Fahraeus (1962) tarafindan rapor edilmigtir. Fakat
lakkaz iiretim miktan ile misel sekillenmesi miktan arasinda bir korelasyon yoktur.

Daha once yapilan ¢aliymalar gostermistir ki, mediatorler olarak adlandirilan
diisik molekil agirhkh bilesenlerin varhfinda, lakkaz, aromatik lignin bilegenlerini
okside edebilmektedir. Hidroksi benzoik asit fenolik bilegeni iizerine lakkazin

etkisininin ABTS [2,2'- azino-bis-(3-etilbenztioazolin -6- sulfonik asit)] varliginda
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ortaya ¢iktig1 gosterilmigtir (Johannes vd., 1996). Lakkaz tarafindan metoksile benzil
alkolllerin oksidasyonunun syringaldehit varhiginda olustugu Kawai vd. (1989)
tarafindan rapor edilmigtir. Lakkaz tarafindan gekillendirilen syringaldehit fenoksi
radikalleri bu reaksiyonda mediatér olarak rol oynadif: i¢in gereklidir. Bourbonnais ve
Paice (1990), lakkaz tarafindan nonfenolik lignin model bilegenlerinin (veratril alkol ve
dimer bilesenler) oksidasyonu igin ABTS'in mediatdr rolii oynadigim gostermigdir. Bu
sartlar altinda lignin model dimerlerinde C.-Cy baglaninda kirilmalar olugur ve veratril
alkol aldehite okside olur. Lakkaz olmadif zaman, ABTS radikal katyonu bu
bilesenler ile reaksiyon vermez. Bununla beraber, oksidasyon mekanizmasi agik
degildir ve lignin peroksidaz tarafindan veratril alkoliin oksidasyonu ile olugan

katyon-radikal intermediatér belirlenememigtir.

1.5.2 Ligninaz (Lignin Peroksidaz)

Ligninaz ilk kez 1983 yilinda Phanerochaete chrysosporium'da saptanmugtir.
Ligninaz hiicrenin ekstraseliller membranindan hiicre digina sentezlenen ve
ekstraseltiler ortamda izoenzimler geklinde gozlenebilen bir enzimdir. Lignin model
bilegenlerinin fenolik olmayan propil yan zincirlerinin C-C baglarim oksidatif olarak
parcalar ve tek elektron oksidasyonu ile substratiu okside eder (Cui ve Dolphin,
1991). Bu enzimin diger bir 6zellifi bir peroksidaz i¢in oldukga diisiik sayilabilecek bir
pH'da (pH 2.5) ¢aligabilmesi ve pH'min katalitik dongiideki rediiksiyon basamaklar ile

kontrol edilebilmesidir. Ligninaz H,0; bagimli bir enzimdir.
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Lignin peroksidazlarn iiretimi igin, P. chrysosporium Kiiltirlerinde ¢alkalama
oramnin diigik devirde ve oksijen basmncin yiiksek diizeyde stirekliligini saglamak
gereklidir. Hernekadar, misel gelisimi havalandirmali kiiltiirlerde daha izl olsa da,
lignin peroksidaz iretimi biyik oranda %100 oksijen seviyeleri ile stimiile
edilmektedir. Kaltiirlerdeki diigiik lignin peroksidaz verimi, gartlar optimize edilerek
maximum diizeye ulagtirilabilir (Evans, 1991).

c-AMP inhibitorleri ile yapian ¢aligmalarda, lignin peroksidaz ve Mn-
peroksidaz iiretimlerinde, intraseliiler c-AMP seviyesinde meydana gelen azaliga bagh
olarak bir azalma oldugu yada tiretimin tamamen inhibe oldugu gériilmiistiir (Gold ve

Alic, 1993).
1.5.3 Mangan peroksidaz

’ Mn-peroksidaz, ilk kez P. chrysosporium'da saptanan ve Mn'?yi Mn*'e
oksitleyen bir enzimdir. Ligninaz ve lakkaz ile birlikte, bu enzim de lignin
biyodegradasyonundan sorumludur (Camarero vd., 1996).

Mn-peroksidazin hiicre disn kiltir filtratlaninda 6 izoenzimi bulunmusgtur.
Ligninin ve diger fenollerin Mn-peroksidaz tarafindan oksidasyonu serbest mangan
iyonuna baghdir (Kuwahara vd. 1984 ; Leisola vd. 1987). Mn (II), Mn-peroksidaz
yada lignin peroksidaz i¢in gerekli bir bilesen degildir, ancak bu enzimlerin iretiminin
diizenlenmesinde onemli bir etkisi vardir. Ornegin, gelijme ortaminda Mn (II)'nin
dustik diizeyde bulunmasi hem lignin peroksidaz'in ve hemde Mn-peroksidaz'in

tiretimine izin verirken, Mn (II)'nin yiiksek konsantrasyonlar1 Mn-peroksidaz tiretimini
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arttinirken, siddetle lignin peroksidaz iiretimini baskilar. Ayrica, gelisme ortamindan
Mn (II)nin g¢ikarilmasi Mn-peroksidaz iretimini baskilarken, lignin peroksidaz
iretimini transkripsiyonel seviyede diizenledigi rapor edilmistir (Van der Woude vd.,

1993).

1.5.4 Seliilaz

Selilloz, B-D-Glukopiranoz birimlerinin = B-1,4 Glikozidik baglan ile
baglanmas1 sonucu meydana galmis lineer bir polimerdir. Glikozidik baglarn f
diizeninde olmasi ve hidrojen baglarinin molekiil i¢i ve molekiiller aras1 olmas: selilloz
molekiiliinii dayanikh ve dogrusal olmaya yonlendirmigtir.

Seliiloz molekiilii, giigli mineral asitleri iginde hizla depolimerize oldugu i¢in
asidik sartlarda hidroliz edilebilir. B-D-Glukopiranoz baglan basit glikozitler
oldugundan hidrolize hassastir. Bununla beraber, selilloz zincirleri, B- eliminasyon
mekanizmasi ile uzunluguna bir yikim olugmasiyla azar azar kisalabilir. Eger selilloz
sadece karbonil yada karbonil fonksiyonu gosteren noktalardan okside olursa, alkalin
yikimu zincir kirilmas: ile ilerler (Whister ve Teng, 1970).

Seliilloz aym zamanda mikroorganizmalar tarafindan da yikilabilen bir polimer
molekiildiir. Mikroorganizmalar ozellikle salgiladiklari ekstraseliller enzimler ile
seliiloz molekiiliiniin yapisinda bulunan glikozidik baglar kima 6zellii gosterirler.
Funguslar selilozu parcalayan enzimleri ekstraseliiler olarak salgilayan
mikroorganizmalardir. Ornegin, Trichoderma reesei fungusu seliilozu hidroliz etmek

icin {i¢ tip ekstraseliler enzim salgilar;
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1) Sellobiyohidrolaz (CBH) (EC. 3.2.1.91)

Indirgen olmayan yani non-rediikte ugtan disakkaritler, sellobiyoz olarak bu
enzim sayesinde ayrilmaktadir.
2) B-Glukosidaz (BG) ( EC. 3.2 1.21)

Sellobiyozu hidroliz eder ve kisa zincirli seHooﬁgosakkaﬁtleﬁ glukoza hidroliz
eder.
3) 1,4- B-Glukonglukanohidrolaz (EG=Endoglukonaz) ( EC. 3.2.1.4)

B-1,4 glikozidik baglar koparir ( Taj-Alden, 1993; Ramos, 1993).

Bu enzimler seliloz substratindan endistriyel alkol iiretiminde
kullamlmaktadir. Selillaz enzim aktiviteleri ortamda seliloz bulunmasi ile

induklenirken, glukoz varliginda represse edilir (Paterson, 1988).

1.5.5 Ksilanaz

Bitki polisakkaritlerinden hemiselillozun énemli bir bilegeni olan ksilan, hem
kompozisyonu ve hemde fiziksel ¢zellikleri bakimindan heterojen bir yapidadir ( He
vd.,1993). Kisilan, selillozdan sonra dogada en bol bulunan yenilenebilir polisakkarittir
ve angiosperm odununun kuru agirliginin %15-25'ni ve gymnosperm odununun kuru
agirhgimin %4-9'unu olusturur (Copa-patino vd. 1993; Lee vd.1993).

Hemiseliilazlar arasinda en sik ¢alisilan Endoksilanazlardir ve endoksilanazlar
oOzellikle besini iiretimi ve odundan pulp yapim esnasinda polisakkaritleri hidroliz eden
onemli enzimlerdir, B-1,4 bagh D-ksiloz initelerinin olustirdugu karakteristik

iskeletin hidrolizi B-ksilanaz (1,4-B-D.ksilanksilanohidrolaz EC.3.2.1.8) ve B-D-
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ksilozidaz (1,4-B-ksilan ksilohidrolaz EC.3.2.1.37) endoksilanazlari ile saglamr
(Abdel-Naby, 1993).

Ksilanazlarin, sert ve yumusak odun kraft hamurundan lignin
uzaklagtirilmasinda uygun agartic1 kimyasallann etkisini arttirmak igin yaygin olarak
kullanldigr bildirilmigtir. Hernekadar, ksilanazlarla kagit hamuru agartilmasindaki
mekanizma tam olarak agiklanmamgsa da, sonra gelen klorinasyon ve alkali
ekstraksiyonu sathalannda lignin uzaklagtinlmasim, kismi ksilan hidrolizi ile
kolaylagtirdign agiktir. Ksilan, klorin ve sodyum hidroksitin lignine ulagmasim
engelleyici fiziksel bir bariyer olusturur. Ayrnica, ksilan ve ligninin kimyasal olarak
baglandigy ile ilgili olarak da kamtlar vardir. Ksilanazlar, muhtemelen bu baglan

kirmakta ve bununla beraber lignin giderimini artirmaktadir (Bajpai vd., 1994).

1.5.6 Amilaz

Karbohidratlart pargalayan enzimlerden birisi olan a-amilaz (EC. 3.2.1.1)
insan, pekgok hayvan, bitki ve mikroorganizmalar tarafindan salgllanmaktadir. Bu
enzim nigastanin iki sekli olan amiloz ve amilopektinin diiz zincir kismindaki o(1-4)
glikozidik baglarim kirmaktadir. Dallanma noktasindaki o(1-6) bagina ise etkisizdir.
Maltda bulunan, B-amilaz enzimi ise a-amilazdan biraz farkhi davramr ve amiloz ve
amilopektinden ¢ok az miktarda glukoz iinitelerini kopanrken, ¢ogunlukla bir
disakkarit olan maltoz iinitelerini meydana getirmektedir.

Lignin yikiminda gorevli bir bagka grup enzim, hiicre disi karakterde olan

alkoloksidazlardir. Bunlar ligninde birincil alkol gruplanmin okside edilmesinden
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sorumlu olup hidrojen peroksiti uretmektedirler (Palmer ve Evans, 1983). Lignin
yikiminda gérevli bir bagka grup enzim ise Sellobioz:kinonoksidorediiktaz (COR)'dir.
Bu enzim fenoloksidazlarin etkisi ile uretilen kinonlann indirgenmesinde gorev
almakta ve polimerik ligninin yeniden sentezini Onlemektedir (Westermark ve
Eriksson, 1974).

Tiim bu enzimler arasindaki iligkiyi Sekil 1.1'de oldugu gibi gosterebiliriz.

Lignin

O,/Lakkaz \ / H,0,/Lignin peroksidaz

Fenoller .  Sellobionik asit+Glukoz+Glukoronik asit

0,/Lakkaz Sellobioz:kinonoksidorediiktaz

\ (COR)
Kinonlar Sellobioz

Sekil 1.1 ngmn yikiminda gorev alan enzimler arasindaki iligki (Evans, 1978)

Lignin yikiminda rol oynayan diger bir enzim, ekstraseliiler peroksidazlar igin

H,0, meydana gelmesinde rol oynayan Glioksal oksidaz enzimidir (Cancel vd., 1993).
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Cahsmada Kullamilan Mikroorganizmalar

Calismada Basidiomycetes sinifina dahil olan Beyaz giiriikgiil funguslardan
Coriolus versicolor (Trametes versicolor) ATCC 200801, Funalia trogii ATCC
200800, Pleurotus sajor-caju ve Phanerochaete chrysosporium ME 446
kullamlmigtir. Bu funguslardan C. versicolor ve F. trogii dogadan toplanms, Mustafa
Isoglu (Dog. Dr., Mugla Universitesi) tarafindan teshis edilmiy ve
laboratuvarlarimzda kultire ainmustir. P. sajor- caju ve P. chrysosporium tiirleri ise
Nazif Kolankaya (Prof Dr., Hacettepe Universitesi) tarafindan saglanms ve
laboratuvarimizda kiiltiire alinmustir.

Bu funguslann devamliigim saglamak i¢in Sabouraud Dextrose Agar
plaklarinda 30 °C'da, 4-6 giin inkiibe edilerek iiretimleri yapilmig ve her 2-3 haftada

bir taze besiyerine aktanlmugtir. Fungus kiiltiirleri +4 °C'da buzdolabinda saklanmustir.

2.2 Cahsmada Kullanmlan Kiiltiir Ortamlarimimn Hazirlanmas:

Calismada funguslann dretimi amaciyla birbirinden farkh o6zellikler gosteren
besiyerleri kullamlmugtir. Bu besiyerleri igerisinde Zeytin yag: fabrikas: atik suyu ve
Alkol fabrikas1 atif1 (vinas) gibi dogal besiyerlerinin yamsira, icerifine miidahale
edilerek hazirladigimiz sentetik besiyerleri de bulunmaktadir. Sentetik besiyerleri

igerisinde stok temel ortam (STO) olarak adlandirilan besiyeri, zenginlestirilmis



29

besiyeri olarak adlandirdigimiz Katagiri vd. (1995) tarafindan kullanilan besiyerinin
modifiye sekilleri ve distile su ortamuna farkh oranlarda karbon ve azot kaynaklan
eklenerek hazirlanms besiyerleri bulunmaktadir. STO ve zenginlestirilmis besiyerinin
icerikleri Tablo 2. 1 ve Tablo 2. 2 'de sirasi ile verilmigtir.

Tablo 2.1 Stok temel ortam (STO)'m igerigi

Kullanilan Bilegen Miktar
CaCl, (D 0.01
MgSO,. TH,0 (g/) 0.05
(NH,)H-POs (g/D 1

Yeast extract (g/l) 0.025
Glukoz(g/) 10
Distile su 1000 ml

Tablo 2.2 Zenginlestirilmis besiyerinin igerigi (Katagirt vd. 1995)

Kullanilan Bilesen DAYK DADK YAYK  YADK
(NH,)H2PO4 (mM) 2.4 24 24 24
Glukoz 1)) 20 2 20 2
KH,PO, e0)) 1 1 1 1
NaH,PO, %)) 0.2 0.2 02 0.2
MgS04.7H;0 ) 0.5 0.5 0.5 0.5
Tiamin hidroklorid  (ug/l) 100 100 100 100
CaCl, (ugM 100 100 100 100
FeSO0:.7H,0 (ug/) 100 100 100 100
ZnS0,.7H,0 (ug/) 10 10 10 10
CuS04.5H,0 (ug/) 20 20 20 20
MnSO,.4H,0 (ug/) 10 10 10 10
DAYK: Diisiik azot-yiiksek karbon DADK: Diisiik azot-diigiik karbon

YAYK: Yiiksek azot-yiiksek karbon YADK: Yiiksek azot-diigiik karbon
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Diger bir ¢alismada sentetik besiyeri olarak distile su ortamina farkli oranlarda
karbon ve azot kaynafi eklemek suretiyle hazirlanan besiyerleri kullamlmigtir. Bu
amagla, diigitk azot (2.4 mM (NHy)H,PO,)), diisiikk karbon (5.6 mM glukoz), yiiksek
azot (24 mM (NH4)H,PQO,)) ve yiiksek karbon (56 mM glukoz) icerecek oranlarda
besiyerleri hazirlanmig ve funguslar kiiltiire almmugtir.

Dogal besiyerleri olarak kullamlan zeytinyag fabrikasi atiksuyu (ZYFA) ve
vinas ise farkh oranlarda seyreltilmek suretiyle hazirlanmg ve kiiltiir ortamm olarak
kullamlmugtir.

ZYFA, Gaziantep yoresinden temin edilmis ve fabrikadan getirildikten sonra
kaba bir siizme iglemine tabi tutulmus ve daha sonra 120 °C'de 15 dakika otoklavda
steril edilmigtir. ZYFA'nun funguslarla islem gérdiikten sonra KOI (kimyasal oksijen
istemi) , fenol ve renk gideriminin aragtinlmasi ve lignin yikimina etkisinin test
edilmesi amac ile %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30 yogunluga sahip atiklar
hazirlanmig ve funguslar ile inkiibasyona birakilmigtir.

Alkol fabrikas: atif vinas ise Malatya Seker Fabrikasindan alinmugtir ve
laboratuvanimiza getirildikten sonra 120 °C'de , 15 dakika otoklavda steril edilmistir.
Vinas ile hazirlanan kiiltiir ortamlart da %1, %2.5, %3, %10, %20 ve %30'luk

yogunlukta olacak sekilde sulandinimig ve funguslar ile inkiibasyona tabi tutulmustur.

2.3 Calismada Kullamlan Lignoselliilozik Materyalin Hazirlanmasi

Calismada lignoseltilozik kaynak olarak pamuk saplan kullamimugtir. Bu

pamuk saplan Urfa/Harran Ovasindan temin edilmigtir. Pamuk saplar yaklagik olarak
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0.5-2 cm buyikliginde dogranarak kiiltiir ortamlarina amaca gore degisik miktarlarda
eklenmigtir. Pamuk saplan kiiltiir ortamlarina otoklav sonrasi, steril sartlarda ilave

edilmistir.

2.4 Kiiltiir Kosullan

C. versicolor, F. trogii, P. sajor- caju ve P. chrysosporium’ un kiiltir
ortamlarina inokiilasyonu ve bu ortamlara adaptasyonlarimn saglanmast amaci ile
Sabouraud dextrose agar egik besiyeri tiiplerinde iiretilmis olan fungus ortamlarina 10
ml serum fizyolojik eklenmis ve misel siispansiiyonlant hazirlanmugtir.

Misel siispansiiyonlan steril sartlarda, 100 ml Sabouraud dextrose broth igeren
250 milik erlenlere aktanimigtir. ZYFA ve slempe ile yapilacak olan ¢aligmalarda
sabouraud dextrose broth besiyerleri %2 oraminda ilgili atifi icerecek gekilde
hazirlanmigtir. Bu  islemin yapilmasmin amact , funguslanin atiklara 6n
adaptasyonlarinin saglanmasidir. Hazirlanan fungus kiiltiirleri 30°C'de 150 rpm'de
calkalamal inkiibatérde (New Brunswick Scientific, G24 Environmental) 4 giin
stireyle tretilmiy ve bu kiiltiirler galigmada kullamlacak besiyerlerine ekim igin temel
fungus kiiltiirleri olarak kullanilmgtir.

Hazirlanan kiiltiirler steril kosullar altinda homojenizator (Janke & Kunkel,
Ultra-Turrax T25) yardim ile gok diigik devirde homojenize edilmigtir. Caligmanin
amacina gore degisik sekillerde hazirlanmig 250 ml'lik erlenlerdeki besiyerlerine 2 ml
olacak sekilde ekim yapilmigtir. Kiiltiirler statik olarak 30°C'de inkiibatorde (Sanyo)

inkiibe edilmigtir.
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2.5 Analizler

2.5.1 Pamuk saps ile ilgili analizler (lignin ve seliiloz tayini)

Caligmalarda kullamilan pamuk saplan ile ilgili olarak toplam seker ve lignin
tayinleri yapilmgtir. Toplam seker ve lignin miktan Rosenberg (1980)in onerdigi
yonteme gore Slgiilmiigtiir. Bunun i¢in, 200 mg kurutulmus toz halindeki (Yaklagik
0.180 mm) lignoselliilozik materyal 5 ml, %72'lik H,SO, ile 3 saat hidroliz edilmis,
hidroliz sonrasinda distile su ile son hacim 50 ml'ye tamamlanmgtir. Bu 6rnekler bir
gece bekletildikten sonra, darasi alinmg filtre kagitlanndan (Toyo Advantec, 125mm
¢ap) stziilmistiir.

Suziintii uygun oranlarda seyreltildikten sonra 1 mi'sine 4 ml antron ayiract
eklenerek vortekste (Nive) hizla kanstinlmigtir. Bu kanigim igeren tiiplerin agzina
cam bilya yerlestirilip, bunlar 10 dakika kaynar su banyosunda birakilmig ve olugan
renk 620 nm dalga boyuna ayarlanmg spektrofotometrede (Philips- PU8620,
UV/Visible) distile su ile aym islemler yapilarak hazirlanmig kontrole karg
okunmustur. 620 nm'de saptanan absorbans degerleri aym kosullarda ¢izilmig olan
standart toplam sgeker grafi§i ile karglagtinlarak toplam geker miktarlan
hesaplanmugtir. Toplam seker miktart seliloz cinsinden asagidaki formiil ile

hesaplanmigtir,

% seliiloz = Ax25% 100

1000
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Formiildeki A, standart grafikteki absorbans degerine karsilik gelen seker
miktandir.

Seker tayininde kullamlan antron ayiracimn hazirlanmasi igin 200 mg antron,
100 ml, % 96'hk H,SO, iginde ¢oziinmils ve kullamlmadan 6nce 1 saat +4°C'de
brrakilmigtir. Cahigmada kullanilan antron ¢ozeltisi giinliik taze olarak hazirlanmigtir.

Lignin 6l¢timii i¢in, lignin ve ¢dziinmeyen inorganik materyali igermesi nedeni
ile filtre kagidi Gzerindeki kalint: kullanlmigtir. Bu kalint1 filtrat pH'1 5.0 oluncaya
kadar distile su ile ytkanmus ve 50°C'lik etiivde bir gece kurutulduktan sonra agirhklan
tespit edilmigtir. Filtre I;ag1d1 ve lizerindeki kalint1 darasi alinmug krozelere aktariimig
ve bir gece 550 °C'de kiil finmnda (Niive 800) yakilmustir. Bu iglem sirasinda organik
fraksiyon olan lignin buharlagmugtir. Fiindan ¢ikan 6rneklerin kil miktarlan ve filtre

kagidmin verdigi kil hesaplanarak lignin miktart % olarak tayin edilmigtir.
2.5.2 Endiistriyel atiklar (ZYFA ve vinas) ile ilgili analizler

Funguslar ile iglem gérmiis ve gormemis atiklarda kirlilik giderimi ile ilgili
olarak 6nemli oldugu diigiiniilen 3 parametreye bu galijma esnasinda bakilmustir.
Bunlar atiklardaki kimyasal oksijen isteminin (KOI), renk degisiminin ve fenol

degisiminin 6l¢iilmesidir.
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2.5.2.1 Atiklardaki kimyasal oksijen isteminin (KOI) Sl¢iimii

Kiiltiir ortamu olarak kullanilan atiklardaki KOI degisimleri bikromat yéntemi
ile dlcilmistir. Ornek igerisindeki organik maddeler potasyum bikromat ve siilfirik
asit kangimu ile reaksiyona sokulmus, ortamda kalan bikromat, demir amonyum siilfat
ile titre edilerek hesaplanmigtir. Kullamlan potasyum bikromat miktan oksitlenebilecek

organik madde miktan ile orantilidir (Standart methods, 1979).

2.5.2.2 Atiklardaki renk degisiminin $l¢iimii

Kultar ortamu olarak kullanilan atiklardaki renk miktan ve degigimi absorbans
degisimi olarak tayin edilmigtir. Fungusun aktivitesi sonucu gozlenen renk deZisimi
guinlere bagl olarak 395 nm dalga boyuna ayarlanmig spektrofotometrede (Philips-
PU8620, UV/Visible) absorbans okunarak ol¢iilmiigtiir. Renk degisimi kontrole kars:

% renk degisimi olarak ifade edilmigtir (Sirianuntapiboon vd. 1988).

2.5.2.3 Atiklardaki fenol miktarinin dl¢iimii

Kiultiir ortamn olarak kullanilan atiklardaki fenol miktan Folin-Denis yontemi

kullanifarak kolorimetrik olarak belirlenmigtir (Yesilada vd.,1998).
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2.5.2.4 Atiklarn icerigi ile ilgili analizler

Atiklanin igerigindeki toplam kati, askida kat1, ugucu kat1 ve kiil miktarlarinin
belirlenmesi i¢in standart metod kullanilmustir (Standarts methods, 1979).

Toplam kat1 miktarim belirlemek igin darasi alinmig krozelere iyice kangtiriimig
atik koyulmus vel05°C'de bir gece buharlagtinlmistir. Daha sonra kroze +odrnek
agirh@ bir saat desikatorde tutulduktan sonra belirlenmis ve aradaki fark toplam kati
miktart olarak g/l cinsinden belirlenmigtir. Toplam kat1 miktar1 belirlenen
Kroze+ornek, 550°C kil finmnda 1 saat yakilmig ve diganda sogutulduktan sonra
agirh@ belirlenmis ve toplam kati miktan ile arasindaki fark alinarak g/l cinsinden
ucucu kati miktan olarak ifade edilmigtir. Ugucu kat1 miktarimn tespit edilmesinde
kullanilan kil firint sonrasi, kalan madde miktan kiil miktar olarak ifade edilmigtir.

Askida kati miktarnimin belirlenmesi igin, Ornekler filtre kagidindan (Toyo
Advantec, 125 mm g¢ap) sizildiikkten sonra darasi alinmg krozelere koyulmus ve
105°C'de bir gece kurutulmustur. Desikadrde bir saat bekletildikten sonra,
kroze+o6rneklerin agirhi@ belirlenmis ve aym iglemlere tabi tutulan bos filtre kagitlan

ile arasindaki fark askida kat1 miktan olarak g/l cinsinden ifade edilmigtir.

2.5.3 Kiiltiir ortamindaki ekstraseliiler enzim aktivitelerinin saptanmasi

Kiltir ortamlanndaki gesitli ekstraseliller enzim aktiviteleri giinlere bagh

olarak olgtlmigtiir. Tiim enzim aktiviteleri, kiiltiir ortamu filtre kagidindan (Toyo

Advantec, 125 mm ¢ap) siiziildiikten sonra belirlenmigtir.
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2.5.3.1 Lakkaz aktivitesi

Lakkaz aktivitesi, substrat olarak syringaldazine kullamlarak test edilmigtir
(Leonowich ve Grzywnowichz, 1981). Enzim aktivitesinin belirlenebilmesi igin,
kiiltarler filtre kagidindan sizildiikten sonra ekstraseliiler sivilar alinmigtir. Reaksiyon
karigimu; 10 pl ekstraseliiler sivi (enzim kaynagr), 440ul, 0.1 M sitrat fosfat tamponu
(pH 5.0) ve 50 pl, 0.1 mM syringaldazine (etanol iginde hazirlanmug) igerecek sekilde
hazirlanmugtir. Enzim aktivitesi, 525 nm dalga boyuna ayarlanmug spektrofotometrede
1 dakikada olusan absorbans degisimi olarak belirlenmis ve AAs,s/dakika olarak ifade

edilmigtir.

2.5.3.2 Ligninaz aktivitesi

Ligninaz aktivitesi Tien ve Kirk (1984)in énerdigi yonteme gore, fakat bazt
modifikasyonlar yapiarak olgulmiigtir. Enzim aktivitesi 310 nm dalga boyuna
ayarlanmig spektrofotometrede (Philips- PU8620, UV/Visible) veratril alkolden H,O,-
bagimh veratril aldehit gekillenmesiyle saptanmugtir. Reaksiyon kansmm ; 0.8 ml
ekstraseliiler stvi, 0.2 ml sodyum tartarat tamponu (0.1 M, pH 3.0), 100 ul veratril
alkol (200 mM) ve 50 pl ,04 mM H,0O, icermektedir. Reaksiyon H,;O; ilave
edilmesiyle derhal baglar ve 310 nm dalga boyunda absorbans lineer olarak artar (Kirk
vd., 1986 ; Fmsqp yd., 1985 ; Kirk vd., 1986). Ligninaz aktivitesi wmel/l olarak

tanimlanmgtir.
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2.5.3.3 NADH-peroksidaz aktivitesi

NADH-peroksidaz aktivitesi (NADH oksidasyon aktivitesi) olgiimiinde
NADH substrat olarak kullamlmgtir (Asada vd. 1986). Reaksiyon kangsim 0.3 mM
NADH, 0.2 mM MnSO,, 0.02 M pH 4.5 siiksinat tamponu ve ekstraseliiler svi
icerecek sekilde hazirlannmgtir. NADH oksidasyon aktivitesi 340 nm'de absorbans
degisiminin spektrofotometrik olarak &lgiilmesi ile saptanmuig ve Unite/ml olarak ifade

edilmigtir.

2.5.3.4 Seliilaz aktivitesi

Phanerochaete chrysosporium ve Pleurotus cinsine giren funguslann yar kati
uretimleri sirasinda selliilolitik aktiviteleri C; ve C; (C,= Sellobiyohidrolaz, C.=
Endoglukonaz) aktivitelerini ortaklaga géstermeleri nedeni ile Mandels vd. (1971)'nin
kullandiklart yonteme gore, substrat olarak filtre kagidimin kullamldign Cfp az
aktivitesi olarak olgiilmiigtir. Bu yontemde, 50 mg Whatman No:1 filtre kafid (1x6
cm) Uzerine, 0.05 M , pH 5.0 asetat tamponundan 1 ml eklenmis ve buna ilaveten
kangima 1 ml ekstraseliler sivi eklenmistir. Bu reaksiyon karnigima 50°C'de su
banyosunda 1 saat inkiibe edilmigtir. Kangimin 1 mi'sinde bir saatte olusan indirgen
seker miktan dinitrosalisilik asit (DNS) yontemi ile saptanmugtir (Miller, 1959). Birim
Cfp az aktivitesi, indirgen seker olugturan enzim miktan olarak tanimlanmistir. DNS
yonteminde, 1 ml 6mek tizerine 3 mi DNS reaktifi ( g/100 ml olarak; 1 gr DNS, 2 N

20 ml NaOH i¢inde ¢6ziinmiis ve bu karigima 5 gr sodyum potasyum tartarat eklenmis
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ve son hacim 100 ml'ye tamamlanmugtir) eklenerek 10 dakika kaynar su banyosunda
bekletilmis ve 5-10 dakika sogutulan 6rnaklarde olusan renk 550 nm'de tampon ile
hazirlanmg kore karsilik spektrofotometrede optik yogunluk olarak olgiilmiigtiir. Bir

Unite enzim umol/saat olarak tanmimlanmugtir.

2.5.3.5 Amilaz aktivitesi

a-amilaz aktivitesi, Wortington (1978) yoOntemine gore saptanmgtir.
Reaksiyon kangimi; % 0.5 nisasta solusyonu (0.02 M, pH 6.9 fosfat tamponu iginde
hazirlanmig) ve ekstraseliiler sivi igermektedir. Reaksiyon kangimi 30°C'de su
banyosunda 10 dakika inkiibe edilmigtir. Daha sonra bu kanigimin 1 ml'sindeki indirgen
seker miktar1 DNS yoOntemi ile belirlenmigtir (Miller 1959). 550 nm'deki absorbans
tampon ile hazirlanmig koére karsibk okunmustur. Bir iinite enzim umol/10 dakika

olarak tanimlanmgtir.

2.5.3.6 Ksilanaz aktivitesi

Ksilanaz aktivitesinin saptanmasi i¢gin, substrat olarak ksilan kullantlmgtir (Lee
vd. 1993). Reaksiyon karigimi; 0.8 ml, 0.5 gr ksilan/100 ml 0.05 M, pH 4.8 sodyum
asetat tamponu ve 0.2 ml ekstraseliler sivi igermektedir. Bu kangim 40 °C'de su
banyosunda 30 dakika inkiibe edildikten sonra, 1 ml'sinde olusan indirgen seker
miktar1 DNS yontemi ile belirlenmigtir. Bir iinite enzim umol/30 dakika olarak ifade

edilmigtir.
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254 Kiiltiir ortamindaki biyokiitle miktarmin dl¢iimii

Kiltir ortamlarindaki biyokiitle miktarlarini saptamak igin kiiltiirler, daha énce
50°C'de 24 saat kurutulup, 1 saat desikatorde bekletildikten sonra hassas terazide
darasi alinmiy Whatman No:1 filtre kagitlanindan (Toyo Advantec, 125 mm ¢ap)
stizilmiig ve filtre kagidi+ 6rnek 24 saat 50°C'de kurutulmugtir. Kurutma iglemi
sonrast bunlar 1 saat desikatérde birakilmis ve hassas terazide tartidmgtir. Biyokiitle

miktan g/l olarak ifade edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1 Tarmsal Atikk Pamuk Sapinin Lignin ve Seliiloz Icerigi

Caligmalarda lignoselliillozik kaynak olarak kullamlan tarmsal atik pamuk sapmmn

lignin ve seliiloz igerifi saptanmig ve bu degerler Tablo 3.1'de verilmigtir. Lignin ve
seliiloz degerleri % olarak ifade edilmistir.

Tablo 3.1 Pamuk sapinin lignin ve seliiloz igerigi

Atik Lignin (%) Selitloz (%)

Pamuk sapt 2542 50+2

3.2  Endiistriyel Atiklarin (ZYFA ve Vinas) Icerigi

Cabsmalarda kullamlan endiistriyel atik zeytinyag: fabrikas: atiksuyu ve alkol
fabrikas1 atif1 vinasmn igerikleri tespit edilmis ve bu atiklarin icerikleri Tablo 3.2'de

verilmistir.

3.3 Lignoseliillozik Kaynak Olarak Pamuk Sapmin Kullanildign Farkh

Kiiltiirlerde Saptanan Enzim Aktivite Degisimleri

Cahsmamn bu kisminda, lignoseliilozik kaynak olarak pamuk sapi igeren ve
icermeyen farkh kiiltiirlerde enzim aktiviteleri aragtirilmustir. Lignin yikimindan sorumlu
olduguna inanilan lakkaz, ligninaz ve Mn-peroksidaz enzimlerinin yamsmra lignoseliilozik

kaynaklar ile muamele esnasinda hiicre digna salgilanan amilaz, ksilanaz ve seliilaz




Tablo 3.2

Zeytinyad: fabriks atik suyu ve vinasmn igerigi
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ZYFA Vinas
pH 4.97 6.51
Renksos) 50.7 174
Koi (@) 90 72
Fenol €-7))] 6.11 -
Toplam geker (gh 41.4 37.8
Rediikte seker (gD 28.9 27.8
Toplam kat1 gh 64.56 88.78
Aslada katr €74 7.24 8.82
Ucugu kat1 (gh 438.69 59.26
Kiil (mg/)) 15.87 29.52
Fe (mg/D) 100 20
Mn (mg/1) 320 70
Zn (mg/]) 60 30
NO;s~ (mg/h) 1330 1720
NH,' (mg/l) 6 9
cr (mol/m’) 88 71
PO (mg/l) 1430 86

enzimlerinin de aktiviteleri test edilmistir. Bahsedilen enzimlerin aktivitelerini arttirica

etkisi oldugu diigliniilen pamuk saplar sentetik besiyeri ortamlarma eklenerek gozlenen

aktivite degisimleri kaydedilmistir. Bu enzimlerin aktivitelerinin belirlenmesi ile birlikte,

pamuk sapmnda meydana gelen lignin ve seliiloz giderimi de inkiibasyon periyodu sonucu

saptanmustir.

Bu amagla, karbon ve azot oram ayarlanmus sentetik besiyerleri hazirlanmig ve bu

ortamlara pamuk sapr eklenerek enzim aktivitelerinin arttiriimas1 hedeflenmistir.

Cahgmalar, statik kosullarda, 30°C'de C. versicolor, F. trogii, P. sajor- caju ve P.
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chrysosporium funguslan ile 20 giinliik inkiibasyon siiresince giinlere bagh olarak enzim
aktivitelerinin Slciilmesi ve 20. glin sonunda meydana gelen lignin-seliiloz yikimmin
belirlenmesi geklinde yiritiilmiigtiir.

Karbon- azot oram ayarlanmg 8 farkh sentetik besiyeri hazirlanmig ve funguslar
ekildikten sonra bu kiiltiirler distile su ortaminda aym sartlarda hazirlanan ve yiiriitiilen
¢aliyma ile karsilagtiriimgtir. Kullamlan farkh sentetik besiyerleri; YKYA (yliksek karbon
" yiiksek azot), YKYA-+pamuk sapr, DKDA (diisiik karbon diigiik azot), DKDA+pamuk
sapy, YKDA (yiksek karbon diisiik azot), YKDA+pamuk sapi, DKYA (diigiik karbon
yiiksek azot), DKYA-+pamuk sap: ortamlaridir. Bu ortamlardaki yiiksek azot, karbon ve
diistik azot , karbon oranlar1 lignolitik sistemle ilgili olarak se¢ilmigtir. Bu ortamlar da ve
distile su ortaminda yliriitiilen ¢aliymalarda 4-8-12-16 ve 20. giinlerde enzim aktiviteleri

Slciilmiistiir. Ligninaz ve Mn-peroksidaz aktiviteleri hi¢bir kiiltlirde gézlenmemistir.

3.3.1 C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen enzim aktiviteleri

3.3.1.1 Lakkaz aktivitesi

C. versicolor ile lakkaz aktivitesine YKYA, YKYA+pamuk sapi, DKDA,
DKDA-+pamuk sap1 igeren ortamlarda bakilmis ve bu degerler Sekil 3.1'de distile su ile
hazirlanmag kiiltiirler ile kargilagtirilarak verilmigtir.

Sekil 3.1'de, pamuk sap:1 ilave edilen kiiltlir ortamlarinda lakkaz aktivitesinin
belirgin bir gekilde indiiklendifi g6zlenmektedir. Aym zamanda YKYA+pamuk sap: ve
DKDA+pamuk sapt kiiltiirleri karsilagtirildifi zaman lakkaz aktivitesinin biraz daha

yliksek olarak acifa ¢iktii gézlenmektedir. Sadece distile sut+pamuk sapi igeren



Lakkaz Aktivitesi(AA/dakika)
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kiiltirlerde bile oldukga yiiksak lakkaz aktivitesinin elde edilmesi pamuk sap1
eklenmesinin, lakkaz aktivitesini belirgin bir gekilde arttrdifmun bir isaretidir. Aym
sekilde, pamuk sap: eklenmeyen YKYA ve DKDA Kkiiltiirlerinde lakkaz aktivitesi pamuk
sap1 igeren Kkiiltlirlere g6re diisik olarak ortaya ¢ikmugtir. Pamuk sapi igermeyen
kiiltiirlerin lakkaz aktiviteleri karsﬂastmldxgl zaman, DKDA kﬁltiirle}*inde elde edilen

lakkaz aktivitesinin YKYA Kkiiltlirline gore daha fazla indiikledifi goriilmiigtir (Sekil

3.1).
0.20 r
—O— YKYA+p.sapi
0.16 |
T T —@®— YKYA
0.12 DKDA+p.sapi
DKDA
0.08
D.su+p.sapi
0.04 D. su
0.00

Gin
Sekil 3.1 C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen lakkaz aktivitesi
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Sekil 3.2'de ise C. versicolor ile YKDA, YKDA-+pamuk sapy, DKYA,
DKYA-+pamuk sap:1 kiiltiirlerinde saptanan lakkaz aktivite degisimleri giinlere bagh
olarak gosterilmigtir.

Sekil 3.2'ye bakildi1 zaman, pamuk sap1 eklenen kiiltiirlerinde lakkaz aktivitesinin
¢ok belirgin bir sekilde indiiklendigi goriilmektedir. Aym zamanda DKYA-+pamuk sap1
ortami da, C. versicolor'da olduk¢a yiiksek lakkaz aktivitesi olusmasma yol agmustir.
Giinlere bagh olarak enzim aktiviteleri incelendigi zaman, YKDA-+pamuk sap1 ve
DKYA-+pamuk sap: kiiltiirlerinde enzim aktivitesinin 4. giinde maksimuma ulagtif1 ve
sonraki giinlerde azahsa gectifi goriilmektedir. Pamuk sap1 icermeyen kiiltlirler ile,
pamuk sap1 iceren kiltiirleri kargilagtirdifumiz zaman olduk¢a yiikksek lakkaz

aktivitelerinin olugmasi, pamuk saplarmin lakkaz aktivitesini belirgin bir sekilde

indiikledigini gdstermektedir.
1.00 1 ,l,
LT
0.80 | J
J‘ —O— YKDA+p.sapi
0.60 _I_ —®— YKDA
J_ —A— DKYA+p.sapi
0.40 |
—A— DKYA
T
0.20 o L
\0 \T
\O O\f
0.00 *——ep —g————f———Q
o 4 8 12 16 20

Gun
Sekil 3.2 C. versicolor ile farkl kiiltiir ortamlarinda elde edilen lakkaz aktivitesi
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3.3.1.2 Amilaz aktivitesi

Sekil 3.3'te C. versicélor ile YKYA+Pamuk sapy, YKYA, DKDA+pamuk sap,
DKDA ve distile su kiiltiirlerinde saptanan amilaz aktivite degigimleri giinlere bagh
olarak verilmigtir. YK'Y A-+pamuk sap1 ve YKYA ortamlar1 amilaz aktiviteleri bakmmmdan
kersilagtrldify zaman, pamuk sap: icermeyen YKYA ortamlarinda pamuk sap1 igeren
ortamlara gére olduk¢a yiiksek amilaz aktivitesi gozlenmektedir. Amilaz aktivitesi,
inkiibasyon periyodunun sonuna kadar artiga devam etmis ve 20. giinde 0.26 pmol/10
dakika ile maksimuma ulagmstir. Pamuk sap1 iceren YKYA ortaminda da benzer bir
artiy izlenirken, maksimum aktivite yine 20. giinde 0.13 pmol/10 dakika olarak elde
edilmigtir. DKDA-+pamuk sap1 v¢ DKDA kiiltlir ortamlar1 kargilastirildii zaman ise
pamuk sap1 eklenmesinin DKDA ortaminda amilaz aktivitesini indiikledigi gériilmektedir.
Bu iki ortamda da amilaz aktivitesi inki{ibasyon periyodunun 20. giiniinde maksimuma
ulagsmigtr. DKDA ortamlarn distile su ortamlar1 ile kargilagtirildii zaman ise,
DKDA+pamuk sap1 ve DKDA ortamlarinda daha yiiksek amilaz aktivitesi olustugu
gozlenmektedir.

Sekil 3.4'te ise C. versicolor ile YKDA-+pamuk sap1 ve YKDA ile DKYA-+pamuk
sap1 ve DKYA Kkiiltiirlerinde olusan amilaz aktivitesi giinlere bagh olarak verilmistir.
Sekil 3.4'e bakildig1 zaman; YKDA ortamlar1 DKYA ortamlan kargilagtinldigi zaman,
DKYA+pamuk sap1 ve YKDA-+pamuk sap1 kiiltlirlerinde amilaz aktivitesi inkiibasyonun
ilk giinlerinde yiiksek olarak agiga ¢ikmis ve inkiibasyonun sonlarma dogru azalsa
geemistir. YKDA+pamuk sap1 ortammda amilaz aktivitesi 4. glinde 0.24 umol/10 dakika
olarak maksimum degere ulagsmis ve sonraki giinlerde aktivitede azaliy meydana gelmigtir.

YKDA ortaminda ise amilaz enzimi 12. giinde 0.19 pmol/10 dakika olarak maksimuma
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ulagirken, YKDA-+pamuk sap1 ortamma gére daha diiglik diizeyde enzim aktivitesi elde
edilmigtir. Ancak pamuk sapi eklenmemis YKDA ortamlarinda elde edilen amilaz
aktiviteleri 12., 16. ve 20. giinlerde pamuk sap: eklenmig ortamlara gére daha yiiksek
dtizeyde elde edilmigtir. DK'Y A+pamuk sap1 ortamlarinda amilaz aktivitesi 4. giinde 0.27
pmol/10 dakika olarak en yiiksek degere ulagirken, aym ortama pamuk sap1 eklenmedigi
zaman amilaz aktivitesi yine 4. giinde ancak bu defa 0.21 pmol/10 dakika olarak en
yiksek degere ulagmstir. DKYA ortamlarinda pamuk sap1 eklenmesinin amilaz enzimi
tiretimini indiikledigi sekil 3.4 incelendifi zaman goriilmektedir. Distile su ortaminda

olugan enzim aktivitesi ise, YKDA ve DKYA ortamlar: ile kargilagtirildifi zaman daha

diigiik olarak ag13a ¢ikmustir (Sekil 3.3 ve 3.4).
0.28 [
YKYA+p.sapi
0.23 |
YKYA
0.19 r DKDA+p.sapi
DKDA
0.14
D.su+p.sapi
0.10 D. su
0.05 L L 1
0 4 8 12 16 20

Giln
Sekil 3.3 C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen amilaz aktivitesi
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Sekil 3.4 C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlarmda elde edilen amilaz aktivitesi

3.3.1.3 Seliilaz aktivitesi

Sekil 3.5'te C. ver.'sicolor ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA-+pamuk sapi,
DKDA ve distile su kiiltiirlerinde meydana gelen seliilaz aktivite degisimleri giinlere bagh
olarak verilmistir. Sekil 3.5' bakildi zaman; seliilaz aktivitesinin DKDA+pamuk sap1 ve
DKDA kiiltiirleri ile YKYA-+pamuk sap1 ve YKYA kiiltiirleri kargilastinldiginda YKYA
iceren ortamlarda daha yiiksek olarak agi3a giktif1 goriilmektedir. YK'YA+pamuk sap1 ve
YKYA ortamlarmnda seliilaz enzim aktivitesi 4. giinde maksimuma ulagmis ve inkiibasyon
periyodunun sonraki giinlerinde azalarak devam etmistir. YKYA+pamuk sap kiiltfirlinde
maksimum aktivite 0.17 pmol/saat olarak 4. giinde meydana gelirken, YKYA Kkiiltiirlinde

yine 4. giinde seliilaz aktivitesi 0.16 pumol/saat olarak yiiksek bir gekilde a¢iga ¢ikmugtir.
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Diger giinlerde olusan seliilaz aktiviteleri de karsilastiildifi zaman, pamuk sap:
eklenmesinin YKYA ortamlarinda seliilaz aktivitesini indiiklemedigi, aksine bsskiladig
goriilmektedir. Ciinkii, pamuk sap1 icermeyen ortamlarda daha yiiksek seliilaz aktivitesi
elde edilmistir. Fakat DKDA Kkiiltiirleri incelendiBi zaman, durumun tam tersi olduunu
yani pamuk sapi eklenmesi ile seliilaz aktivitesinin indiiklendifini g&rmekteyiz.
DKDA+pamuk sap1 v¢ DKDA ortamlarinda seliilaz aktivitesi siras1 ile 0.13 ve 0.09
umol/saat olarak 20. giinde maksimuma ulagmistir. Distile su ortamlarinda ise, YKYA
ortamlan: ile kargilastiriidii zaman daba diiglik, DKDA ortamlan ile kargilastriddi:
zaman ise hemen hemen aym diizeylerde selillaz enzimi tiretildigi goriilmektedir. Distile
sut+pamuk sap1 ortamlarnda da enzim aktivitesi inkiibasyonun sonlarma dogru, 16.
giinde 0.1 pmol/saat olarak maksimuma ulagmustir.

Sekil 3.6da ise C. versicolor ile YKDA+pamuk sapt ve YKDA ile
DKY A-+pamuk sap1 ve DKYA kiiltiirlerinde olusan seliilaz aktivitesi giinlere bagh olarak
verilmigtir. Sekil 3.6 incelendigi zaman; YKDA+pamuk sap1 ortaminm seliilaz {iretimini
en fazla indiikledigi g6riilmektedir. Burada en yiiksek seliilaz aktivitesi, 4.glinde 0.11
pumoV/saat olarak elde edilmigtir. YKDA kiiltiirtine pamuk sapi ilave edilmedifi zaman ise
en yiiksek seliilaz aktivitesi yine 4. glinde 0.09 pmol/saat olarak elde edilmigtir. DKYA
kiltiirlerini kargilagtirdifimiz zaman, pamuk sap1 eklenmesi ile selillaz aktivitesinin
nispeten indiiklendigi goriilmektedir.. DKY A+pamuk sap1 ortamindaki en yiiksek seliilaz
aktivitesi, 8. glinde 0.11 umol/saat olarak elde edilirken, pamuk sap1 eklenmemis aym
ortamda aktivite yine 8. giinde 0.09 pmol/saat olarak en yiiksek degere ulagmigtir.Sekil
incelendifi zaman, kiiltir ortamlarina pamuk sapi eklenmesinin seliilaz aktivitesini

indiikledigi gorilmektedir.
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Sekil 3.5 C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivitesi
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Sekil 3.6 C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivitesi
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3.3.1.4 Ksilanaz aktivitesi

Sekil 3.7'de C. versicolor ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA-+pamuk sapi,
DKDA ve distile su kiiltiirlerinde meydana gelen ksilanaz aktivite degisimleri giinlere
bagh olarak verilmigtir. Sekil 3.7 incelendifi zaman, en yliksek ksilanaz aktivitesinin
DKDA+pamuk sapr ve distile sutpamuk sapr killtiirlerinde meydana geldigi
gbzlenmektedir. DKDA-+pamuk sap: kiiltiirlinde en yliksek ksilanaz aktivitesi 16. giinde
0.21umol/30 dakika olarak agifa cikarken, distile su+pamuk sap: kiiltiirinde yine 16.
giinde 0.21 umol/30 dakika olarak agi¥a ¢ikmmstir. Her iki ortamda da kiiltiirlere pamuk
saplarmin  eklenmesi ksilanaz aktivitesini belirgin bir bi¢imde indiiklemistir.
YKYA-+pamuk sap1 kiiltiirlinde ise ksilanaz aktivitesi maksimuma 8. giinde 0.04 pmol/30
dakika olarak ulagmis ve sonraki giinlerde azalarak aktivite diisiik diizeyde korunmugtur.

YKYA kiiltiiriinde ise pamuk sap1 eklenmesi ksilanaz aktivitesini indiiklememistir.
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Sekil 3.7 C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen ksilanaz aktivitesi
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Sekil 3.8'de ise C. versicolor ile YKDA+pamuk sapi ve YKDA ile
DKYA+pamuk sapt v¢ DKYA ortamlarmda olusan ksilanaz aktivitesi giinlere bagh
olarak verilmistir. Sekil 3.8 incelendigi zaman; ksilanaz aktivitesinin pamuk sap: eklensin
veya eklenmesin DKYA ortamlarmda daha yiiksek olarak agiga ¢iktign goriilmektedir.
YKDA-+pamuk sap1 ortaminda ksilanaz enzimi 12. giinde 0.06 umol/30 dakika olarak
maksimuma ulasirken YKDA kiiltiiriine pamuk sap: eklenmedigi zaman, yine 12. giinde
fakat 0.03 umol/30 dakika olarak maksimuma ulagmistr. DKYA+pamuk sapi
kiiltiirlinde ise enzim aktivitesi 0.29 umol/30 dakika olarak 12. giinde en yiiksek degere
ulagirken, pamuk sap1 eklenmemis aym ortamda yine 12. giinde 0.09 umol/30 dakika
olarak en yiiksek aktivite elde edilmigtir. Sekil 3.8'e bakildig1 zaman C. versicolor'da

ksilanaz enzim aktivitesinin DKYA ortaminda indiiklendigi belirgin bir sekilde

goriilmektedir.
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Sekil 3.8 C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlarmda elde edilen ksilanaz aktivitesi
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3.3.2 F. trogii ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen enzim aktiviteleri

3.3.2.1 Lakkaz aktivitesi

F. ftrogii ile lakkaz aktivitesine YKYA, YKYA+pamuk sapi, DKDA,
DKDA-+pamuk sap1 igeren ortamlarda bakilmg ve bu degerler Sekil 3.9'da distile su ile
hazirlanmig kiiltiir ortamlan ile karglagtinlarak verilmigtir. Sekil 3.9 incelendigi zaman,
biitiin ortamlarda pamuk sap1 eklenmesi ile lakkaz enzim aktivitesinin belirgin bir gekilde
indiiklendigi gorilmektedir. YKYA, DKDA ve distile su ortamlarma pamuk sap:
eklendigi zaman olugan lakkaz aktiviteleri kargilagtirildigi zaman ise bu ii¢ ortam arasinda
¢ok 6nemli bir fark olmadif ve hemen hemen benzer maksimum aktivite degerleri elde
edildigi sekilden anlagilmaktadir. Bu ortamlarda enzim aktiviteleri 8. giinde maksimuma
ulagmakta ve inkiibasyonun sonraki giinlerinde aktivite korunarak devam etmektedir.

Sekil 3.10'da ise F. trogii ile YKDA, YKDA+pamuk sapi, DKYA,
DKYA-+pamuk sap: kiiltiir ortamlarinda meydana gelen lakkaz aktiviteleri giinlere bagh
olarak grafiklenmigtir. Hem YKDA ve hemde DKYA ortamlarinda pamuk sap: eklenmesi
ile lakkaz enzim aktivitesinin indiiklendigi goriilmektedir. Aym zamanda, DKYA-+pamuk
sap1 ortami, YKDA+pamuk sap: ortamma goére lakkaz enzim aktivitesini daha fazla
indiiklemektedir. YKDA+pamuk sapt ortaminda enzim aktivitesi 8. giinde maksimum
degere ulagirken, DKY A-+pamuk sap1 ortaminda 16. giinde maksimum degere ulagmstir.
Pamuk sap1 icermeyen YKDA ve DKYA ortamlan lakkaz aktivitesi bakimndan
kargilagtinldif1 zaman ise, yine aym sekilde DKYA ortaminda daha yiiksek enzim
aktivitesi elde edilmigtir. DK'YA ortamlan distile su ortamlan ile karsilagtirnldigi zaman da

yiksek enzim aktivitesinin olugtugu gorilmektedir (Sekil 3.9 ve 3.10)
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Sekil 3.9 F. trogii ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen lakkaz aktivitesi
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Sekil 3.10 F. trogii ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen lakkaz aktivitesi
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3.3.2.2 Amilaz aktivitesi

Sekil 3.11'de F. trogii ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA+pamuk sapt,
DKDA ve distile su kiiltiirlerinde meydana gelen amilaz aktivite degigimleri giinlere bagli
olarak verilmigtir.

Sekil 3.11 incelendifi zaman, pamuk sapi iceren kiiltiirlerde amilaz enzim
aktivitesinin inkiibasyon periyodunun ik ginlerinde indiiklendifi goriilmektedir.
YKYA+pamuk sap1 ortaminda amilaz aktivitesi 0.15 umol/10 dakika olarak 4. giinde
maksimum degere ulagmus ve sonraki giinlerde aktivitede azalma meydana gelmigtir.
DKDA-+pamuk sap: ortaminda da aym sekilde enzim aktivitesi 4. giinde 0.19 umol/10
dakika olarak maksimuma ulagirken, aktivite sonraki giinlerde azalarak devam etmis
fakat 20. giinde tekrar bir artiy meydana gelmistir. Distile su+pamuk sap: ortaminda da
aktivite aym gekilde 20. giinde 0.18 pumol/10 dakika olarak en yiiksek degere ulagmugtir.
Pamuk sap: igermeyen kiiltiirler, pamuk sap: igeren kiiltiirler ile kargilagtinldift zaman
amilaz aktivitesinin pamuk sap:1 eklenmesi ile nispeten indiiklendigi go6rilmektedir.
DKDA+ pamuk sap: ortamumn amilaz aktivitesini en fazla indiikledigi gozlenmigtir.

Sekil 3.12'de ise, F. trogii ile YKDA+pamuk sapi, YKDA, DKYA-+pamuk sapi
ve DKDA Kkiiltiirlerinde meydana gelen amilaz aktivite degigimleri giinlere bagh olarak
verilmigtir. Bu gekil incelendigi zaman, YKDA+pamuk sap: ortamimn amilaz aktivitesini
inktibasyonun ilk giinlerinde arttirdifi gozlenmektedir. Pamuk sapi igermeyen YKDA ve
DKYA kiiltiir ortamlan karsilagtinldifi zaman, amilaz aktivitesinin YKDA ortamunda 12.
gtinde belirgin bir gekilde indiiklendigi, DKYA kiiltiirlerinde ise 4. ve 8. giinlerde yiiksek
sonraki giinlerde ise daha diigiik olarak agifa ¢iktifi gorilmektedir. Amilaz enzim

aktivitesi YKDA+pamuk sapt ortaminda 0.22 umol/10 dakika olarak 4. giinde ve



Amilaz Aktivitesi(umol/10 dakika)

DKYA-+pamuk sap1 ortaminda da 0.21umol/10 dakika olarak yine 4. giinde maksimuma
ulagmigtir. Ancak DKYA-+pamuk sap1 ortaminda aktivite 20. giinde tekrar bir yiikselme

gosterirken, YKDA+pamuk sap1 ortarmnda aktivite 20. giine kadar azalarak devam

etmigtir.
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Sekil 3.11 F. trogii ile farkli kiiltiir ortamlarinda elde edilen amilaz aktivitesi
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Sekil 3.12 F. trogii ile farkli kiiltiir ortamlarinda elde edilen amilaz aktivitesi

3.3.2.3 Seliilaz aktivitesi

Sekil 3.13'de F. trogii ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA-+pamuk sapi,
DKDA ve distile su kiiltiirlerinde meydana gelen seliilaz aktivite degisimleri giinlere bagh
olarak verilmigtir. Sekil 3.13 incelendigi zaman, YKYA-+pamuk sap: ortaminda olugan
seliilaz aktivitesinin pamuk sap1 icermeyen aym ortama goére daha dusik seviyede kaldig
dikkati ¢ekmektedir. Her iki ortamda da aktivite 4. giinde maksimuma ulagirken, pamuk
sap1 icermeyen ortamda 0.13 pmol/saat , pamuk sap: igeren ortamda ise 0.08 umol/saat
olarak agi3a gikmigtir. DKDA-+pamuk sap1 ve DKDA kiiltiirleri kargilagtmidigs zaman ise
pamuk sap1 eklenmesinin seliilaz aktivitesini indiiklediZini gérmekteyiz. Seliilaz enzim

aktivitesi pamuk sap1 iceren DKDA ortaminda 0.13 pmol/saat olarak 4. gilinde
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maksimuma ulasirken, pamuk sapt igermeyen DKDA ortaminda yine 4. giinde 0.1
umol/saat olarak maksimuma ulagmustir.Distile su+ pamuk sap1 ortamunda da aktivite 4.
ginde 0.14 umol/saat olarak maksimum degere ulagirken, 20. giinde selillaz enzim
aktivitesinde tekrar bir artisin meydana gelmesi ilgi ¢ekicidir. Pamuk sap1 eklenen YKYA,
DKDA ve distile su kiltiir ortamlar1 selillaz aktivitesi bakimindan karsilagtiriirsa, en

yiiksek aktivitenin distile su+pamuk sapt ortaminda agifa giktifh gorilmektedir.
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Sekil 3.13 F. trogii ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivitesi
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Sekil 3.14'te ise, F. trogii ile YKDA-+pamuk sapi, YKDA, DKY A+pamuk sap:1 ve
DKDA kiiltiir ortamlarinda meydana gelen seliilaz aktivite degisimleri giinlere bagh
olarak verilmigtir. Sekil 3.14 incelendigi zaman; DKYA kiiltiiriine pamuk sap: eklenmesi
ile seliilaz aktivitesinin indiiklendigi goriilmektedir. YKDA+pamuk sap kiiltiir ortaminda
da seliilaz aktivitesinin pamuk sap1 eklenmesi ile indiiklendigi gortilmektedir. Bu ortamda
en yiiksek seliilaz aktivitesi, 12. giinde 0.08 umol/saat olarak elde edilmigtir. Pamuk sap:
eklenmemis aym ortamda ise en yiiksek seliilaz aktivitesi, 4. giinde 0.06 pmol/saat olarak
elde edilmigtir DKYA kiiltiir ortammmn F. frogii'de selilaz aktivitesini en fazla
indiikleyen ortam oldugu goériilmektedir. DKYA+pamuk sapt ortamindaki en yiksek
seliilaz aktivitesi, 8. giinde 0.12 pmol/saat olarak elde edilmigtir. Pamuk sap: eklenmemis

aym ortamdaki en yiiksek selillaz aktivitesi ise 8. giinde 0.09 umol/saat olarak elde

edilmigtir.
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Sekil 3.14 F. trogii ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivitesi
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3.3.2.4 Ksilanaz aktivitesi

Sekil 3.15'te F. trogii ile YKYA+pamuk sapi, YKYA, DKDA-+pamuk sapi,
DKDA ve distile su kiiltiir ortamlarinda meydana gelen ksilanaz aktivite degisimleri
giinlere bagh olarak verilmigtir. Pamuk sapt eklenenen tiim kiiltiirlerde pamuk sapi
eklenmeyen kiiltiirlere gore ksilanaz aktivitesinin daha yiiksek olarak agiga ¢iktifi
gorilmektedir. DKDA-tpamuk sap: ve distile su+pamuk sap1 kiltiirleri ise pamuk sapi
eklenmis YKYA kiiltiiri ile kargilagtinldifi zaman ksilanaz aktivitesini en fazla
indikleyen ortam olarak gorilmektedir. YKYA+pamuk sapt ve YKYA ortamlarinda
ksilanaz aktivitesi sirasi ile 0.02 umol/30 dakika ve 0.05 umol/30 dakika olarak 20.
giinde en yiiksek aktiviteye ulasirken, DKDA+pamuk sapt ortaminda 0.17 pumol/30
dakika olarak 16. giinde ve DKDA ortaminda 0.05 umol/30 dakika olarak 12. giinde en
yuksek aktiviteye ulagmugtir. Distile su+pamuk sap: ortaminda ise, ksilanaz aktivitesinin
0.16 umol/30 dakika olarak 8. giinde en yiiksek degere ulagtig1 gozlenmektedir.

Sekil 3.16'da ise, F. trogii ille YKDA+pamuk sapi, YKDA, DKYA+pamuk sapt
ve DKDA kiiltir ortamlarinda meydana gelen ksilanaz aktivite degisimleri giinlere bagh
olarak verilmistir. DKYA ortamlarimin, pamuk sap: eklensin veya eklenmesin ksilanaz
aktivitesini indiikledigi agik¢a goriilmektedir. YKDA+pamuk sap1 ortaminda ksilanaz
aktivitesi 0.02 umol/30 dakika ile 16. ginde maksimuma ulagirken, pamuk sapi
eklenmeyen YKDA ortaminda aktivite 12. giinde en yiiksek degere ulagmugtir.
DKYA-+pamuk sap: ortaminda ise, enzim aktivitesi 8. giinde 0.19 umol/30 dakika ile en
yiksek degere ulagirken, pamuk sap: eklenmeyen aym ortamda en yiiksek aktivite 0.03

umol/30 dakika ile 20. giinde elde edilmigtir.
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Sekil 3.15 F. trogii ile farkh kiiltiir ortamlaninda elde edilen ksilanaz aktivitesi
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Sekil 3.16 F. trogii ile farkh kiiltiir ortamlaninda elde edilen ksilanaz aktivitesi
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3.3.3 P. sajor- caju ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen enzim aktiviteleri

3.3.3.1 Lakkaz aktivitesi

P. sajor- caju ile lakkaz aktivitesine YKYA, YKYA+pamuk sapi, DKDA,
DKDA-+pamuk sap1 igeren ortamlarda bakilmig ve bu degerler Sekil 3.17'de distile su ile
hazirlanmug kiiltiir ortamlan ile kargilagtinlarak grafiklenmigtir.

Sekil 3.17 incelendigi zaman, biitiin ortamlarda pamuk sap1 eklenmesi ile lakkaz
enzim aktivitesinin belirgin bir gekilde indiiklendigi goériilmektedir. YKYA, DKDA ve
distile su ortamlarina pamuk sap1 eklendifi zaman olusan lakkaz aktiviteleri
kargilagtinldi1 zaman ise; YKYA ortamimn lakkaz aktivitesini en fazla indiikleyen ortam
oldugu agik¢a goriilmektedir. P. sajor- caju ile pamuk sap1 eklenmeyen YKY A-+pamuk
sapt ve DKDA+pamuk sapi ortamlarinda lakkaz aktivitesinin agi§a ¢itkmamas: ise
ilgingtir. Distile su+ pamuk sap:t ortamu ise diger pamuk sap: eklenen ortamlar ile
kargilagtinldifn zaman daha dugik lakkaz aktivitesi elde edilmigtir. Lakkaz aktivitesi
YKYA+pamuk sap: ortaminda 8. giinde, DKDA+ pamuk sapt ortaminda 12. giinde,
distile su ortaminda ise yine 8. giinde en yiiksek degere ulagmgtir.

Sekil 3.18'de ise P. sajor- caju ile YKDA, YKDA-+pamuk sapi, DKYA,
DKYA-+pamuk sapi kiiltiir ortamlarinda meydana gelen lakkaz aktiviteleri giinlere bagh
olarak gosterilmigtir.

Sekil 3.18 incelendifi zaman, pamuk sap: eklenmesinin YKDA ve DKYA
ortamlarinda lakkaz aktivitesini belirgin bir gekilde indiikledii goriilmektedir. Bu iki
ortama pamuk sap1 eklenmedigi zaman herhangi bir lakkaz aktivitesi elde edilmemistir.

YKDA-+pamuk sap1 ortaminda lakkaz aktivitesi, 0.104 AA/dakika ile 8. giinde en yiiksek
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degere ulagirken, DKYA-+pamuk sap1 ortaminda yine 8. giinde 0.108 AA/dakika ile en

yiksek degere ulagtlmugtir.
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Sekil 3.17 P. sagjor- caju ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen lakkaz aktivitesi
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Sekil 3.18 P. sajor- caju ile farkh kiltiir ortamlarinda elde edilen lakkaz aktivitesi

3.3.3.2 Amilaz aktivitesi

Sekil 3.19'da P. sajor- cqju ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA-+pamuk
sapy, DKDA ve distile su kiiltiir ortamlarinda meydana gelen amilaz aktivite degigimleri
giinlere bagl olarak verilmigtir. Sekil 3.19 incelendigi zaman en yiiksek amilaz
aktivitesinin, DKDA+pamuk sap1 ortaminda 20. giinde 0.27 umol/10 dakika olarak elde
edildigi goriilmektedir. Pamuk sap1 eklenen ve eklenmeyen YKYA ortamlan ile, pamuk
sap1 eklenen ve eklenmeyen DKDA ve distile su ortamlan kargilagtirildigs zaman yine
DKDA ortaminin amilaz aktivitesini daha fazla indiikledigi gozlenmektedirr DKDA
kiilttirlerinde amilaz aktivitesinin agifa ¢ikmasi {izerine, pamuk sapimun indiikleyici

etkisinin oldugu gekil incelendigi zaman agik¢a goriilmektedir. Pamuk sap: eklenmig
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distile su kiiltiirlerinde amilaz aktivitesi 20. giinde en yilksek degere ulagmis ve

DKDA-+pamuk sap1 kiiltiir ortamimndan sonra en yitksek amilaz aktivitesinin elde edildigi

kiiltiir olmustur.
030 r
T
T —O— YKYA+p.sapi
0.25
-~ —9— YKYA
0.20 DKDA+p.sapi
DKDA
0.15 |
D.su+p.sapt
0.10 D.su
0.05
0 4 8 12 16 20

Gin
Sekil 3.19 P. sajor- caju ile farkh kiltiir ortamlarinda elde edilen amilaz aktivitesi
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Sekil 3.20'de ise P. sgjor- caju ile YKDA, YKDA+pamuk sapi, DKYA,
DKYA-+pamuk sap1 kiiltiir ortamlarinda meydana gelen amilaz aktiviteleri giinlere bagl
olarak gosterilmigtir. Sekil 3.20 incelendifi zaman, DKYA ortamlarinda pamuk sapt
eklenmesinin amilaz aktivitesini pamuk sapt eklenmeyen ortamlara gére daha fazla
indikledigi goériilmektedir. Fakat, YKDA ortamlarinda pamuk sap: eklenmesi amilaz
aktivitesini nispeten inhibe etmis ve pamuk sap: eklenmemiy YKDA ortaminda daha
yilksek amilaz aktivitesi elde edilmigtir. YKDA+pamuk sap1 ortaminda amilaz aktivitesi,
0.20 umol/10 dakika ile 4. giinde en yiiksek degere ulagirken, pamuk sap1 eklenmeyen
aym ortamda aktivite 20. giinde 0.23 umol/10 dakika olarak en yiiksek degere ulagmgtir.
DKYA+pamuk sap: ortaminda amilaz aktivitesi 12. giinde 0.21 pmol/10 dakika ile en
yilksek degere ulasirken pamuk sap1 eklenmeyen aym ortamda aktivite 0.20umol/10

dakika olarak 16. giinde en yiiksek degeri vermistir.
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Sekil 3.20 P. sajor- caju ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen amilaz aktivitesi
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3.3.3.3 Seliilaz aktivitesi

Sekil 3.21'de P. sgjor- caju ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA-+pamuk
sapl, DKDA ve distile su kiiltlir ortamlarinda meydana gelen seliilaz aktivite deZigimleri
giinlere bagh olarak verilmigtir.

Sekil 3.21'e bakildign zaman; en yiksek seliilaz aktivitesinin DKDA ortaminda
elde edildigi gorilmektedir. Sekil incelendifi zaman, selilaz aktivitesinin pamuk sapt
eklenmemis ortamlarda daha yiiksek olarak a¢iSa ¢ikmasi ise oldukga ilgi ¢ekicidir.
YKYA+pamuk sap1 ortaminda en yliksek selilaz aktivitesi 4. giinde 0.16 pumol/saat
olarak elde edilirken, pamuk sap1 eklenmemis aym ortamda en yiiksek aktivite 0.19
umol/saat olarak 16. giinde edle edilmigtir. DKDA+ pamuk sap1 ortaminda elde edilen en
yiiksek seliilaz aktivitesi 20. giinde 0.20 pmol/saat olurken, pamuk sap: eklenmemis aym
ortamda aktivite 4. ginde 0.34 pmol/saat olarak maksimuma ulagmugtir. Distile su
ortamlarinda ise diger ortamiar ile karsilagtirdigimiz zaman daha diigiik sehiilaz aktivitesi
elde edilmistir.

Sekil 3.22'de ise P. sgjor-- caju ile YKDA, YKDA+pamuk sapi, DKYA,
DKY A-+pamuk sap1 kiiltir ortamlarinda saptanan seliilaz aktiviteleri giinlere baglh olarak
verilmigtir. YKDA+pamuk sapt ve DKYA-+pamuk sap1 kiiltiir ortamlarmnmn, diger
ortamlar ile karsilagtirildi: zaman P. sajor- caju’da seliilaz aktivitesini belirgin bir gekilde
indukledigi agik¢a goriilmektedir. Aym zamanda, pamuk sap1 eklenmesinin de seliilaz
aktivitesini indiikleyici bir etkisinin oldugu gekil incelendifi zaman goriilmektedir.
YKDA-+pamuk sap1 ortaminda en yiiksek selillaz aktivitesi 4. giinde 0.13 umol/saat ile

elde edilirken, pamuk sapi eklenmemig aym ortamda en yiiksek aktivite 0.05 pmol/saat
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olarak 20. giinde elde edilmigtir. DK'YA+pamuk sap1 ortaminda ise en yiksek seliilaz
aktivitesi 12. giinde 0.11 pumol/saat olarak elde edilirken, pamuk sap1 eklenmemis aym

ortamda seliilaz aktivitesi belirlenememistir.
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Sekil 3.21 P. sagjor- caju ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivitesi
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Sekil 3.22 P. sajor- caju ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivitesi

3.3.3.4 Ksilanaz aktivitesi

Sekil 3.23'de P. sgjor- caju ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA-+pamuk
sap1, DKDA ve distile su kiiltiir ortamlarinda meydana gelen ksilanaz aktivite degisimleri
giinlere bagh olarak verilmigtir.

Sekil 3.23 incelendigi zaman, ksilanaz aktivitesinin tiim kiltiir ortamlarinda,
pamuk sap1 eklenmesi ile indiiklendigi gézlenmektedir. YK'YA+pamuk sap1 ortaminda en
yitksek ksilanaz aktivitesi 0.11 umol/30 dakika ile 8. giinde elde edilirken, pamuk sap1
eklenmemis aym ortamda en yiiksek aktivite 12. giinde 0.06 umol/30 dakika olarak elde
edilmigtir. DKDA+pamuk sap1 ortamindaki en yilksek ksilanaz aktivitesi ise 4. giinde

0.17 umol/30 dakika ile elde edilirken pamuk sap1 eklenmemi§ aym ortamda ksilanaz
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aktivitesi belirlenememistir.Distile su+pamuk sapt ortaminda ki en yiiksek ksilanaz
aktivitesi ise 0.18 pmol/10 dakika olarak 12. giinde elde edilmistir.

Sekil 3.24'te ise P. sqgjor- caju ile YKDA, YKDA-+pamuk sapi, DKYA,
DKYA+pamuk sap: kiiltiir ortamlarinda meydana gelen ksilanaz aktiviteleri giinlere bagh
olarak gosterilmigtir.

Sekil 3.24'e bakildigy zaman; DKYA kiiltir ortammin YKDA kiiltiir ortamina
gore ksilanaz aktivitesini daha fazla indiikledigi gorilmektedir. Ancak YKDA ortamida
ksilanaz aktivitesi pamuk sap1 eklenmesi ile baskilanmig ve pamuk sapi eklenmemis
ortamda daha yiiksek olarak agiga c¢ikmigtir,. DKYA ortamlarinda ise pamuk sapi
eklenmesi ksilanaz aktivitesini indiiklemigtir (inkiibasyonun 4. giinii harig).
YKDA+pamuk sap1 ortamunda en yiiksek ksilanaz aktivitesi, 16. giinde 0.03 pumol/30
dakika olarak elde edilirken, pamuk sap1 eklenmemis aymi ortamda en yiiksek aktivite,
16. giinde 0.04 umol/30 dakika olarak elde edilmigtir. DK'Y A+pamuk sap1 ortaminda ise
en yiiksek ksilanaz aktivitesi, 16. giinde 0.06 umol/30 dakika olarak elde edilirken,
pamuk sap: eklenmemis aym ortamda aktivite, 0.06 pumol/30 dakika olarak en yiiksek

degere 4. giinde ulagmugtir.
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Sekil 3.23 P. sgjor- caju ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen ksilanaz aktivitesi
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Sekil 3.24 P. sajor- caju ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen ksilanaz aktivitesi

70



71

334 P chrysosporium ile farkh Kkiiltiir ortamlarinda elde edilen enzim

aktiviteleri

3.3.4.1 Lakkaz aktivitesi

P. chrysosporium ile farkh kiltiir ortamlarinda yapilan ¢alismalarda lakkaz enzim
aktivitesi belirlenememigtir. Enzim aktivitesine 20 giinliik inkiibasyon periyodu stiresince
glinlere bagh olarak bakilmug ve aktivite tespit edilememistir. Pamuk sapt eklenmig

ortamlarda da lakkaz enzim aktivitesi saptanamamugtir.

3.3.4.2 Amilaz aktivitesi

Sekil 3.25'de P. chrysosporium ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA+pamuk
sap1, DKDA ve distile su kiiltiir ortamlarinda meydana gelen amilaz aktivite degisimleri
giinlere bagl olarak verilmigtir. Sekil 3.25 incelendifi zaman; amilaz aktivitesinin pamuk
sap1 eklenmesi ile indiiklenmedigi gozlenmektedir. En yitksek amilaz aktivitesi, pamuk
sap1 eklenmemis DKDA kiiltiir ortaminda 4. giinde 0.26 umol/10 dakika olarak elde
edilmigtir. DKDA ortamu amilaz aktivitesini, YKYA ve distile su ortamlarina goére daha
fazla indiklemigtir. YKYA-+pamuk sap1 ortamunda ki en yiiksek amilaz aktivitesi 16.
ginde 0.16 umol/10 dakika olarak elde edilirken, DKDA+pamuk sap1 ve distile
sutpamuk sapt ortamlarinda ki en yiikksek enzim aktiviteleri srras1 ile 0.15 pmol/10
dakika ve 0.18 umol/10 dakika olarak 4. giinde elde edilmistir. Amilaz aktivitesinin
pamuk sapi ilave edilmeyen kiiltiir ortamlarinda da oldukga yiiksek degerlere ulagmasi

ilgi gekicidir.
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Sekil 3.26'da ise P. chrysosporium ile YKDA, YKDA+pamuk sapi, DKYA,
DKYA-+pamuk sap1 kiltiir ortamlarinda meydana gelen amilaz aktiviteleri giinlere bagh
olarak gosterilmigtir. Sekil 3.26 incelendifi zaman; amilaz aktivitesinin pamuk sapi
eklenmesi ile indiiklenmedigi ve en yiiksek amilaz aktivitesinin, 0.24 umol/10 olarak
pamuk sapt eklenmemis YKDA ortaminda 8. giinde elde edildii goriilmektedir. Pamuk
sap1 eklenmiy aym ortamdaki en yiiksek amilaz aktivitesi ise, 4. giinde 0.22 pmol/10
dakika olarak elde edilmigtir. YKDA ortamlarimn, DKYA ortamlanna gore amilaz
aktivitesini daha fazla indiikledigi sekil 3.26 incelendifi zaman goriilmektedir.
DKYA+pamuk sap1 ortamindaki en yiiksek amilaz aktivitesi 16. giinde 0.20 pumol/10
dakika olarak elde edilirken, pamuk sap: eklenmemis aym ortamda en yiiksek amilaz

aktivitesi 0.22 umol/10 dakika olarak 12. giinde elde edilmistir.
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Sekil 3.25 P. chrysosporium ile farkh kiltiir ortamlarinda elde edilen amilaz aktivitesi
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Sekil 3.26 P. chrysosporium ile farkh kiiltiir ortamlarinda elde edilen amilaz aktivitesi

3.3.4.3 Seliilaz aktivitesi

Sekil 3.27'de P. chrysosporium ile YKYA+Pamuk sapi, YKYA, DKDA-+pamuk
sapt, DKDA ve distile su kiiltiir ortamlarinda meydana gelen seliilaz aktivite degigimleri
giinlere bagh olarak verilmistir. Tiim kiltiir ortamlarinda pamuk sap: eklenmesi ile seliilaz
aktivitesinin indiklendifi agik¢a goriilmektedir. Aym zamanda, DKDA-+pamuk sapi
kiiltiir ortamu da seliilaz aktivitesini diger ortamlar ile kargilagtinldigi zaman daha da fazla
indiikklenmigtir. En yiiksek selilaz aktivitesi DKDA-+pamuk sapt ortaminda 0.23
pumol/saat olarak 12. giinde elde edilmigtir. Pamuk sap: eklenmemis aym ortamda ise en

yitksek seliilaz aktivitesi, 4. giinde 0.1 umol/saat olarak elde edilmigtir. YKYA-+pamuk



Seliilaz Aktivitesi(umol/saat)
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sapt ortami ve distile sutpamuk sap1 ortamlan kargilagtinldigi zaman ise, seliilaz
aktivitesinin YKYA ortaminda daha yiiksek olarak a¢ifa ¢iktig1 goériilmektedir.

Sekil 3.28'de ise P. chrysosporium ile YKDA, YKDA-+pamuk sapi, DKYA,
DKYA-+pamuk sapi kiiltiir ortamlarinda meydana gele_n seliilaz aktiviteleri giinlere bagh
olarak gosterilmigtir. Kiiltiir ortamlarina pamuk sap1 eklenmesi ile seliilaz aktivitesinin
indiiklendigi gorilmektedirr Aym zamanda, DKYA+pamuk sapr ortam: da
YKDA-+pamuk sap1 ortamina gore selillaz aktivitesini daha fazla indiiklemigtir. En
yilksek seliilaz aktivitesi, DKYA+pamuk sap1 ortaminda 0.17 umol/saat olarak 16.
giinde elde edilmistir. YKDA+pamuk sap1 ortamindaki en yitksek seliilaz aktivitesi ise
yine 16. giinde 0.06 umol/saat olarak elde edilmigtir. Pamuk sap1 eklenmemis DKYA
ortaminda hi¢ seliilaz aktivitesi elde edilmezken, YKDA ortaminda pamuk sapt

eklenmedigi zaman sadece 16. giinde 0.05 pumol/saat enzim aktivitesi elde edilmistir.
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Sekil 3.27 P. chrysosporium ile farkh kiiltiir ortamlannda elde edilen seliilaz aktivitesi
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Sekil 3.28 P. chrysosporium ile farkli kiiltiir ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivitesi

3.3.4.4 Ksilanaz aktivitesi

Sekil 3.29'da P. chrysosporium ile YKYA+Pamuk sap1, YKYA, DKDA-+pamuk
sap1, DKDA ve distile su kiiltiir ortamlarinda meydana gelen ksilanaz aktivite deStsimleri
giinlere bagh olarak verilmigtir. Sekil 3.27 incelendii zaman;, pamuk sap1 eklenmesinin
biitiin kiiltiir ortamlarinda ksilanaz aktivitesini indiikledigi gorilmektedir. Aym sekilde,
DKDA+pamuk sapt kiiltiir ortarm da diger kiiltiir ortamlan ile kargilagtinldigi zaman
ksilanaz aktivitesini daha fazla indiiklemektedir. En yiiksek ksilanaz aktivitesi,
DKDA+pamuk sapt ortaminda 4. giinde 0.25 umol/30 dakika olarak elde edilmigtir.

YKYA-+pamuk sap1 ortamindaki en yiiksek ksilanaz aktivitesi yine 4. giinde 0.1 pumol/30
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dakika olarak elde edilirken, distile su+pamuk sap: ortamindaki en yiiksek aktivite 12.
giinde 0.24 pmol/30 dakika olarak elde edilmistir.

Sekil 3.30'da ise P. chrysosporium ile YKDA, YKDA+pamuk sapi, DKYA,
DKY A-+pamuk sap: kiiltiir ortamlarinda meydana gelen ksilanaz aktiviteleri giinlere bagh
olarak verilmigtir. Sekil 3.30 incelendigi zaman; pamuk sap: ilave edilmis tiim kiltiir
ortamlarinda ksilanaz aktivitesinin belirgin bir gekilde indiiklendigi goriilmektedir. Aym
zamanda DKYA-+pamuk sapt ortamu ksilanaz aktivitesini en fazla indiikleyen ortam
olarak tespit edilmigtir. En yiiksek ksilanaz aktivitesi bu ortamda, 8. giinde 0.15 pmol/30
dakika olarak elde edilmigtir. Pamuk sap1 eklenmemiy YKDA ortaminda ise hi¢ ksilanaz
aktivitesi belirlenememistir.  YKDA-+pamuk sapt ortamundaki en yiksek ksilanaz

aktivitesi ise, 16. giinde 0.02 umol/30 dakika olarak elde edilmistir.
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Sekil 3.29 P. chrysosporium ile farkl kiiltiir ortamlatinda elde edilen ksilanaz aktivitesi
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Sekil 3.30 P. chrysosporium ile farkh kiltiir ortamlarinda elde edilen ksilanaz aktivitesi

3.4  Sentetik Besiyeri Ortamlarinda Pamuk Sapinda Meydana Gelen Lignin ve

Seliiloz Giderimleri (% Giderim)

Calisgmanimt bu kismunda, yukanda aktiviteleri belirlenen enzimlerin etkisi
sonucunda pamuk sapinda meydana gelen lignin ve seliloz yikimlarim belirlemek
amagclanmig ve bu yikim iizerine en etkili kiiltiir ortamunmin belirlenmesi hedeflenmisgtir.
Sentetik besiyeri ortamlarina 1 gr pamuk sap: eklenerek yapilan ¢aligmalarda dort farkl
beyaz ¢iiriik¢lil fungusun 20 giinliik inkiibasyon periyodu sonrasinda pamuk sapinda
neden oldugu lignin ve selilloz kayiplar1 % giderim olarak verilmigtir. Bu galiymalarda

sentetik besiyerleri olarak karbon-azot orant ayarlanmg besiyerleri kullanilmgtir.
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Bu amagla dort farkl kiiltir ortamn hazirlanmig ve bu ortamlar da meydana gelen
lignin yikimm higbir gey ilave edilmemig distile su ortamu ile ve STO(stok temel ortam) ile
karslagtirilmustir. Hazirlanan dort farkh kiltiir ortamu ; YKYA (yiiksek karbon -yiiksek
azot), DKDA (diigitk karbon-diisiik azot), YKDA (yiiksek karbon-diigiik azot), DKYA
(dusik karbon-yiiksek azot) ortamlan olarak kullamlmigtir.

Tablo 3.4'te dort farkh beyaz ¢iirtik¢til fungusun yukanda belirttigimiz ortamlarda

20 giinliik inkiibasyon sonucu meydana gelen lignin giderim degerleri (%) verilmigtir.

Tablo 3.3 Farkl: kiiltiir ortamlarinda saptanan lignin giderimi (%)

ORTAM
FUNGUS Distile su | STO' YKYA’ | DKDA’| YKDA' | DKYA’
C. versicolor 31 30 25 27 30 26
F. trogii 31 28 26 28 30 27
P.sajor-caju 26 25 22 29 26 23
P.chrysosporium |32 31 28 31 31 30

1: Stok temel ortam
2: Yiiksek karbon- yiiksek azot
3: Diigiik karbon-diisiik azot
4: Yiksek karbon-diigiik azot
5: Disiik karbon-yiiksek azot
Tablo 3.3 incelendigi zaman en yiiksek lignin gideriminin (%32) P.chrysosporium
ile distile su ortaminda meydana geldigi gorilmektedir. P.sgjor- caju lignin yikim

yetenegi en diisiik fungus olarak saptanmugtir.
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Stok temel ortam ve karbon-azot oram ayarlanmi§ ortamlarda meydana gelen
seliiloz giderimi distile su ortaminda meydana gelen giderim ile karsilagtinlarak Tablo
3.4'te % giderim olarak verilmistir. Degerler, 20 giinliikk inkiibasyon sonucu elde edilen

degerlerdir.

Tablo 3.4 Farkl kiiltiir ortamiarinda saptanan seliiloz giderimi (%)

ORTAM

FUNGUS Distilesu | STO' YKYA? | DKDA’| YKDA* | DKYA’
C. versicolor 28 40 32 25 32 26

F. trogii 26 35 32 20 35 25
P.sajor-caju 21 32 30 20 26 23
P.chrysosporium |25 38 40 23 36 30

1: Stok temel ortam
2: Yiiksek karbon- yiiksek azot
3: Disiik karbon-diisiik azot
4: Yiiksek karbon-diigik azot
5: Dusiik karbon-ytiksek azot

Tablo 3.4'te goruldigi gibi en yiiksek selilloz giderimi %40 olarak meydana
gelmistir. Bu deger C.versicolor ile STO'da elde edilirken, P.chrysosporium ile YKYA
ortaminda elde edilmistir. Tablo 3.5 incelendigi zaman, P.sajor-caju fungusunun seliiloz
giderim kapasitesinin diger funguslar ile kargilastinldift zaman daha diisiik oldugu
gozlenmektedir. Ozellikle distile su ve DKDA ortamlaninda ¢ok diigiik bir seliiloz

giderimine yol agmgtir (%21-%20).
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3.5 Lignoseliilozik Kaynak Olarak Pamuk Sapimn Kullanildig1 Dogal Besiyeri

Ortamlarinda Meydana Gelen Enzim Aktivite Degisimleri

Caliymamn bu kisminda, Bolim 3.3'de sentetik besiyerlerinde iiretim sonucu
saptanan enzim aktivitelerinin, dogal besiyeri olarak kullanilan zeytin yagi fabrikasi atik
suyu (ZYFA) ve vinas ortamlarindaki aktivitelerini belirlemek amaglanmugtir. Ozellikle,
endiistrivel anlamda onemli bir enzim olan lakkaz enziminin aktivitesini artinici etkisi
oldugu diigintilen bu iki atik besiyeri ortamina, pamuk saplari da eklenerek enzim
aktivitesi indiikklenmeye cahgilmigtir. Lakkaz enziminin aktivitesinin arttirlmas
hedeflenirken, aym zamanda bu endiistriyel atiklanin da funguslar igin besiyeri ortamu
olarak kullamlabilirlikleri test edilmigtir. Bu funguslar ile atiklarin islem gérmesi sonucu,
atiklarda olugacak KOI, fenol ve renk giderimleri de belirlenerek atiklann ¢evre kirletici
roliiniin azaltilmas:1 da amaglanmgtir.

Bu amagla, ZYFA ve vinas , %1, %2.5, %5, %10, %20, %30'luk
konsantrasyonlarda hazirlanmiy ve bu ortamlara 1 gr pamuk sapt eklenerek ve
eklenmeyerek, 20 ginliik inkiibasyon periyodu stiresince olusan lakkaz aktivite
degisimleri belirlenmistir. C. versicolor, F. trogii ve P. sajor- caju ile her iki atik
ortamunda da lakkaz aktiviteleri belirlenirken, P. chrysosporium ile bu ortamlarda lakkaz

aktivitesi belirlenememigtir.

3.5.1 C. versicolor ile elde edilen lakkaz aktivitesi

Sekil 3.31'de C. versicolor ile %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30'Tuk pamuk sap1

eklenmemis ZYFA ortamlannda C. versicolor tretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite.
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degisimleri giinlere baglh olarak verilmigtir.. Sekil 3.31incelendigi zaman; en yiiksek
lakkaz aktivitesinin %10luk ZYFA konsantrasyonunda ve inkiibasyonun 20. giiniinde
0.558 AA/dakika olarak meydana geldigi gorilmektedir. % 20 ve %30Tuk atik
konsantrasyonlarinda da oldukga yliksek lakkaz Gretimi sz konusudur. Ancak %1, %2.5
ve %5'lik konsantasyonlarda nispeten daha diisgiik enzim tretildigi sekil incelendigi zaman
agikca gorilmektedir. Lakkaz enzimi aktivitesi biitiin atik konsantrasyonlarinda
inktibasyonun son giinii olan 20. giinde en yiiksek seviyeye ulagmgtir. Sekil 3.32'de ise
%1, %2.5, %3, %10, %20 ve %30Tuk pamuk sap: eklenmis ZYFA ortamiarinda C.
versicolor tretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite degigimleri giinlere bagh olarak
gosterilmigtir. Sekil 3.32  incelendii zaman; atik konsantrasyonu arttikca enzim
aktivitesinde de bir artiy oldugu goézlenmektedir. En yitksek lakkaz aktivitesi, %30'uk
ZYFA konsantrasyonunda 16. giinde 1.150 AA/dakika olarak elde edilmigtir. Biitiin atik
konsantasyonlarinda enzim aktivitesi inkiibasyonun 12. giiniinde maksimuma ulagtiktan
sonra 16. giinde yine aktivitesini korumus ve 20. giinde aktivitede bir azalma meydana
gelmigtir.

Sekil 3.31 ve 3.32 kargilagtinldify - zaman pamuk sap: ilave edilen ZYFA
ortamlarinda pamuk sap1 eklenmemis ZYFA ortamlarma gére daha yiiksek enzim
aktivitesinin olugtugu agikca gorilmektedir. Pamuk sapt eklenmesi sonucunda lakkaz

aktivitesinin indiiklendigi her iki sekil kargilagtirildig1 zaman gézlenmektedir.
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Sekil 3.31 Pamuk sap1 eklenmey%g ZYFA ortamlarinda C. versicolor iiretimi sonucu

giinlere bagh olarak elde edilen lakkaz aktivite degisimi
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Sekil 3.32  Pamuk sap1 eklenmis ZYFA ortamlarinda C. versicolor tiretimi sonucu

giinlere bagh olarak elde edilen lakkaz aktivite deZisimi
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Sekil 3.33'de %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30'luk pamuk sap1 eklenmemis
vinas ortamlarinda C. versicolor tretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite degisimleri
ginlere baglh olarak verilmigtir. Sekil 3.33 incelendii zaman, atik konsantrasyonu
arttik¢a enzim aktivitesinde meydana gelen belirgin artig goze ¢arpmaktadir. En yiksek
lakkaz aktivitesi, %30'luk vinas konsantrasyonunda 16. giinde 0.854 AA/dakika olarak
agifa c¢itkmugtir. Bitiin  atitk  konsantrasyonlaninda enzim aktivitesi inkiibasyon
periyodunun son giinlerinde yani 16. ve 20. giinlerde en yiiksek degerlere ulagmaktadir.
Sekil 3.34'de %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30Tuk pamuk sapi eklenmis vinas
ortamlarinda C. versicolor tretimi sonucu saptanan lakkaz aktivite degisimleri giinlere
bagh olarak verilmigtir. Sekil 3.34 incelendifi zaman; atik konsantrasyonundaki artisa
bagl olarak enzim aktivitesinde meydana gelen belirgin artig dikkat ¢ekicidir. En yiksek
lakkaz aktivitesi, % 30'luk vinas konsantrasyonunda inkiibasyonun 16. giiniinde ve 4.002
AA/dakika olarak agi@a c¢ikmugtir. Biitiin atik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi
inkiibasyonun 16. giiniinde maksimuma ulagirken 20. ginlerde aktivitede azalma
olmustur.

Sekil 3.33 ve 3.34 incelendigi zaman ise kiiltiir ortamlarina pamuk sap1 eklenmesi

ile lakkaz enziminin aktivitesinin belirgin bir gekilde indiiklendigi goriilmektedir.
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Sekil 3.34 Pamuk sap1 eklenmig vinas ortamlarinda C. versicolor tiretimi sonucu
giinlere bagh olarak elde edilen lakkaz aktivite degigimi
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3.5.2 F trogii ile elde edilen lakkaz aktivitesi

Sekil 3.35'de %1, %2.5, %S5, %10, %20 ve %30Tk pamuk sap: eklenmemis
ZYFA ortamlannda F. trogii uretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite degisimleri
glinlere bagh olarak verilmigtir. Sekil 3.35 incelendifi zaman, atik konsantrasyonundaki
artisa bagh olarak enzim aktivitesinde meydana gelen arti§ goze ¢arpmaktadir. En yiiksek
lakkaz aktivitesi, % 30Tuk ZYFA konsantrasyonunda 0.763 AA/dakika olarak
inkiibasyonun 16. giiniinde olugmustur. Biitiin konsantrasyonlarda enzim aktivitesi
16.giinde en yiiksek degerlere ulasmig ve 20. giinde azahsa gegmistir.Inkiibasyonun 4.
giininde atik konsantrasyonuna bagh olarak enzim aktivitesinde bir farklilik olugmazken
sonraki glinlerde konsantrasyon arttikga aktivitedeki artiy oldukc¢a belirgin bir hale
gelmistir. Sekil 3.36'da %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30'luk pamuk sap: eklenmis
ZYFA ortamlaninda F. trogii iiretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite degigimleri
giinlere bagh olarak verilmigtir. Sekil 3.36 incelendigi zaman; lakkaz enzim aktivitesinin
atik konsantrasyonuna bagh olarak degistigi goriilmektedir. Atik konsantrasyonu arttik¢a
enzim aktivitesi de belirgin bir gekilde artiy gostermektedir. En yiiksek lakkaz aktivitesi,
% 30'Tuk ZYFA konsantrasyonunda 12. giinde 2.158 AA/dakika olarak agi3a ¢ikmugtir.
Biitiin atik konsantrasyonlarinda enzim aktivitesi inkiibasyonun 12. giiniinde maksimuma
ulagmug ve sonraki giinlerde azalarak devam etmistir.

Sekil 3.35 ve 3.36 kargilagtirnldigi zaman, kiltiir ortamlanna pamuk sap: ilave

edilmesi ile lakkaz enzim aktivitesinin belirgin bir gekilde indiiklendigi goriilmektedir.
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Sekil 3.37'de %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %301uk pamuk sap1 eklenmemis
vinas ortamlarinda F. trogii tiretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite degigimleri giinlere
bagl olarak verilmigtir. Sekil 3.37 incelendifi zaman; atik konsantrasyonundaki artig ile
birlikte lakkaz enzim aktivitesinde meydana gelen artiy gbze ¢arpmaktadir. En yiiksek
lakkaz aktivitesi % 30Tuk vinas konsantrasyonunda, inkiibasyonun 16. giiniinde 0.883
AA/dakika olarak elde edilmistir. Biitiin atik konsantrasyonlannda lakkaz enzim aktivitesi
inkiibasyonun 16. giiniinde maksimuma ulagmus ve 20. giinde azaliga gecmigtir. Sekil
3.38'de %1, %2.5, %S5, %10, %20 ve %30'luk pamuk sap1 eklenmis vinas ortamlarinda
F. trogii uretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite degisimleri giinlere bagli olarak
verilmigtir. Sekil 3.38 incelendigi zaman; atik konsantrasyonundaki artiga bagh olarak
enzim aktivitesinde meydana gelen artig dikkat gekicidir. En yiiksek lakkaz enzimi
aktivitesi inkiibasyonun 12. giiniinde % 20'lik atik kiiltiir ortaminda 2.418 AA/dakika
olarak elde edilmigtir. %30'luk atik ortammna gére % 20k ortamda daha yiiksek
maksimum aktivite elde edilmesi ilgi ¢ekicidir. Biitiin kiiltiir ortamlarinda enzim
aktiviteleri inkiibasyonun 12. giiniinde maksimum degerlere ulagmgtir.

Sekil 3.37 ve 3.38 kargilastinldigs zaman, kiiltiir ortamlarina pamuk sapt ilave
edilmesi ile lakkaz enzim aktivitesinin belirgin bir sekilde indiiklendigi gorilmektedir.
Aym zamanda pamuk sapt eklenmig kiiltir ortamlarinda elde edilen enzim aktivitesi
pamuk sap1 eklenmeyen ortamlara gore inkiibasyonun daha erken giinlerinde maksimuma

ulagmaktadir.
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3.5.3 P. sajor- caju ile elde edilen lakkaz aktivitesi

Sekil 3.39'da %1, %2.5, %S5, %10, %20 ve %30'Tuk pamuk sap1 eklenmemis
ZYFA ortamlaninda P. sajor- caju tiretimi elde edilen lakkaz aktivite degigimleri giinlere
bagl olarak verilmigtir. Sekil 3.39 incelendigi zaman; atik konsantrasyonu arttik¢a lakkaz
enzim aktivitesinde de bir artiy meydana geldigi gozlenmektedir. Aym zamanda biitiin
atik konsantrasyonlan igin, inkiibasyonun 4. giiniinde hemen hemen hi¢ lakkaz aktivitesi
belirlenememis ve enzim aktivitesi 8. giinden sonra agia ¢ikmaya baglamigtir. En yiiksek
lakkaz aktivitesi, % 30'luk ZYfA konsantrasyonunda, 20. giinde 0.135 AA/dakika olarak
elde edilmigtir. Biitiin konsantrasyonlarda lakkaz enzim aktivitesi inkiibasyonun 20.
gininde maksimuma ulagmugtir. Sekil 3.40'da %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30'Tuk
pamuk sap1 eklenmis ZYFA ortamlaninda P. sajor- caju iretimi sonucu elde edilen
lakkaz aktivite degigimleri giinlere bagh olarak verilmigtir. Sekil 3.40 incelendigi zaman;
atik konsantrasyonundaki artiga bagh olarak enzim aktivitesinde meydana gelen artig
dikkat cekicidir. En yiiksek lakkaz enzimi aktivitesi; % 30'luk ZYFA konsantrasyonunda
1.596 AA/dakika olarak inkiibasyonun 12. giiniinde elde edilmigtir. Inkiibasyonun 4.
giiniinde hemen hemen hi¢ lakkaz enziminin uretilmedigi de sekil incelendigi zaman
gorilmektedir. % 20 ve %30Tuk ZYFA konsantrasyonlarinda lakkaz enzimi aktivitesi
inkiibasyonun 12. glninde maksimuma ulasirken, % 1, % 25 ve % S5k
konsantrasyonlarda 20. giinde maksimum aktiviteler elde edilmigtir.

Sekil 3.39 ve 3.40 kargilagtinldifs zaman ise; ZYFA kiltiir ortamlarina pamuk
sapt eklendifi zaman atifin konsantrasyonu ne olursa olsun lakkaz enzim aktivitesinin

indiiklendigi goriilmektedir.
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Sekil 3.41'de %1, %2.5, %S5, %10, %20 ve %30Tuk pamuk sap1 eklenmemis
vinas ortamlannda P. sajor- caju iretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite degigimleri
giinlere bagh olarak verilmigtir. Sekil 3.41 incelendigi zaman; lakkaz enzim aktivitesinin
atik konsantrasyonunun artmasma bagh olarak artiy gostermedigi ve en yiiksek enzim
aktivitesinin % 10'luk vinas konsantrasyonunda 8. giinde 0.300 AA/dakika olarak agiga
ciktif goriilmektedir. Enzim Gretiminin ise inkiibasyon periyodu esnasinda kararli bir
artiy izlemedigi gozlenmektedir. Soyle ki; enzim aktivitesi %10 ve %20k
konsantrasyonlarda 8. giinde en yiksek degere ulagmig, 12. ve 16. giinde azalisa
gecmesine ragmen 20. giinde tekrar bir artig gostermigtir. % 30'luk konsantrasyonda ise
enzim aktivitesi inkiibasyonun 20. giiniinde en yiiksek degere ulagmustir. % 1, % 2.5 ve
% % 5'lik konsantrasyonlarda da yine kararsiz bir artiy egilimi gozlenmektedir. Sekil
3.42'de %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30'luk pamuk sap: eklenmis vinas ortamlarinda
P. sajor- caju tiretimi sonucu elde edilen lakkaz aktivite degisimleri giinlere bagl olarak
gosterilmistir. Sekil 3.42 incelendigi zaman; atik konsantrasyonundaki artiga bagh olarak
enzim aktivitesinde meydana gelen artig ilgi c¢ekicidir. Aym zamanda, %20 ve %30'luk
vinas konsantrasyonlaninda, 4. ve 8. giinde hig lakkaz tiretiminin gergeklesmedigi de sekil
incelendifi zaman gorilmektedir. En yiksek lakkaz aktivitesii % 30'uk vinas
konsantrasyonunda 1.847 AA/dakika olarak inkiibasyonun 16. giiniinde elde edilmigtir. %
1'lik konsantrasyon hari¢ diger vinas konsantrasyonlarinda, lakkaz aktivitesi 16. giinde
maksimuma ulagmg ve 20. giinde azahga gegmistir. % 1'lik vinas konsantrasyonunda ise,
lakkaz aktivitesi 20. giinde en yiiksek degere ulagmugtir.

Sekil 3.41 ve 3.42 kargilagtinildigt zaman ise; vinas kiiltiir ortamuna pamuk sap1

eklendigi zaman lakkaz aktivitesinin belirgin bir sekilde indiiklendigi gézlenmektedir.
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3.6  Endiistriyel Atik (ZYFA ve Vinas) Ortamlarinda Pamuk Sapinda Meydana

Gelen Lignin ve Seliiloz Giderimi (% Giderim)

Caligmanin bu kisminda besiyeri olarak farklh konsantrasyonlarda ZYFA ve Vinas
kultamilmigtir. Bu amagla %1, %2.5, %5, %10, %20, %30'luk ZYFA ve vinas besiyerleri
hazirlanmig ve bu ortamlara 1 gr pamuk sap1 eklenerek, 20 giinliik inkiibasyona tabi
tutulduktan sonra meydana gelen lignin giderimi saptanmugtir. Tablo 3.5'de ZYFA
ortaminda ve Tablo 3.6'da vinas ortaminda dort farklh fungus ile farkhh atik
konsantrasyonlarinda elde edilen lignin giderimleri verilmistir. Lignin giderimi % giderim
olarak ifade edilmistir.

Tablo 3.5 Farkh konsantrasyonlarda hazirlannmg ZYFA besiyerlerinde gegitli

funguslann tretimi sonucu elde edilen lignin giderimi (%)

ORTAM (ZYFA)
FUNGUS %1 %2.5 %S5 %10 %20 %30
C. versicolor 16 10 20 25 30 23
F. trogii 21 |26 27 25 29 20
P.sajor-caju 23 28 31 37 35 34
P.chrysosporium |27 28 43 45 43 44

Tablo 3.5'de de goriilebilecegi gibi en yiiksek lignin giderimi P.chrysosporium ile
elde edilmistir (%45 giderim). Atk konsantrasyonuna bagh olarak lignin giderim
veriminin degistii de tablo incelendifi zaman agik¢a ortaya ¢ikmaktadir. Soyle ki; atign

konsantrasyonu artttkga lignin giderimi indiiklenmektedir. Ozellikle %10 ve %20'lik
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atiklarda, daha disik konsantrasyonlar ile kargilagtinldigs zaman lignin giderimi daha

yiiksek olarak meydana gelmigtir.

Tablo 3.6

Farkh konsantrasyonlarda hazirlanmig vinas besiyerlerinde gesitli

funguslanm tiretimi sonucu elde edilen lignin giderimi (%)

ORTAM (Vinas)
FUNGUS %]1 %2.5 %35 %10 %20 %30
C. versicolor 11 6.5 19 16 29 22
F. trogii 13 14 15 18 31 21
P.sajor-caju 27 28 34 37 33 35
P.chrysosporium |20 12 21 41 30 37

Tablo 3.6'va bakildif1 zaman vinas ortarmnda da, ZYFA ortaminda oldugu gibi

en yiksek lignin gideriminin P.chrysosporium ile elde edildigi gorilmektedir (%41

giderim). Yine %10 ve %20 ve % 30'luk atik konsantrasyonlarinda yiiksek lignin giderim

degerlerine ulagilmigtir. Diigiik konsantrasyonda ki atik ortamlannda (%1- %2.5-%5)

lignin yikiminin indiiklenmedigi tablo incelendifi zaman gozlenmektedir. Fakat P.sajor-

caju ile biitiin atik konsantrasyonlaninda yiiksek lignin giderimine ulagilmasi ilgingtir.

%1, %2.5, %S5, %10, %20 ve %30'luk konsantasyonlarda hazirlanan endiistriyel

atik ortamlarinda 20 giinlik inkiibasyon periyodu sonucu pamuk sapindan seliiloz

giderimine de bakilmig ve Tablo 3.7 ve 3.8'de sirasi ile ZYFA ve vinas kiiltiir

ortamlarinda meydana gelen selilloz giderimleri verilmigtir. Seliiloz giderimi % giderim

olarak ifade edilmigtir.
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Tablo 3.7  Farkh konsantrasyonlarda hazirlanmig ZYFA besiyerlerinde gegitli
funguslarn tretimi sonucu elde edilen seliloz giderimi (%)
ORTAM (ZYFA)
FUNGUS %1 %2.5 %S5 %10 %20 %30
C. versicolor 14 33 48 57 32 48
F. trogii 5 6 11 54 55 61
P.sajor-caju 18 36 32 32 38 42
P.chrysosporium |18 24 29 33 32 49

Tablo 3.7'de goriildugi gibi en yiksek seliiloz giderimi %57 ile %10Tuk ZYFA

ortaminda C.versicolor ile elde edilmistir. Seliiloz giderim verimi de lignin yikiminda

oldugu gibi attkk konsantrasyonuna bagh olarak degismektedir. Atik konsantrasyonu

arttikca selitloz giderimi belirgin bir gekilde indiiklenmektedir.

Tablo 3.8 Farkl konsantrasyonlarda hazirlanmig vinas besiyerlerinde gesitli
funguslarn tiretimi sonucu elde edilen selilloz giderimi (%)
ORTAM (Vinas)
FUNGUS %1 %2.5 %5 %10 %20 %30
C. versicolor 9 18 40 28 11 22
F. trogii 9 10 34 29 30 51
P.sajor-caju 33 37 39 35 28 46
P.chrysosporium | - - 6 27 43 39




Tablo 3.8 incelendigi zaman en yiiksek seliiloz gideriminin, %51 ile %30'luk vinas
ortamunda F. trogii ile elde edildigi gorulmektedir. P.chrysosporium ile %1 ve %2.5'uk
atik konsantrasyonlarinda hi¢ seliloz gideriminin oluymamasi, fakat %10 , %20 ve

%30'luk konsantrasyonlarda yiiksek giderim degerlerine ulagilmas: da ilgi gekicidir.

3.7 Pamuk Sapi1 Eklenmis ve Eklenmemis Endiistriyel Atiklarda Cesitli

Funguslarn Uretilmesi Sonucu Meydana Gelen KOI, Fenol ve Renk Giderimleri

Caligmamizin bu kism planlanirken, esas olarak endiistriyel atiklardaki KOI, fenol
ve renk gideriminin arttinlmas: amaglanmigtir. Bu amagla, degisik konsantrasyonlarda
hazirlanan vinas ve ZYFA kiiltiir ortamlanina 1 gr pamuk sap: otoklav sonras: eklenerek,
fenolik maddeleri yikim aktivitesi yiiksek olan enzim aktivitelerinin indiiklenmesi ile
birlikte, yukanda bahsedilen giderimlerin arttinimas: hedeflenmigtir. Bu esnada pamuk
sapinda olusacak lignin giderimine, atiklarin besiyeri olarak kullamimasinin pozitif etkisi
olabilecegi de c¢aliyma planlamrken go6zéninde bulundurulmugstur. Bu cahisma C.
versicolor, F. trogii, P. sajor-caju ve P. chrysosporium ile iki farkh endiistriyel atigin
(ZYFA ve Vinas) farkh konsantrasyonlarinda yiiritilmiigtir.

Pamuk sap1 eklenmi§ ve eklenmemis ZYFA ve vinas, %10, %20 ve %30Tuk
konsantrasyonlarda olacak gekilde hazirlanmug ve bu atiklarda meydana gelen KOI, fenol

ve renk giderimlerine 8 giin siiresince bakilmgtir.



97

3.7.1 C versicolor ile islem girmiis atiklarda olusan KOI, fenol ve renk giderimi

3.7.1.1KOI giderimi

Sekil 3.43'de C. versicolor ile 8 giinliik inkiibasyon sonucu, pamuk sap1 eklenmis
ve eklenmemis vinas besiyeri ortamlarinda (%10, %20, %30) meydana gelen KOI
giderimi kuru misel agirhi (KMA) degisimi ile birlikte verilmigtir. KOI giderimi %

giderim olarak ifade edilmistir.
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Sekil 3.43'den de goriilebilecedi gibi; pamuk sapi eklenmis ortamlarda KOI
giderim aktivitesinin, pamuk sap1 eklenmemiy ortama gore ¢ok fazla degigmedigi
saptanmugtir ( %10'uk pamuk sapi iceren ortamda %353 ve igermeyen ortamda %56.3 ).
KMA degisimlerine bakildigy zaman pamuk sap: igeren ortamlarda iiremenin hafifce
indiiklendigi gézlenmektedir.

Sekil 3.44'de ise C. versicolor ile ZYFA'da meydana gelen KOI giderimi
verilmigtir. Sekil 3.44 incelendigi zaman %20'lik ve %30'luk ZYFA ortamlarina pamuk
sap1 eklenmesinin KOI giderimi aktivitesini arttirdigim gérmekteyiz (% 47.6 ve % 41.6).
KMA degisimleri incelendigi zaman, %20 ve %30'luk pamuk sap: igeren ortamlarda

tireme miktarimin artmasi ile birlikte KOI giderimi de artmgtur.

o

S 75

=

5 60

% 1 koi(p.sapi-)
S 451 %‘I_ KOI(P.sapi+)
< T i 2

> aol|| ] KMA(P sap)
X ] R

= B 0% r]]:‘ o KMA(P.sapt+)
I i = 2

o 15-

S

O]

o)

< 0

10 20 30

ZYFA Konsantrasyonu(%)
Sekil 3.44  C. versicolor ile ZYFA ortaminda KOI giderimi



99

3.7.1.2 Fenol giderimi

Sekil 3.45'te C. versicolor ile 8 giin inkibe edilmis %10-%20 ve %30Tuk
konsantrasyonlardaki ZYFA ortamlarinda meydana gelen fenol giderimleri % giderim
olarak verilmistir. Fenol giderim aktivitesi KMA degisimi ile karsilagtinlarak aralarindaki
baglant1 gézlenmeye cahigilmigtir. ZYFA ortamlarinda fenol giderim aktivitesinin pamuk
sap1 icermeyen ortamlarda daha yitksek oldugu Sekil 3.45te gorilmektedir. KMA ve

fenol giderimi arasinda bir korelasyon olmadig1 da sekilden anlagiimaktadir.
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3.7.1.3 Renk giderimi

Sekil 3.46 ve 3.47'de C. versicolor ile iglem g6érmiig vinas ve ZYFA ortamlarinda
meydana gelen renk giderim aktiviteleri, % renk giderimi olarak KMA degisimi ile
birlikte verilmistir. Bu gekiller incelendigi zaman, atiklara pamuk sap1 eklenmesinin renk
giderimini arttirdif1 gozlenmektedir. Ozellikle ZYFA ortammda pamuk sapmin eklenmesi
renk giderimini daha fazla indiklemistirr Cunki, %10 ve %201k ZYFA
konsantrasyonlarinda pamuk sap: eklenmedigi zaman hi¢ renk giderimi olmazken, aym

ortamlara pamuk sapt eklenmesi ile renk gideriminin olugtugu gozlenmektedir,
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3.7.2 F.trogii ile islem gbrmiiy atiklarda olusan KOI, fenol ve renk giderimi

3.7.2.1 KOI giderimi

Sekil 3.48'de F.trogii ile 8 giinlitk inkiibasyon sonucu 1 gr pamuk sap1 eklenmis
ve eklenmemis vinas ortamnda meydana gelen KOI giderimi ve KMA degigimleri
verilmigtir. Sekil 3.48'de de goriildiigii gibi, vinas ortamlarina pamuk saplarinin eklenmesi
%10, %20 ve %30Tuk konsantrasyonlann tiimiinde de KOI giderimini pamuk sapi
icermeyen ortamlara goére arttirmigtir. Aym gekilde KMA degisimleri incelendigi zaman
pamuk sap1 igeren ortamlarda iiremenin hafifce indiiklendigi goriilmektedir. Sekil 3.49'da
ise ZYFA ortamlaninda meydana gelen KOI giderimleri KMA degisimleri ile birlikte
verilmistir. ZYFA besiyerlerinde de, vinas besiyerlerinde oldugu gibi pamuk saplarmmn

eklenmesi ile KOI giderimi indiiklenmektedir.
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3.7.2.2 Fenol giderimi

Sekil 3.50'de F.trogii ile 8 giinliikk inkiibasyon sonucu %10, %20 ve %30'luk
ZYFA ortamlarinda meydana gelen fenol giderimleri ve KMA degisimleri verilmigtir. F
trogii'de fenol giderim aktivitesinin pamuk sap: eklenmesi ile azaldigi gézlenmektedir.
Pamuk sap1 eklenmemis ZYFA ortamlarinda, pamuk sap: eklenen ortamlara gore daha
yuksek fenol giderim degerleri elde edilmistir. Sadece %20'lik ZYFA ortaminda pamuk
sap1 eklenmesi fenol giderimini pamuk sap1 eklenmemis ortam ile kargilagtirldifi zaman
az bir miktarda indiiklemistir ( Pamuk sap1 igeren %20'lik ZYFA'da % 76.7, pamuk sap1
igermeyen %20'lik ZYFA'da % 75 ). KMA degisimleri pamuk sap1 igeren ve igermeyen
ortamlarda birbirine yakin degerlerde oldufu goriilmektedir. Pamuk sapt igermeyen
ortamlarda daha yiiksek fenol giderimi elde edilirken, iireme pamuk sap1 eklenmesi ile
indiiklenmigtir. Sekil incelendigi zaman, pamuk sap1 eklenmesi ve fenol giderimi arasinda

pozitif bir korelasyon olmadif goriilmektedir.
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3.7.2.3 Renk giderimi

Sekil 3.51 ve 3.52'de F. trogii ile vinas ve ZYFA ortamlarinda 8 ginlitk
inkiibasyon sonucu olusan renk giderimi ve KMA degisimi verilmigtir. Bu gekiller
incelendigi zaman, hem vinas ve hemde ZYFA ortamlarinda pamuk saplarinin eklenmesi
sonucu renk gideriminin belirgin bir sekilde arttifi gozlenmektedir. Ozellikle ZYFA
ortaminda pamuk sapt eklenmemis %10 ve %207k ortamlarda hi¢ renk giderimi
olugmazken aym ortamlara pamuk sap: eklenmesi ile % 36.5 ve % 50.4'lik renk giderimi

elde edilmistir.
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3.7.3 P.sajor-caju ile islem gormiis atiklarda olusan KOIi, fenol ve renk giderimi

3.7.3.1 KOI giderimi

Sekil 3.53'de vinas ve Sekil 3.54'de ZYFA ortamlanda P.sgjor-caju ile 8 giinliikk
inkiibasyon sonucu meydana gelen KOI giderimi (% giderim) ve KMA degisimi
verilmigtir. Sekil 3.53'e bakildigi zaman %20 ve %30'luk vinas konsantrasyonlarinda
ortama eklenen 1 gr pamuk sapinin KOi giderimini arttirdii gozlenirken, %10Tuk
ortamda pamuk sapmin eklenmesi, KOI giderimini pamuk eklenmemis ortam ile
karsilagtirildigy zaman azaltmugtir. %20 ve %30'luk vinas konsantrasyonlarinda pamuk
sap1 eklenmemis ortamlarda sirasi ile % 22 ve % 30Tuk KOI giderimi olugurken, aym
ortamlara pamuk sapmin eklenmesi ile % 42 ve % 34'lik KOI giderimi meydana
gelmigtir. %10'uk vinas ortaminda ise pamuk sap1 eklendigi zaman %24 KOI giderimi
olugurken, pamuk sap: eklenmemis ortamda % 31Tk KOI giderimi olugmustur. Sekil
3.53'deki KMA degisimleri incelendigi zaman pamuk sap1 eklenmemis ortamlarda, pamuk
sap1 eklenmig ortamlara gore tiremenin hafif¢e indiiklenmesi ilgi ¢ekici bir sonugtur. Sekil
3.54'de ZYFA ortamlanindaki KOI giderimi incelendigi zaman sadece %30'Tuk atik
konsantrasyonunda pamuk sap1 eklenmesi ile KOI giderim aktivitesinin % 38'dén %39'a
cikarildig gorilmektedir. ZYFA ortaminda da pamuk sap: eklenmesi ile Gireme arasinda
pozitif bir korelasyon olmadigi ve pamuk sap:1 icermeyen ortamlarda daha yiiksek tireme

gergeklestigi gorulmektedir.
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3.7.3.2 Fenol giderimi

Sekil 3.55'de P.sajor-caju ile vinas ortaminda meydana gelen fenol giderimi ve
KMA degisimleri verilmistir. Pamuk sap1 eklenmesinin fenol gideriminde, aktiviteyi
artirict  bir etki gostermedigi gozlenmektedir. Pamuk sapt eklenmemis ZYFA
ortamlarinda, pamuk sap1 eklenmis ortam ile karsilagtirildif zaman daha yiiksek fenol
giderimi olugmugtur. %10uk ZYFA ortaminda % 87, %20'lik ZYFA ortaminda % 82
ve %30Tuk ZYFA ortaminda % 80'lik fenol giderimleri elde edilmistir. KMA degisimleri
incelendifi zaman pamuk sap: igermeyen % 20'lik ortamda Giremenin pamuk sap1 igeren

ortama gore daha yiiksek oldugu agikga gériilmektedir.
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3.7.3.3 Renk giderimi

Sekil 3.56 ve 3.57'de P.sajor-caju ile vinas ve ZYFA ortamlarinda meydana gelen
renk giderimleri ve KMA degisimleri verilmigtir. Renk gideriminin pamuk sap: eklenmesi
ile belirgin bir bigimde indiiklendigi her iki gekil incelendifi zaman goriilmektedir.
Ozellikle ZYFA ortaminda, %10 ve %20'lik pamuk sap1 icermeyen ortamlarda renk
giderimi olugmazken, aym ortamlara pamuk sap1 eklenmesi ile % 21.8 ve %35.5Tuk renk
giderimi meydana gelmigtir KMA degigimlerine bakildifi zaman ise, pamuk sapi

icermeyen ortamlarda tiremenin daha yiiksek oldugu agik¢a goriilmektedir.
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3.7.4 P.chrysosporium ile islem gormiis atiklarda olusan KOIi, fenol ve renk

giderimi

3.7.4.1 KOI giderimi

Sekil 3.58'de P.chrysosporium ile 8 giinlik inkiibasyon sonucu pamuk sapi
eklenmis ve eklenmemis vinas ortamlarinda meydana gelen KOI giderimleri ve KMA
degisimleri verilmigtir. Sekil 3.58 incelendigi zaman %20 ve %30'luk vinas ortamlarinda
pamuk sapt eklendigi zaman pamuk sap1 eklenmeyen ortama gére, sirasi ile % 50 ve %
57 KOI giderimi elde edilmistir. %10'luk konsantrasyondaki vinas ortaminda ise pamuk

sap1 eklenmesi KOI giderimi aktivitesini azaltmistir (% 39). Pamuk sap1 eklenmeyen aym
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ortamda % 54;lﬁk KOI giderimine ulagitmistir. Sekil 3.59'da ise ZYFA ortamlarinda,
P.chrysosporium ile elde edilen KOI giderimleri , KMA degisimleri ile birlikte verilmistir.
%10, %20 ve %30'uk ZYFA ortamlarinda pamuk sap: eklenmesi ile KOI gideriminin
arttif1 gozlenmektedir. Pamuk sap1 igermeyen %20 ve %30'uk konsantrasyonlarda sirast
ile % 27 ve % 19'uk KOI giderimi elde edilirken, aym ortamlara pamuk sap: eklenmesi

ile bu giderimin % 48 ve % 44'e ulagmasi belirgin bir artigin oldugunu gostermektedir.

(@)

S 75

>

g 60 T

< [ Kol(P.sapi-)
z RS ey

E 45 - KOI(P.sap1+)
()

2.

i 30 ]

E

o 15-

o

O

g 0

10 20 30

Vinas Konsantrasyonu(%)
Sekil 3.58  P.chrysosporium ile vinas ortaminda KOI giderimi



112

o

o 75

x

E 6o

% 1 koup.sapi-)
< )

S 45- i {- KOI(P.sapi+)
x i o

o iL KMA(P.sapi-)
§ 30 1 o

E’ KMA(P.sapi+)
o 151

9

O]

S 0

10 20 30
ZYFA Konsantrasyonu(%)

Sekil 3.59  P.chrysosporium ile ZYFA ortaminda KOI giderimi

3.7.4.2 Fenol giderimi

Sekil 3.60'da P. chrysosporium ile 8 gunlik inkiibasyon sonucu pamuk sapi
eklenmis ve eklenmemis ZYFA ortamlarinda meydana gelen fenol giderimleri ve KMA
degisimleri verilmistir. ZYFA ortamlanindaki fenol giderimine baktifimz zaman, sadace
%20'lik konsantrasyonda pamuk sap1 eklenmesi ile fenol giderimi indiiklenirken (pamuk
sap1 eklenmemis ortamda % 67 iken pamuk sap: eklenmig ortamda % 83.1), diger iki
konsantrasyonda pamuk sapi eklenmesi sonucunda fenol giderim aktivitesi pek

etkilenmemisgtir.
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3.7.4.3 Renk giderimi

Sekil 3.61 ve Sekil 3.62'de P.chrysosporium ile vinas ve ZYFA ortamlarinda 8
ginliik inkiibasyon sonucu olugan renk giderimleri ve KMA verilmistir. Sekil 2.61
incelendigi zaman %10 ve %20'lik pamuk sap: eklenmemis vinas ortamlarinda hi¢ renk
giderimi olugmazken aym ortamlara pamuk sap: eklenmesi sonrasinda sirasi ile % 29.7 ve
% 24.3'%ik renk giderimleri elde edilmistir. Vinas ortamlarindaki KMA degisimleri
incelendifi zaman ise pamuk sapt eklenmesi sonucu iiremenin hafifce indiklendifi
goriilmektedir. Sekil 3.62 incelendigi zaman ise ZYFA ortamlarina pamuk sap: eklenmesi
ile renk gideriminin belirgin bir gsekilde arttifn gorilmektedir. Cinkii pamuk sapt

icermeyen ZYFA ortamlarinda hi¢ renk giderimi olugmazken, pamuk sap: eklenen
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9%10Muk ortamda % 54.5, %201k ortamda % 57.9 ve %30Tuk ortamda % 51 renk
giderimlerine ulagilmistir. ZYFA ortamlarindaki KMA degisimleri incelendigi zaman ise
pamuk sap1 eklenmis ve eklenmemis ortamlarda Greme miktarlan arasinda belirgin bir

fark olugmamugtir.
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4. TARTISMA

Bu caligmada esas olarak tarimsal ve endiistriyel atiklarin antim ve
degerlendirilmesi amaglanmustir.

Pamuk diinya lzerinde yetigen Onemli bir tarmsal iiriindiir, fakat pamuk
saplari, pamuk toplandiktan sonra tarlada kalmaktadir. Bu saplar, zararh ot ve hastalik
olusumuna neden olduklani igin ¢ifigilere zarar vermektedir. Ulkemiz pamuk
tiretiminde diinyada 8. sirada gelmektedir. Yilda ortalama 700.000 ton pamuk sapi
tarimsal bir atik olarak olugmakta ve yakacak olarak kullamlabilme olanaginin diginda
degerlendirme alam bulunmamaktadir.

Caligmanin ilk kisminda, pamuk sapmin lignin ve seliiloz igerii saptanmgtir.
Pamuk sapinin seliiloz igerigi Tablo 3.1'de verildigi gibi % 50 bulunmugtur. Bu deger,
cesitli odunsu Omekler ile kargilasgtinldigi zaman, karacamda %47.50, kaymnda %
42.50, kavakta %30, arpa samamnda % 35.30'dur ( Unyayar, 1988; Gok, 1985).

Pamuk saplarinin seliiloz igeriginin yiiksek olmast, kagit iiretimine uygun bir
hammadde kaynag olabilecegi fikrini vermektedir. Kaliteli kagit {iretiminde en 6nemli
nokta, lignin giderim verimidir. Kaliteli ve dayamkl bir kagit iiretimi igin odunda
bulunan ligninin uzaklastinimasi zorunludur. Guniimiizde odundan lignin giderimi
kimyasal ve mekanik yoOntemlerle yapilmaktadir. Lignin gideriminin kimyasal
yontemlerle saglanmasi hem enerji ve madde kaybt ve hemde siire¢ sonunda lignin
igerigi yiiksek atik su olusumu ile sonuglanmaktadir. Sporotrichum pulverulentum ile
yapilan bir ¢aligmada, mekanik kagit hamuru tretimi siirecinde ihtiyag duyulan enerji

miktarinda, 10 giinliik biyolojik iglem sonucunda % 30'luk enerji kazanc: saglanmigtir
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(Wainwright, 1992). Buda, biyolojik lignin giderimi siirecinin daha ekonomik
oldugunu ve gevre kirletici etkisi olmadigim géstermektedir.

Bu c¢alhigmada, tanimsal bir atik olan ve iilkemizde de olduk¢a Onemli
miktarlarda olugsan pamuk saplarmn, kagit diretim endistrisinde hammadde kaynad:
olarak kullanilabilirligi tizerine aragtirmalar yapilmistir. Bu amagla, oncelikle pamuk
sap1 gibi tim odunsu yapilarda seliloza ulagabilmek i¢in bir engel olusturan lignin
polimerinin biyolojik yikiminin saglanmasi amaciyla beyaz-giiriikgiil funguslar
kullamlmigtir. Beyaz-giiriik¢iil funguslar, ekstraseliiler ortama salgiladiklan lignolitik
enzimler sayesinde lignin giderim yetenekleri oldukga yiiksek olan funguslardir.
Caligmalarimiz siiresince lignin giderim kapasitesi yiiksek olan ve lignin giderimi ile
ilgili endiistriyel amach caligmalarda en fazla kullamlan Phanerochaete chrysosporium
ve Coriolus versicolor'un yamsira Funalia trogii ve Pleurotus sajor-caju tirleri de
kullanilmgtir.

Caliymamizda pamuk sapindan lignin giderimini artirabilmek amaciyla sentetik
besiyerleri hazirlanmig ve bu besiyerlerinin karbon- azot icerigi degistirilerek, etkileri
test edilmigtir. Aym zamanda, vinas ve zeytinyag: fabrikasi atik suyu (ZYFA) gibi
endiistriyel atiklar besiyeri olarak kullanilmak suretiyle hem atiklarin degerlendirilmesi
ve hemde lignin gideriminin artiriimas: hedeflenmigtir.

Son yillarda yapilan biyoteknolojik ¢aligmalarnin en 6énemli odak noktalarindan
birisi, funguslar ve onlarin spesifik enzimleri ile lignin giderimidir. En etkili lignin yikan
funguslar beyaz-giiriikgiil funguslardir.

Doért ayn beyaz-giiriikgiil fungus ( P. chrysosporium, C. versicolor, F. trogii,

P. sgjor- caju) ile gesitli sentetik kultiir ortamlarinda yapilan galigmalar sonucunda
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pamuk sapinin lignin igeriginde aéa]malar saptanmgtir, Karbon-azot oram ayarlanmg
4 farkll kiiltiir ortami, stok temel ortam (STO) ve distile su ortaminda 20 ginlik
inkiibasyon sonucu elde edilen lignin yikim degerleri Tablo 3.4'te verilmigtir.

Bu tablo incelendifi zaman, en yiiksek lignin gideriminin %32 ile distile su
ortaminda P. chrysosporium fungusu ile elde edildigi gorilmektedir. P. sagjor- caju
fungusunun ise lignin giderim yetenegi en diigiik olan fungus oldugu tablo incelendigi
zaman anlagilmaktadir. Distile su ortaminda en yiiksek lignin gideriminin olugmas: ve
bu ortamdan sonra en yiiksek lignin gideriminin olustugu ortammn YKDA ortaminda
olmast ve YKYA ve DKYA ortamlarinda da lignin gideriminin nispeten daha diigiik
olmasi, ortamin karbon -azot miktarinin direkt olarak lignin giderimini etkiledigi fikrini
vermektedir.

Katagiri vd. (1995), agartiimamus kraft hamuru ile P. chrysosporium ‘un
YKDA kiiltiir ortaminda muamele edilmesi sonrasinda en yiiksek agartilabilme ve
parlaklik degerinin olugtugunu rapor etmistir. Bu arastincilar, lignolitik aktivitenin
direkt olarak azot oram sinirlandirilmug kiiltiir kogullarinda arttigim gozlemistir. Bizim
yaptifimiz ¢alismada da, distile su ortamunda lignin gideriminin yiiksek ¢ikmasi ve
daha sonra YKDA ortaminda en yiiksek lignin gideriminin olugmasi bu sonuglan
desteklemektedir.

Yapilan cesitli caligmalarda, fungal Gremeyi arttirmak, lignin giderimini stimile
etmek ve polisakkaridazlan baskilamak igin, kiiltiir ortamlarina kolaylikla sindirilebilir
karbohidratlar ilave edilerek etkileri test edilmigtir. Glukoz ilave edilmesi, fungus
tirline veya mutant tiirlerin kullamimasma bagh olarak bazen delignifikasyonu

arttirirken bazen azaltmigtir (Reid, 1989).
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Lignoseliilozik materyaller ( genellikle odun) diigiik oranda azot igermesinden
dolayl, bu substratlarin tizerinde gelisen kiiltiirler i¢in esas smirlayic1 kiiltir kogulu
ortamin azot oramdir. Bununla beraber, odun yikici funguslar en iyi diisiik azot
ortaminda gelismeye adapte olmuglardir. Pekgok beyaz-giiriikgtl fungus icin lignin
giderimi azot ile baskilamir. P. chrysosporium, Phlebia tremellosa, Irpex lacteus,
Lentinus edodes, Pleurotus eryngii, P. salmoneo-stramineus ve P. ostreatus
kiiltiirlerine azot ilavesi lignin giderimini inhibe etmektedir. Azot ilave edilmesi,
karbohidrat tikketimini ve yikimmm hizlandinrken, lignin giderimi {izerine negatif etki
gostermektedir (Reid, 1989).

Vyas vd. (1994), P. chrysosporium 'un azot¢a smurlandinimmg kiiltir
ortamlarinda lignin perokéidaz ve mangan peroksidaz aktivitesini belirlerken, bugday
samam ilave edilmis kiiltlir ortamlarinda ayn: enzimlerin aktivitesini belirleyememigtir.
Buradan yola gikarak, lignolitik enzim iretiminin azot oramt smirlandinlmug kiiltiir
ortamlarinda arttifim ve buna bagh olarak lignin gideriminin stimile oldugunu
sOyleyebiliriz.

Yaptigimz caliymalarda, Ozellikle distile su ortaminda en- yiksek lignin
gideriminin elde edilmesi ilgi gekicidir. Kiltiir ortamina, pamuk sap1 disinda baska
karbon ve enerji kaynafimn eklenmemis olmas: {iremeyi baskilamasina ragmen,
gelisen fungal kiitlenin direkt olarak pamuk saplarina yoénelmesine neden olmaktadir.
Enerji kayna olarak seliiloza ulagmak isteyen funguslarn, lignin giderimini saglarken
bangi enerji kaynagm kullandii ise pek ac¢ik degildir. Bunun yamsira, pamuk
saplaninda, sivi bir ortamda bulunmas: sebebiyle meydana gelebilecek kismi bir

depolimerizasyon bu olay agiklayabilir.
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P. chrysosporium fungusu ile iglem gormiiy pamuk sapinda meydana gelen %
32 lignin giderimi, kagit Gretim endstrisi i¢in hammadde olabilecek bu odunsu
kaynakta olduk¢a 6nemli avantajlar saglayacaktir. Oncelikle, ligninin giderimi igin
uygulanacak kimyasal siiregte bir kisalma olacak ve siire¢ sonunda olusacak atik lignin
oram azaltilacaktir. Bu atik lignin, ticari olarak kullamlan klorine kimyasallar ile
agartma iglemi esnasinda uzaklagtirilir, Bu agartma iglemleri esnasinda olusan klorine
trinlerin mutajenik oldugu da gegitli aragtiricilar tarafindan rapor edilmigtir. Keza, bu
atiklar toksisite ve koyu renk dolayisiyla bir atik olarak problem tegkil ederler. Bundan
dolayi, gevreci sirketler, bunlann eliminasyonu i¢in yada en azindan agartma igleminde
klorine kimyasallarin kullammim azaltmak igin alternatif yollar aramaktadir (Katagiri,
1995).

Odunun kimyasal yapisi, 6zellikle lignin oram kagit hamuru tretimi sirasinda
hamurun verimine ve agartilabilme niteligine etki eden en 6nemli faktor oldugu igin,
saglanan % 32'lik lignin yikiminin endiistriyel iretim siirecinde olduk¢a 6nemli
avantajlar saglayacagl kamsindayiz.

Calismanin diger bir kismunda, kiltir ortamm olarak farkli konsantrasyonlarda
endistriyel atiklar kullanlmg ve bu ortamlarda 20 giinliik inkiibasyon periyodu
sonucunda meydana gelen lignin giderim oram % giderim olarak ifade edilmigtir.
ZYFA %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30 'luk konsantrasyonlarda hazirlanmis ve bu
ortamlarda P. chrysosporium, C. versicolor, F. trogii ve P. sajor-caju'nun pamuk
sapinda olusturduklan lignin giderimi Tablo 3.6'da verilmigtir. Kullanilan funguslarda
atik konsantrasyonuna bagh olarak lignin gideriminin degistigi tablo incelendigi zaman

actkca gorilmektedir. Lignin giderim kapasitesi en yiiksek fungus olarak P.
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chrysosporium goriilmektedir. Ozellikle %30Tuk atik konsantrasyonunda P.
chrysosporium ile elde edilen %44'lik lignin giderimi olduk¢a yiiksek bir lignin
giderim degeridir. P. chrysosporium’'dan sonra en fazla lignin giderimine yol agan
fungusun P. sajor-caju olmas: da ilgi ¢ekicidir. Ciinkii bu iki fungusun KMA'lan C.
versicolor ve F. trogii ile kargilagtinldig1 zaman, daha diisiikk olmasina ragmen, lignin
giderim verimleri daha yitksek olarak saptanmugtir. Bunun nedeni, iiremenin az
gergeklestigi funguslarda, bu funguslann sekonder metobolizmaya erken girmis
olmalan ve daha fazla lignin giderimine yonelmeleri olabilir. C. vesicolor ve F. trogii
ise ortamdaki serbest sekerleri kullanarak gergeklestirdikleri hizli {ireme sebebi ile
lignine fazla yonelmeyerek daha diisiik bir lignin giderimine yol agmaktadirlar. P.
chrysosporium ile %]1'lik ZYFA konsantrasyonunda dahi %27'lik lignin gideriminin
olusmasy, bu atik tarafindan lignin gideriminin belirgin bir gekilde indiiklendigini
gostermektedir. Butiin funguslar i¢in, atik konsantrasyonundaki artiga paralel olarak
lignin gideriminde de bir artiy meydana gelmesi bu atiklara yénelik galigmalara ihtiyag
oldugu fikrini vermektedir.

Benzer bir ¢aliyma pamuk saplanimin farkli konsantrasyonlardaki vinas kiiltiir
ortamlarina eklenmesiyle yiiriitiilmigtiir. Vinas kiiltiir ortaminda da, ZYFA'da oldugu
gibi atik konsantrasyonundaki artiga paralel olarak lignin gideriminde meydana gelen
artiy goze carpmaktadir. Vinas kiiltiir ortamlarinda da lignin giderim kapasitesi en
yiksek fungus P. chrysosporium olmustur. En yiiksek lignin yikimi %10Tuk vinas
konsantrasyonunda %41'lik lignin giderimi ile P. chrysosporium ile islem g6rmiig
pamuk sapinda elde edilmistir. P. sajor- caju ise P. chrysosporium'dan sonra lignin

giderim kapasitesi en yiiksek fungus olmustur. C. versicolor ve F. trogii ile dzellikle
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%1, %2.5 ve %5 'lik vinas konsantrasyonlarinda olduk¢a diigiik lignin giderim
degerleri elde edilirken, %10, %20 ve %30'uk konsantrasyonlarda nispeten yiiksek
lignin giderim degerlerine ulagilmigtir.

Dogal besiyeri ortamlarinda meydana gelen yiiksek lignin giderim aktivitesi, bu
atiklarin besiyeri amagh kullamlarak degerlendirilmeleri galigmalan icin olumlu bir
neticedir. Ciinkii, bu atiklar sentetik besiyerlerine gére daha ekonomik ve daha kolay
elde edilebilir besiyerleridir. Ayrica atifin endiistriyel alanda kullanimi saglanarak,
gevre kirletici etkisinin azaltilmasida saglanabilecektir.

Caligmamuz stiresince, pamuk sapinda meydana gelen lignin gideriminin tespit
edilmesi ve bu giderim tzerine etkili kiiltiir parametrelerinin saptanmasimmn yamsira,
yine lignin giderimi ile iligkili oldugu bilinen enzim aktivite degigimleri de
incelenmigtir. Bu amagla kiltiir ortamlarina ekstraseliiler olarak salgilanan lakkaz,
ligninaz, Mn-peroksidaz, NADH-peroksidaz, seliilaz, amilaz ve ksilanaz enzim aktivite
degisimleri aragtinlmugtir. Lakkaz, ligninaz, Mn-peroksidaz ve NADH-peroksidaz
enzim aktivitelerine hem sentetik kultiir ortamlarmda ve hemde dogal besiyeri

-ortamlarinda (ZYFA ve vinas) bakilirken diger enzim aktivitelerine sadece sentetik
kultiir ortamlarinda bakilmugtir.

Bu ortamlarda yiiksek lakkaz, selilaz, amilaz ve ksilanaz aktiviteleri
gozlenirken, ligninaz, Mn-peroksidaz = ve  NADH-peroksidaz  aktivitesi
saptanamamugtir.

Calismamizda kiiltiir ortamlarinda bu enzimlerin aragtirilmasimn nedenleri;
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1- Lakkaz ve ligninazin oksidasyon enzimleri olmalan ve ozellikle peroksidaz
enzimlerinin pekg¢ok kimyasal bilesigi oksitleyebilmeleri ( Blondeau, 1989; Khaziyev,
vd., 1990).

2- NADH oksidasyon aktivitesi ve diger oksidasyon enzimlerinin H,0» olusumundan
ve peroksidazlann ¢ahiymasindan sorumlu olmalan (Asada, vd., 1987; Kelley ve Reddy
1986).

3- Hidrojen peroksitin ve hidrojen peroksitten olugabilecek radikallerin yiiksek
oksidasyon yetenegine sahip olmalandir.

Caliymammzda, C. versicolor, F. trogii ve P. sajor-caju ile sentetik besiyeri
ortamlart ve dogal besiyeri ortamlarinda (ZYFA ve vinas) lakkaz aktivitesi
belirlenirken, P. chrysosporium fungusu ile bu kiltiir ortamlarinda lakkaz aktivitesi
saptanamamugtir. Bunun nedeni, Eriksson (1978) ve Ander (1981) tarafindan, fungus
fizyolojisi igerisinde sentez edilen sellobioz kinon oksidoreduktaz (COR) tarafindan
fenoloksidaz aktivitesinin maskelenmesiyle agiklanmigtir. Yapilan bagka bir ¢aligmada
ise, P. chrysosporiumun da disik oranda lakkaz sentezledigi fakat bunun
saptanabilmesi i¢in Ozel besiyerine ihtiya¢ duydugu belirtilmektedir ( Srinivasan vd.,
1995).

Fungal kiiltir ortamlanindaki lakkaz aktivitesi, ortama farkh aromatik
bilegenlerin eklenmesi ile artabilir. Platt vd. 1984, fungal kiiltiirlere farkh fenolik
substratlann ilave edilmesinden sonra, P. ostreatus'un lakkaz Gretiminin artti§im rapor
etmigtir. Enzim fenolik substratlar yada aromatik aminleri gesitli yollar kullanarak tek

elektron oksidasyonu ile farkh triinlere domistiirir. Lakkaz aktivitesi gogunlukla
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substratin tiiriine baglh olarak sirlanir ve non-fenolik bilegenler ile aktive edilemez
(Johannes vd. 1996).

Bu ¢aligmada, lakkaz aktivitesini arttirict etkisi oldugunu dastindigimiiz
fenolik bilegen olarak ortama pamuk saplar eklenmigtir. Distile su ortami, karbon azot
oram ayarlanmmg sentetik kiiltiir ortamlan ve dogal kiltiir ortamlarina (ZYFA ve
vinas) pamuk saplan eklenerek lakkaz aktivitesinin indiiklenmesi amaglanmstir.

C versicolor ile sentetik kiltiir ortamlan ve distile su ortaminda pamuk sap:
eklenmesi ve eklenmemesi durumunda olusan lakkaz aktivite defigimi giinlere bagh
olarak Sekil 3.1 ve 3.2'de verilmistir.

Bu sekiller incelendi§i zaman, tlim kiiltiir ortamlarinda, ortama pamuk sap:
eklenmesi ile lakkaz enziminin aktivitesi belirgin bir bigimde indiiklenmektedir.
DKY A+pamuk sap1 ortaminin lakkaz aktivitesini en fazla indiikleyen ortam oldugu da
sekiller ,incelendigi zaman goriilmektedir. YKDA+pamuk sapi ortammin ise, bu
ortamdan sonra lakkaz aktivitesini en fazla indiikkleyen ortam oldugunu gormekteyiz.
Bu iki kiltiir ortaminda, lakkaz aktivitesinin giinlere bagh degisimi incelendigi zaman,
inkiibasyon periyodunun 4. ve 8. giinlerinde enzim aktivitesinin maksimuma ulasti1 ve
sonraki giinlerde azalisa gegtigi gonilmektedir. Tlim ortamlar kargilagtiridigi zaman,
pamuk sap: igermeyen kiiltiir ortamlaninda enzim aktivitesinin 8. giinde maksimuma
ulagtigy ve sonraki giinlerde korundugu goriilmektedir. Pamuk sap1 igeren ortamlarda
ise 4. giunden itibaren enzim aktivitesi maksimuma ulagmakta ve inkiibasyonun 16.
ginine kadar benzer aktivite korunmaktadir. Ancak tiim kiiltiir ortamlan igin, 16.

giinden sonra enzim altivitesinde biraz diigiis g6zlenmektedir. C. versicolor ile distile
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sutpamuk sapt ortamunda da, oldukga yiiksek lakkaz aktivitesinin belirlenmesi ilgi
cekicidir.

F. trogii ile 4 farkh sentetik kiiltir ortaminda elde edilen lakkaz aktivite
degisimleri giinlere bagh olarak distile su ortamu ile kargilagtinlarak Sekil 3.9 ve
3.10'da verilmigtir. Bu sgekiller incelendii zaman, kiiltiir ortamlarna pamuk sapi
eklenmesi ile lakkaz aktivitesinin belirgin bir bigimde indiiklendidi goriilmektedir.
Butiin pamuk sap: eklenen ortamlar igin, lakkaz enzim aktivitesi 8. giinden sonra
maksimuma ulagmig ve 12. 16. ve 20. giinlerde aym aktivite korunmugtur. Distile su,
YKYA, DKDA, DKYA ortamlannda birbirine yakin lakkaz aktivite degerleri elde
edilirken, YKDA-+pamuk sap1 ortaminda nispeten daha diigiik aktivite degerleri elde
edilmistir. F. trogii ile distile sutpamuk sapi ortaminda oldukga yilksek lakkaz
aktivitesi elde edilmesi ilgi gekicidir.

P. sajor-caju ile 4 farkli sentetik kultiir ortarm ve distile su ortamina pamuk
sap: eklenerek ve eklenmeyerek elde edilen lakkaz aktivite degigimleri giinlere bagh
olarak sekil 3.17 ve 3.18'de verilmistir. Bu sekiller incelendifi zaman, kiiltiir
ortamlarma pamuk sap: ilave edilmesi ile \1;kkaz aktivitesinin belirgin bir bi¢imde
indiiklendigi gorilmektedir. YKYA+pamuk sapt ortaminda enzim aktivitesinin 8.
giinde maksimuma ulagtif1 ve somraki giinlerde azalisa gectigi, DKDA+pamuk sapt
ortaminda ise lakkaz aktivitesinin 12. giinde maksimuma ulagtifi ve 16. ve 20.
ginlerde hizh bir digils gosterdigi sekiller incelendifi zaman gozlenmektedir.
YKDA-+pamuk ortaminda ise lakkaz enzim aktivitesi 16. giinde maksimuma ulagirken,
DKYA-+pamuk sap1 ortaminda 8. giinde maksimuma ulagnug ve inkiibasyonun sonraki

giinlerinde hizh bir gekilde disiise gegmistir. P. sajor-caju ile distile su ortaminda,



126

sentetik kiltir ortamlan ile karsilagtinldig: zaman daha disiik lakkaz aktivitesi elde
edilmigtir.

Statik ytizey kultiirlerinin sentetik ortamma pamuk sap1 ekstraktlarmin ilave
edilmesinin kuru misel agirlifim ve fungal gelismeyi lineer bir gekilde arttirdigy Platt
vd. 1983 tarafindan bildirilmistir. Ayrica, Pleurotus tiirlerinin, diger lignoseliilozik
substratlardan daha hizhi olarak pamuk saplari iizerinde gelisti§i yapilan baz
cahgmalarda rapor edilmigtir ( Kerem ve Hadar, 1993; Platt vd. 1981, 1984).
Yaptigimiz ¢aliymada pamuk sap: ilave edilen kiiltiirlerde, fungal gelismenin belirgin
bir bigimde indiiklenmesi literatiir verileri ile uyum igerisindedir.

Ardon vd. 1996 yapmis oldugu c¢aligmada, pamuk sapi ekstraktlarim ilave
ettikleri kiiltiir ortamlannda lakkaz aktivitesinin belirgin bir sekilde indiiklendigini
rapor etmistir. Bizim yaptifimz ¢aligmada da pamuk sap: eklenen ortamlarda lakkaz
aktivitesinin belirgin indiiksiyonu bu ¢aligmay1 destekler niteliktedir.

Pamuk sap1 ekstrakti ilave edilmis kiltiir ortamlarinda, jel elektroforezi
yapidigy zaman lakkaz aktivitesindeki artigin kalitatif olmadign ve kantitatif olarak
olustugu gosterilmistir. Lakkaz aktivitesindeki artis, hernekadar lakkaz aktivitesi ve
fungal gelisme arasinda direkt bir korelasyon olmasa da, fenolik bilegenler ve diger
kompleks karbon kaynaklarmin kullamlmasi sonucu olusabilir. Lakkaz iiretimini
artiran bir bagke muhtemel etken, dogal ortamda mevcut yada funguslar tarafindan
tiretilen toksik bilegenler ve fenolik bilegenlerin detoksifikasyonu olabilir ( Ardon vd.,

1996; Haars ve Hutterman, 1980).
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Ardon vd. (1996)'nin yapmug oldugu c¢aligmada yalmzea su ortamda da lakkaz
uretiminin gergeklesmesi, distile su ortaminda lakkaz aktivitesi belirlememizi
desteklemektedir.

Karbon ve azot oram ayarlanmug kiiltiir ortamlarinda gozlenen lakkaz aktivite
degisimi farkliliklari, enzimin hem konstitiitif ve hemde indiiklenebilir olmasindan
kaynaklanmaktadir .Bollog ve Leonowicz, (1984), Leonowicz veTrajanowski, (1978)
enzim aktivitesindeki muhtemel farkliiklarin, enzimin bu 6zellifinden
kaynaklanabilecegini bildirmistir.

Lakkaz enzimi iiretimi aromatik bilegenlerin varhiinda artarken, esas olarak
dugiik glukoz ve yitksek azot konsantrasyonunda indiiklenmektedir ( Rogalski vd.,
1991; Bollag ve Leonowicz, 1984; Trajonowski ve Leon, 1969). hattakka ve Uusi-
Rauva (1983), Trametes versicolor kiiltiir ortamma glukoz yada seliiloz ilavesinin
lakkaz tiretimini giighi bir gekilde baskiladigim bildirmigtir.

Bu calismada da, C. versicolor ile pamuk sap: igeren kiiltiir ortamlarinda en
yiksek lakkaz enzim aktivitesinin DKYA iceren ortamda elde edilmesi literatiir
verileri ile uyum igerisindedir. 7. frogii ve P. sajor- caju funguslan da aym kiiltir
ortamunda yitksek lakkaz enzimi iiretmistir.

Lakkaz enzimi uretiminin, primer fazda basladigi ve genellikle 6. ve 8.
ginlerden sonra diigiige gectifi pek¢ok calismada gosterilmigtir. Bu c¢aligmalarda,
lakkaz iiretiminin lignin yikimum baglatic1 etken oldugu ve iiretimin sekonder faz ile
sinirlt olmadi@ bildirilmigtir. Bu caligmalarin tamaminda lakkazin primer metobolit
olarak sentezlendigi bildirilmigtir (Kerem, 1992; Leonowicz vd., 1978, Reinhammer,

1984).



128

Bizim ¢aligmamizda da lakkaz iretiminin primer fazda baglamasi ve sekonder
faza dogru iiretiminin azalmas: lakkazin primer fazda sentezlenen ve sekonder fazda
da iretimi devam eden bir enzim oldugunu gostermektedir ve literatiir verileri ile
uyum icerisindedir. Cesitli ¢aligmalarda ise, lakkaz enziminin sekonder fazda
sentezlendigi bildirilmektedir. Sklarz vd., 1989'da, lakkaz aktivitesinin primer fazda
gozlendigi  bildirilmigtir.  Sonuglarrmz  Sklarz  vd., 198%'un  ¢ahigmasim
desteklemektedir.

Pamuk sap1 igermeyen sentetik kiiltiir ortamlari, lakkaz tiretimleri agisindan
kargilagtinldifs zaman ise, DKDA ve DKYA ortamlaninda C versicolor ve F. trogii ile
diger pamuk sap1 igermeyen ortamlara goére daha yiksek enzim aktivitesi
belirlenmigtir. P. sajor- caju ile pamuk sap1 igermeyen kiiltiir ortamlarinda ¢ok diigiik
lakkaz aktivitesi belirlenmistir.

C. versicolor, F. trogii ve P. sgjor- caju ile pamuk sapt eklenmig kiiltir
ortamlarinda yiiksek lakkaz aktivitesinin belirlenmesi, dogal besiyeri ortamlarinda da
aym aktivitenin yitksek olabilecegi fikrini vermigtir ve ¢alismamizin diger bir kismunda
da attk ortamma ( ZYFA ve vinas) pamuk sapt eklenerek lakkaz aktivitesi
belirlenmistir.

Bu amagla farkli konsantrasyonlarda hazirlanmug ZYFA ve vinas kiiltiir
ortamlarina pamuk saplan eklenerek ve eklenmeyerek lakkaz aktivitesi giinlere bagl
olarak belirlenmigtir. %1, %2.5, %5, %10, %20 ve %30Tuk ZYFA
konsantrasyonlarinda C. versicolor ile pamuk sapt eklenmig kiiltiir ortamlarinda,
pamuk sap:1 eklenmemis ortamlar ile kargilastinldigi zaman, oldukga yiksek lakkaz

aktivitesi elde edilmigtir (Sekil 3.31 ve 3.32). Pamuk sapt eklenmemis ZYFA
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ortamlarinda lakkaz aktivitesi 12. giinde maksimuma ulagmug ve 20. giine kadar
artarak devam etmigtir. Pamuk sap1 eklenmig ZYFA ortamlarinda ise lakkaz aktivitesi
8. giinde maksimuma ulagmig ve 20. giine kadar aym aktivite korunmustur. Lakkaz
aktivitesi, attk konsantrasyonunun artigina bagh olarak yilikselmigtir. Bunun sebebi,
atiin yapisinda bol miktarda bulunan fenolik bilegenlerin ve organik maddelerin
lakkaz aktivitesini indiiklemesi olabilir. Pamuk sapi igermeyen ortamlarda lakkaz
aktivitesini en fazla %10'luk ZYFA konsantrasyonu indiiklerken, pamuk sapi1 iceren
ortamlarda lakkaz aktivitesi en fazla %30'Tuk konsantrasyonda indiiklenmistir.

F. trogii ile farkli konsantrasyonda ZYFA igeren ortamiarda elde edilen lakkaz
aktivite degigimleri ise Sekil 3.35 ve 3.36'da verilmigtir. F trogii fungusu ile pamuk
sap1 eklenmis ortamlarda, pamuk sap1 eklenmemig ortamlar ile karsilagtinldig: zaman,
yiksek lakkaz aktivitesi elde edildii gozlenmektedir. Atik konsantrasyonundaki artig
ile paralel olarak artan lakkaz aktivitesi ilgi ¢ekicidir.

P. sqgjor- caju ile, ZYFA'nun farkh konsantrasyonlarinda pamuk sap1 eklenmis
ve eklenmemis ortamlarda elde edilen lakkaz aktivite degisimleri ise Sekil 3.39 ve
3.40'da giinlere bagl olarak gosterilmigtir. Bu sekiller incelendifi zaman, pamuk sapt
igeren ortamlarda, pamuk sap1 icermeyen ortamlara gore lakkaz aktivitesinin belirgin
bir sekilde indiiklendigi goriilmektedir. Atik konsantrasyonundaki artisa paralel olarak
meydana gelen enzim aktivitesindeki artis géze ¢arpmaktadur.

ZYFA besiyerinde, beyaz-¢iiriik¢iil funguslarla yiiksek aktivitede lakkaz enzimi
uretildigi yapilan baz1 ¢aligmalarda belirtilmektedir ( Vinciguerra vd., 1995; Yesilada
vd., 1996). Atik konsantrasyonundaki artiga bagh olarak lakkaz aktivitesinda meydana

gelen artigin sebebi, besiyerindeki karbon ve enetji kaynagi olarak kullamlabilecek
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maddelerin konsantrasyon arttinldikga artmas: ve buna bagh olarak hizh iireme ve
ayrica besiyerinde bulunan polimer sekerler ve fenoller olabilir. ZYFA'nun yapisinda
bulunan fenoller, lakkaz aktivitesinin indiikleyicisi olarak rol oynayabilirler ( Yesilada
vd., 1996). yaptigimiz caligmada elde ettifimiz sonuglar bu ¢aligmalart destekler
niteliktedir.

Bu caliymada herhangi bir ek kaynak eklenmeden sadece atik +pamuk sap:
igeren ortamlarda yiiksek enzim aktivitesinin elde edilmesi, lakkaz gibi uygulanabilirlik
alam yiiksek olan bir enzimin iiretiminin saglanmasi agisindan 6nemlidir. Reid ve Paice
(1994) ve Paice vd., (1995), saf lakkaz enzimi kullamlarak kraft hamurunun demetilize
edilebilecegini ve agartilabilecegini bildirmigtir. Yine, enzim immuno analizlerinde saf
lakkaz enzimi kullanilarak lakkaz-temelli biyosensorler ve organik materyaller
iiretilebilecegi de bildirilmektedir ( Yoropolov vd., 1994). Lakkaz enzimi kullanilarak,
lignin ile ilgili bilegenlerin transformasyonu ve poliklorinefenoller ve guaiakolllerin
birgogunun deklorinasyonu da miimkindir ( Roy-Archand ve Archibald, 1991;
Milstein vd., 1993).

C. versicolor, F. trogii ve P. sajor-caju ile degisik konsantrasyonlarda vinas
ortamlarinda pamuk sap1 eklenerek ve eklenmeyerek yapilan ¢ahgmalarda elde edilen
lakkaz aktivite degisimleri ise Sekil 3.33, 34, 37, 38, 41 ve 42'de verilmigtir. Bu
sekilleri incelediimiz zaman, biitiin funguslar tarafindan iiretilen lakkaz aktivitesinin
pamuk sapt eklenmis ortamlarda indiklendigi goériilmektedir. Ayrica, vinas
konsantrasyonlarindaki artiga paralel olarak lakkaz aktivitesinde de artig
gorilmektedir. Lakkaz enzimi {iretimi genellikle primer fazda baglamakta ve 20. giine

kadar artarak devam etmektedir. Sadece P. sajor- caju'da, pamuk sap1 eklenmig vinas
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ortamlarinda enzim aktivitesi 12. giinde maksimuma ulagms ve 16. giinden sonra
diisiise gegmistir. C. versicolor ve F. trogii ile lakkaz aktivitesi 20. giine kadar
korunmug ve yiiksek diizeyde enzim iiretimi gergeklesmistir.

Vinasin rengini olusturan maddenin, dogada siklikla rastlanan ve
mikroorganizmalar tarafindan yikilmas: zor bir polimer olan, bir tiir melanoidin oldugu
bildirilmektedir (Ohmomo vd., 1988; Sirianuntapiboon vd., 1988). Calismamz
sirastnda,  yiiksek oranda lakkaz salinmasi, bu enzimin  melanoidin
biyodegradasyonundan kismen sorumlu olabilecegini gostermektedir. Melanoidin,
himik asite yitksek oranda benzerlik géstermektedir ve bilindigi gibi himik asit
degradasyonunda, lignin degradasyonundan sorumlu olan sistemlerin bir kismimin veya
timinin rol aldig1 bildirilmektedir ( Blondeau, 1989). Atik konsantrasyonundaki
artiga paralel olarak artan lakkaz aktivitesi, bu substrat tarafindan enzimin
indiiklendigini diigiindiirmektedir.

ZYFA ve vinas ortamlarinda oldukca yilksek lakkaz aktivitesi olugmasi
endistriyel amagh enzim tretimi ¢aligmalar igin bir avantaj saglayacaktir kamsindayiz.
C. versicolor, F. trogii ve P. sajor- caju funguslarim pamuk sapt eklenen ZYFA ve
vinas ortamlarinda enzim iretim kapasitelerine gére kargilagtirdigimiz zaman ise en
yiksek aktivitenin ZYFA ortamlarinda F. frogii ile vinas ortamlarmda ise C.
versicolor ile elde edildigi goriilmektedir. Buda bu amagla yiiriitiillecek ¢aligmalarda
farklh beyaz ¢iriik¢il funguslarin aktivitelerinin  test edilmesi gerektigini
gostermektedir.

Sekil 4.1'de farkh konsantrasyonlarda ZYFA igeren kiiltiir ortamlarina pamuk

sap1 eklendigi zaman C. versicolor, F. trogii ve P. sajor- caju ile elde edilen
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maksimum lakkaz aktivite degerleri kargiagtnlmugtir. Sekil 4.2'de ise farkl:
konsantrasyonlarda vinas igeren kiiltiir ortamlarina pamuk sapt eklendigi zaman C.

versicolor, F. trogii ve P. sajor- caju ile elde edilen maksimum lakkaz aktivite

degerleri karsilagtinlmigtir.
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Sekil 4.1 Pamuk sap1 eklenmig farkh konsantrasyonlardaki ZYFA kultar
ortamlarinda, funguslar ile elde edilen maksimum lakkaz aktivite degisimleri
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Sekil 4.2 Pamuk sapit eklenmig farkh konsantrasyonlardaki vinas kiiltiir
ortamlaninda, funguslar ile elde edilen maksimum lakkaz aktivite degigimleri

Sentetik kiiltiir ortamlari ve dogal besiyerleri lakkaz iiretimleri bakimindan
karsilagtinldig1 zaman, hem vinas ve hemde ZYFA kiiltiir ortamlanmn lakkaz {iretimini
sentetik kiiltiir ortamlarina gore daha fazla indiikledigi saptanmugtir. Ozellikle pamuk
sapt eklenmig ortamlar kargilagtinldigs zaman, dogal kiiltiir ortamlarimin lakkaz
aktivitesini belirgin bir gekilde indiikledii gézlenmektedir. Buda endiistriyel amagh
lakkaz tretimi ¢ahigmalaninda olduk¢a 6nemli bir ekonomik kazang saglayacaktir
kanisindayiz. Ayrica atiklarin kullanim alanimin geniglemesi ve degerlendirilmesi ise
galismanin bir diger avantajh yonidir.

C. versicolor ile degigik oranlarda karbon ve azot kaynag eklenmis sentetik

kiiltir ortamlarinda pamuk sap: eklenerek ve eklenmeyerek giinlere bagh olarak
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seliilaz aktivitesi belirlenmis ve bu aktivite distile su ortamu ile kargilagtirilarak Sekil 3.
5 ve 3. 6'da verilmigtir. Bu sekiller incelendigi zaman, C. versicolor'da YKY A+pamuk
sap1 ortamimin 4. ginde selilaz aktivitesini en fazla indiikleyen ortam oldugu
goriilmektedir. Bu aktivite 8. ginde azalmakta ve 20. gine kadar azaliy devam
etmektedir. Fakat pamuk sapt eklenmemis YKYA ortamindaki yiiksek seliilaz
aktivitesi 12. giindeki ufak bir diigii gézardi edilirse 16. giine kadar korunmustur.

F. trogii ile farkh sentetik kiilttir ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivite
degerleri kargilagtinldigi zaman ise, 4. giinde YKYA ve distile su+ pamuk sapi iceren
ortamlarda benzer diuzeyde enzim aktivite degerleri elde edilmis ve aktivitede
inkiibasyonun son giinlerinde azalma olmugtur. DKYA-+pamuk sap1 ortaminda ise 8.
giinde maksimum degere ulagan seliilaz aktivitesi elde saptanmugtir ( Sekil 3. 13 ve 3.
14).

P. sgjor- caju ile farkh sentetik ortamlarda elde edilen selilaz aktiviteleri
kargilagtirldign zaman, DKDA ortaminda 4. giinde oldukga yiiksek bir seliilaz
aktivitesi elde edilirken sonraki giinlerde aktivitede bir azaliy gozlenmigtir. P. sajor-
caju ile DKYA+ pamuk sap1 ve YKDA-+pamuk sap1 ortamlarinda , dier sentetik
ortamlar ile kargilagtirdifimz zaman yiksek selilaz aktivitesi saptanmustir. Ancak
YKDA+pamuk sapt ortaminda en yiksek aktivite 4. giinde elde edilirken,
DKYA-+pamuk sap: ortaminda en yiiksek aktivite 12, giinde saptanmmgtir (sekil 3. 21
ve 3. 22).

P. chrysosporium ile sentetik kiiltur ortamlarinda elde edilen seliilaz aktivite
degerlerini kargilagtirdifimz zaman ise, en yiiksek seliilaz aktivitesi DKDA-+pamuk

sap1 ortaminda 12. giinde elde edilmistir. Bu ortamdan sonra, en fazla seliilaz Giretimini
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indikleyen ortam DKYA-+pamuk sap: ortamidir, YKYA+pamuk sap1 ortaminda ise 4.
giinde yiiksek bir seliilaz aktivitesi elde edilmis fakat sonraki giinlerde aktivite hizla
azalisa gegmigtir ( Sekil 3. 27 ve 3. 28).

Selillozun enzimatik yikimi, en azindan ii¢ enzimin sinerjistik aktivitesine
ihtiya¢ duymaktadir. Bu ii¢ enzim; Endoglukanaz ( EC 3.2. 1.4), sellobiyohidrolaz
(EC 3.2.1.91) ve B- glukosidaz (EC 3.2.1.21)'dr. Bu enzim kompleksinin en iyi
indiktori selilozdur ve selilozdan sonra laktoz, sellobiyoz ve sophoroz'dur (Taj-
Aldeen, 1993).

P. chrysosporium’da seliilaz enzim kompleksi, adaptivdir ve karbon katobolit
baskilamasina duyarlhidir. Selillozun yikim, direkt olarak kiiltiir ortamindaki giukoz-
sellobiyoz oranna ve glukozun ilave edilen miktarina bagh olarak degismektedir (
Szabo vd.,1996). Bu caligmada, sentetik kiiltiir ortamlarimin farkli karbon (glukoz)
iceriklerinin ve ortama eklenen pamuk saplannin selilaz enziminin iiretimine olan
etkisi test edilmistir. Sonuglarimiz g6stermektedir ki, yitkksek karbon igeren ortamlarda
( C. versicolor harig) diisiik karbon iceren ortamlara goére daha diisiik seliilaz
aktivitesi elde edilmigtir. Bu sonug, yiiksek seliilaz aktivitesinin devamhih@ i¢in glukoz
seviyesinin digiik olmasim bildiren literatiir verilerini desteklemektedir (Szabo vd.,
1996).

Pamuk sap1 eklenen kiiltlir ortamlarinda g¢ogunlukla seliilaz aktivitesi
indiiklenmigtir. Seliilozun, seliilaz enzim kompleksi i¢in en iyi indiiktor olmasindan
kaynaklanan bu indiiksiyonu gozlememiz, literatiir verileri ile uyumludur. Ancak bazi
ortamlarda, pamuk sapi1 eklenmemis ortam ile pamuk sapt eklenmis ortam

kargilagtinldis zaman, pamuk sap1 eklenmeyen ortamlarda daha yiiksek seliilaz
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aktivitesi belirlenmigtir. Bunun sebebi, inkiibasyon esnasinda salgilanan seliilazin
oduna tutunmasi (adsorbsiyonu) olabilir. Szabo vd., (1996) aym etkinin olugmasindan
dolay: seliilaz kayb: olabilecegini bildirmisgtir.

Maksimum salillaz aktivitelerini, inkiibasyonun ilk giinlerinde (4. ve 8.) elde
etmemiz, Platt vd. (1984) galigmasim desteklemektedir. Bu ¢aligmada, inkiibasyonun
erken safhalarinda seliilloz giderimi hizh olurken, 6-8. giinlerden sonra aktivitede
azalma bagladig bildirilmistir.

Selillaz enzim kompleksini olusturan, Endoglukanaz ve sellobiyohidrolaz,
sellobiyoz konsantrasyonunun artirilmasiyla inhibe edilirken, B- glukosidaz glukoz
fazlahigina daha fazla duyarhdir (Ramos vd., 1993). Yiiksek karbon igeren ortamlarda
selillaz enziminin inhibe olmasinin bir sebebi de, enzim aktivitesi sonucu olusan bazi
son Urtnlerin ( glukoz ve sellobiyoz gibi) ortamda birikmesi olabilir. Yapilan bir bagka
cabymada da, glukoz ve ksiloz gibi basit gekerlerin selillaz iiretimini fazla
indiiklemedigi ancak laktoz veya diger seliilolitik indiiktorlerin aktiviteyi arttirdig
bildirilmistir (Warzywoda vd., 1992).

Karbon-azot oram degistirilmig sentetik kiiltiir ortamlarinda C. versicolor ile
elde edilen ksilanaz aktivite de@isimi sekil 3. 7 ve 3. 8'de verilmigtir. Sekiller
incelendigi zaman, DKYA+pamuk sapt ve¢ DKDA+pamuk sap1 ortamlarinda ksilanaz
aktivitesinin belirgin bir gekilde indiiklendigi goériilmektedir. Bu iki ortamu takiben
olusan en ytiksek ksilanaz aktivitesinin distile su+pamuk sap: ortaminda olusmasi,
dusik karbon igeriginin ksilanaz aktivitesini indiikleyen bir ortam oldugunu
gostermektedir. Ksilanaz aktivitesi, inkiibasyonun sonlarmna dogru yani 12. giinden

sonra maksimuma ulagmistir.
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F. trogii ile farkh igeriklerde hazirlanmmg sentetik kiiltiir ortamlarinda saptanan
ksilanaz aktivitelerini karsilagtrdifimiz zaman ise yine en yiiksek aktivitenin
DKYA+pamuk sapt ortaminda meydana geldigini ve bu ortatmm takiben
DKDA+pamuk sapt ve distile sutpamuk sapt ortamlaninda yiksek ksilanaz
aktivitelerinin elde edildigi gorilmektedir (Sekil 3. 15 ve 3. 16). F. trogii'de
DKYA-+pamuk sap1 ortaminda, ksilanaz aktivitesinin 4. ve 8. giinlerde maksimuma
ulagmasi, C. versicolor'dan farkli bir durum olarak ortaya gikmustir. F. #rogii'de
ksilanaz aktivitesi ortamn azot igerigindan fazla etkilenmeden, direkt olarak diigiik
karbon konsantrasyonunda ve pamuk sap1 varhiginda indiiklenmigtir.

P. 3ajor- caju ile sentetik kiiltlir ortamlarinda saptanan ksilanaz aktivite
degisimlerini kargilagtirdifinmz zaman ise, yine DKYA+pamuk sap1 ortaminda en
yiuksek ksilanaz aktivitesi elde edilmigtir (Sekil 3. 23 ve 3. 24). P. sajor- caju’da
DKYA ortamina pamuk sap: eklenmedigi zaman yine aktivitenin yiksek ¢ikmasi ilgi
cekicidir. Aym gekilde YKDA ortaminda da, P. sajor- caju'da ksilanaz aktivitesi,
YKDA-+pamuk sap:1 ortamina gore daha yiiksek elde edilmigtir DKDA, YKYA ve
distile su ortamlarinda ise ortama pamuk sap: eklenmesi ksilanaz aktivitesini belirgin
bir sekilde arttirmugtir. P. sgjor- caju’da ksilanaz aktiviteleri inkiibasyonun ilk
periyodunda maksimuma ulagmg ve sonraki giinlerde azaliga ge¢migtir.

P. chrysosporium ile sentetik kiiltiir ortamlarinda saptanan ksilanaz aktivite
degisimleri kargilagtinldign zaman, DKDA+pamuk sap1 ve distile su+pamuk sapt
ortamlarinda en yiiksek degerlere ulagildii gozlenmektedir ( Sekil 3. 29 ve 3. 30). P.
chrysosporium’'da ksilanaz aktivitesinin diigiik karbon konsantrasyonunda belirgin bir

sekilde indiklendigi ve bu indiiksiyonu pamuk saplannin arttirdify gériilmektedir.
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Ortamin azot konsantrasyonunun ise ksilanaz aktivitesi iizerine fazla bir etkisi
olmadig: sekiller incelendigi zaman agik¢a gorilmektedir.

Funguslar tarafindan lignin ve seliiloz yikim metobolizmasimn diizenlenmesi,
odunun diger 6nemli bir bilegeni olan hemiseliilozun yikim ile de yakindan ilgilidir.
Yapilan c¢aliymalar odun yikict funguslarnn ¢ogunun hemiselilloz fraksiyonlarim
seliiloza tercih ettigini gostermektedir (Blanchette, 1984; Blanchette ve Reid, 1986).
Bunun nedeni, odun hemiseliilozunun amorf yapismin, selillozun kristal yapisina gore
daha kolay depolimerize edilebilmesidir (Reid ve Deschamp, 1991; Blanchette ve
Reid, 1986).

Odun hemiseliilozunun en 6nemli bileseni olan ksilan, seliillozdan sonra dogada
en ¢ok yenilenen polisakkarittir (Monti vd., 1991). Bu nedenle, c¢alismamzda
ksinolitik sistemin bir Uyesi olan ksilanaz aktivitesindeki deZisimler ve baz kiiltiir
kosullarinin enzim aktivitesine olan etkileri test edilmistir. Burada en 6nemli amag,
ksinolitik aktivitenin lignin ve selillozun biyolojik yikim siireci sirasinda degisimini
saptamaktir.

Sonuglanimuz, ksilanaz aktivitesinin C. versicolor hari¢ genellikle ilk 8 giin
igerisinde maksimuma ulagtigim ve bu giinleri izleyen giinlerde aktivite de diisme
oldugunu géstermigtir. Bu sonuglanmz literatiir verileri ile uygunluk gostermektedir (
Copa-Patino vd., 1993; Monti vd., 1991; Lee vd., 1993).

Ozgiil seliilolitik enzimler ile, hemiseliilolitik aktivitenin artmas: arasinda
pozitif sinerjistik bir iligki oldugu yapilan bir cahgmada belirtilmistir (Warzywoda vd.,

1992). Bizim ¢aliymamizda da, seliilaz ve ksilanaz enzim aktivitelerinin hemen hemen
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ayni giinlerde maksimuma ulasmasi bu iligkinin oldugunu savunan calismay
desteklemektedir.

Ksilanaz aktivitesinin hintkeneviri saplan ilave edilen kiiltiir ortamlarinda artig
gosterdigi Ghosh ve Nanda (1993) tarafindan bildirilmigtir. Ancak, ayn1 ¢aligmada hint
keneviri saplaninin  kiiltir ortamuna ilave edilen miktarnt arttikga, kiiltiir
sipernatamndaki ekstraseliller toplam protein miktarida arttif igin ksilanaz
aktivitesinde azalma gozlenmigtir. %1 konsantrasyondaki odunsu madde ilavesi,
ksilanaz aktivitesini maksimum olarak indiiklemekte ve daha fazlasi aktiviteyi
baskilamaktadir. Yiiriittiiglimiz ¢aligmada da, diigiikk karbon igeren ortamlarda pamuk
sap1 ilavesi ile ksilanaz aktivitesinin daha belirgin bir bigimde indiiklenmesi ve yiiksek
karbon igeren ortamlarda pamuk sap: ilavesinin ksilanaz aktivitesini baskilamas: bu
sonuglan desteklemektedir.

Dort farkl beyaz ¢iirtikgiil fungus ile farkh kiiltiir ortamlarinda giinlere bagh
olarak pamuk sap: eklenmis ve eklenmemig kiiltiir ortamlarinda amilaz aktiviteside
belirlenmistir. C. versicolor ile farkh kiiltiir ortamlannda yiiriitiilen ¢aligmada, yiiksek
amilaz aktivite degerleri elde edilmistir. Bu galismada, amilaz aktivitesi ortamda
pamuk saplar olsun veya olmasin, en fazla diigiik karbon ortamlarinda indiiklenirken,
azot igeriginin amilaz aktivitesinin agifa ¢ikmasinda direkt bir etkisinin s6z konusu
olmadif: sekiller incelendifi zaman anlagilmaktadir ( Sekil 3. 3 ve 3. 4). YKYA ortam
harig diger kiiltiir ortamlarinda, amilaz aktiviteleri inkiibasyonun ilk periyodunda agi3a
¢tkarken, bu ortamda 16. ve 20. giinlerde maksimuma ulagmstir. Pamuk sap1
eklenmesi tiim ortamlarda amilaz aktivitesini pamuk sap: igermeyen ortamlara gore

hafifge artirmagtir.
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F. trogii ile yapilan caligmada ise, yine diigsiikk karbon ortamlann amilaz
aktivitesini indiiklerken, yiiksek karbon igeren kiiltiir ortamlarinda benzer diizeyde
enzim aktiviteleri elde edilmistir. Yiiksek karbon igeren kiiltiir ortamlarinda, enzim
aktivitesi inkiibasyonun ilk giinlerinde maksimuma ulagirken, diisiik karbon kiiltir
ortamlarinda inkiibasyonun sonlarina dogru maksimum aktivite degerleri elde
edilmistir. F. frogifde kiltir ortamlarma pamuk saplarnin eklenmesi amilaz
aktivitesini pamuk sap1 igermeyen ortamlara gore nispeten inditkklemigtir ( Sekil 3. 11
ve 3. 12).

P. sajor- caju ile yiritilen ¢ahgmada ise, farkl kiiltiir ortamlarinda birbirine
yakin amilaz aktivite degerleri elde edilmigtir. Aym sekilde, kiiltiir ortamlarina pamuk
sap1 eklenmesi ile amilaz aktivitesi azda olsa indiiklenmig ve aktiviteler inkiibasyon
periyodunun sonuna kadar aym seviyede korunmugtur ( Sekil 3. 19 ve 3. 20).

P. chrysosporium ile yiritilen ¢alismada ise, pamuk sap:i eklenen kiiltiir
ortamlarinda amilaz aktivitesinin baskilanmas: ilgi ¢ekicidir. Amilaz aktiviteleri diger
funguslarda oldugu gibi inkiibasyonun ilk periyodunda maksimuma ulagmg ve sonraki
glinlerde azaliga gegmistir (Sekil 3. 25 ve 3. 26). Amilaz aktivitesinin tiim funguslarda
inkiibasyon siiresince primer metobolit olarak salgillandifi goérilmektedir. Aym
zamanda, pamuk sap: eklenmesi sonucu, kiiltirlerde amilaz aktivitesi pek fazla
indiiklenmemis ve hatta P. chrysosporium kiiltiirlerinde baskilanmigtir.

ZYFA ve vinas endiistriyel atiklan, fungus liretimi sirasinda enzim iiretimini
indiikleyebilmek amactyla dogal besiyeri olarak kullanilmgstir. Bu siireg esnasinda,
dogal besiyerlerinin de sentetik ortamlar kadar hatta daha fazla enzim aktivitesini

indikledigi tespit edilmistir.
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Caliymanin diger bir kismunda, funguslarn bu atiklann antiminda
kullarulabilirlikleri aragtinilmigtir. Bu amagla Oncelikle atiklarin igerikleri analiz
edilmistir. Tablo 3.2'de ZYFA ve vinasin igerikleri verilmigtir. Bu tablo incelendigi
zaman, her iki atiginda, yiksek kirlilik degerlerine sahip oldugu goriilmektedir. Bu
formdaki atiklarin, dogaya direkt olarak verilmesi durumunda, dogay1 ¢ok hmzh bir
sekilde kirletmesi kagimlmazdir. Su anda, Tiirkiye'de birgok fabrika atiklarimt herhangi
bir aritim igleminden gecirmeden alici ortama vermektedirler. Onemli olan nokta, bu
atiklarin antim degerlendirme iglemlerinden gegctikten sonra ve atik desarj kriterlerine
uyularak alici ortama verilmesidir. Bizim ¢aligmamizda ise atiklarin besiyeri olarak
kullamlma siirecinde hem degerlendirilmesi ve hemde olusacak biyolojik yikim ile
atifin kirlilik ile ilgili parametrelerinin dogaya zarar vermeyecek seviyeye indirilmesi
hedeflenmistir.

Cahgmalarimz sirasinda, atiklar pamuk sapi igerecek ve igermeyecek sekilde
farkl: konsantrasyonlarda hazirlannmg ve funguslar ile inkiibasyona tabi tutulmustur.
Statik olarak yuritilen bu ¢aligmalar sirasinda, atiklarda yiiksek biyolojik yikim
degerleri elde edilmistir.

C. versicolor, F. trogii, P. sajor- caju ve P. chrysosporium ile pamuk sapt
iceren atik kiltiir ortamlarinda yiriitilen ¢aligmalarda pamuk sap1 eklenmemis
ortamlara gore daha yiiksek biyolojik giderim degerleri elde edilmigtir. Bu ortamlarda,
ayrica yiksek biyokiitle degerlerine ulagilmas: biyokiitlenin de degerlendirilebilecegi
fikrini vermektedir. Elde edilen bu biyokiitlenin, herhangi bir zararh etkisi olmadan
hayvan besini olarak kullamlabilecegi Hamdi vd., 1991 tarafindan bildirilmigtir.

Hernekadar, bu besiyerlerinde tiretilen funguslarin hayvan besini olarak herhangi bir
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olumsuz etkisi olmadig: ifade ediliyorsa da, bu funguslarin hayvan besini olarak katki
maddesi olarak kullanilmadan 6nce, amino asit analizleri, niikleik asit analizleri ve
toksikoloji testleri gibi protein kaynag: olarak degerlendirilebilecek katki maddeleri
icin gerekli olan testler yapiimahdir. Bu ¢aligmamn bu agidan yol gosterici olacag:
distinilmektedir.

C. versicolor, F. trogii, P. sajor- caju ve P. chrysosporium ile farkh
konsantrasyonlarda hazirlanmg ZYFA ve vinas ortamlarinda elde edilen KOI giderim
aktiviteleri pamuk sap1 igeren ve icermeyen ortamlarda kargilagtinldig: zaman; pamuk
sapt eklenen kiiltiir ortamlarinda genellikle daha yiiksek KOI giderim degerlerine
ulagildigs gozlenmektedir. KOI gideriminin daha yiiksek olarak agia c¢ikmasinin
sebebi, eklenen pamuk saplariin fungus icin iireme yiizeyi olusturarak KOI giderim
aktivitesini artirmast olabilir. Ozellikle F. trogii'de pamuk sapi igeren ortamlarda,
pamuk sap1 igermeyen ortamlara gore oldukga yiiksek KOI giderimi saglanmigtir. Atik
konsantrasyonuna bagli olarak, KOI gideriminde farkliiklar a¢iga ¢ikmmgtir. C.
versicolor ile en yiiksek giderim her iki atik igin %20'lik konsantrasyonda, F. trogii ile
en yiksek giderim her iki atik i¢in %30'luk konsantrasyonda, P. sgjor- caju ile ZYFA
ortaminda %20'lik konsantrasyonda, vinas ortaminda %30'luk konsantrasyonda, P.
chrysosporium igin ise, her iki atik i¢in %30%uk konsantrasyonda en yiksek KOI
giderimi elde edilmigtir.

ZYFA'da ¢ok yiiksek miktarda fenol bulundugundan ( Yesilada vd., 1998 ),
funguslarin bu ortamdan fenol giderim verimi de ayrica arastinlmustir. Funguslarin
fenol giderim aktiviteleri incelendigi zaman, atik kiiltiir ortamlarina pamuk sapi

eklenmesi sonucu tiim funguslarda fenol gideriminin baskilandifi ve pamuk sapi
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icermeyen ortamlarda daha yiiksek fenol gideriminin olustugu gézlenmigtir. Bunun
nedeni ise, funguslar tarafindan iiretilen ekstraseliiler odun yikici enzimlerin etkisi ile
(lakkaz gibi) odunun yapisinda bulunan aromatik fenolik bilegenlerin kiltiir ortamna
gecmesi ve ortamin fenol igerigini arttirmasi olabilir.

ZYFA ve vinas kiiltiir ortamlarinda meydana gelen renk giderimleri de dort
fungus ile iglem gérmis atiklarda giinlere bagh olarak belirlenmigtir. Pamuk sapi
eklenmis biitiin kiiltiir ortamlarinda, renk giderimi belirgin bir sekilde indiikienmistir.
Atik konsantrasyonuna paralel olarak renk gideriminde meydana gelen artig dikkat
cekicidir. %10, %20 ve %30'luk konsantrasyonlarda meydana gelen biyolojik yikim
degerleri kargilagtinldig: zaman, biyokiitle miktarindaki artis ve meydana gelen yitksek
biyolojik yikimlar atik konsantrasyonundaki artiga paralel olarak genellikle artmigtir.

Martirani vd., 1996, P. ostreatus'u y@ca %20'lik ZYFA'da iiretebildiklerini
bildirmistir. Bu arastiricilar %10'Tuk atiksu kullandiklan ¢alismada %90 fenol ve %55'e
yakin renk giderimine ulasmuglardir. Aynica P. chrysosporium ile yiriitilen bir
caligmada, atik suyun sulandiim oranmn artmasi ile KOI ve renk gideriminin de
artacag bildirilmigtir (Sayadi ve Ellouz, 1995). Ancak bizim yaptifimiz ¢aligmada,
atiklarmn igerigindeki kiigiik artiy oranlanmn tiremeyi indiikleyici etki géstermesinden
dolayy, biyolojik yikim degerleri de konsantrasyondaki artiga paralel olarak artngtir.
Bunun nedeni, besiyerindeki karbon ve azot kaynaf olarak kullamlabilecek
maddelerin, atik konsantrasyonuna bagl olarak artmast olabilir.

Dért beyaz ciiriikeiil fungusun biyolojik yikim aktiviteleri (KOI, fenol ve renk
giderimi) bakimindan kargilagtinldii zaman, C. versicolor ve F. trogii yiksek

biyolojik yikim aktivitesi gostermistir. Caliymalarimiz sirasinda atiklara herhangi bir ek
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kaynak eklenmeden yitksek biyolojik yikim degerlerine ulagilabilmesi ¢ok onemlidir.
Cinkt farkh aragtincilarin ¢ahgmalaninda, besiyerine giderim igin ek kaynak
eklenmesinin mutlaka gerekli oldugu bildirilmigtir ( Sanjust vd., 1991). Ayrica, bu atik
ortamlarina tarimsal bir atik olan pamuk saplan eklendigi zaman daha yiiksek giderim
elde edilmesi hem pamuk saplanimn degerlendirilmesi ve hemde atiklarin biyolojik
yikiminin arttinimas: bakimindan 6nemli olacaktir kamsindayiz.

Caligmamiz sonucunda,
1- Pamuk saplarimin alternatif bir kagit hamuru hammaddesi olarak diigiiniilmesi
gerektigini,
2- Pamuk sap:1 eklenmesinin lakkaz tretimini indiikledigini, bunun 6zellikle gevre
biyoteknolojisi a¢isindan ¢ok énemli oldugunu,
3- Kagit hamuru iretiminde endiistriyel atiklarnin en azindan lignin giderimi igin,
indiikleyici olarak diigiiniilmesi gerektigini ,
4- Besiyeri olarak kullandifimiz endiistriyel atiklarla yiiksek lakkaz aktivitelerine
ulagilabilecegi ve pamuk sap:1 eklenmesinin lakkaz {retimini yiiksek miktarda
indiikledigini,
5- Pamuk sap1 + endiistriyel attk besiyerlerinde bazi funguslarla yiiksek arntim
degerlerine ulagilabildigini soyleyebiliriz.

Bu g¢aligmamin bu acilardan bundan sonra yapilacak ¢aligmalara bilimsel bir

temel olusturacag inancindayiz.
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GOREV ALDIGI PROJELER

1. Tanmsal bir attk olan pamuk sapinin beyaz giiriikgiil funguslar tarafindan
biyodegradasyonu. TUBITAK-TBAG- AY121 Nolu Proje

2. Zeytin fabrikasi atik suyundan renk, KOI ve fenol gideriminde beyaz ¢liriikgiil
fungus kullammimn aragtiniimas:. 1.U.AF. 94/4 Nolu Proje.

3. Beyaz ciinikgtil funguslarla yag fabrikasi atiklanimin aerobik degradasyonu ve
degerlendirilmesi. TUBITAK-TBAG 1277 Nolu Proje

4. Endustriyel ve tarimsal atiklarin biyoteknolojik olarak.degerlendiﬁhnesinde
yeni bir yaklagim. DPT Projesi. (Proje NO: 97K121470)

5. Tekstil ve boya fabrikas: atiklanimin yikiminda beyaz ¢iiriikgiil funguslarin
kullamminin aragtinlmasi. DPT Projesi. (Proje NO: 97K121480)

i34 KURDLY

S TTETICELE

T

- v
LRI




