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OZET

LAKKAZ URETICIiSi STREPTOMYCES TURLERININ KATI
KULTUR PERFORMANSLARININ KARSILASTIRILMASI

DURAN, Mustafa

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Boliimii
Tez Danigsmani: Yrd . Dog. Dr. Sayit SARGIN
Eyliil, 2011

Bu caligsmada, kat1 kiiltiir fermantasyonu yontemi ile lakkaz iiretimininde
optimum kosullar belirlenmistir. Biyokatalist olarak Streptomyces coelicolor
ve [Ege niversitesi Biyomiihendislik boélimi aktinomiset kiiltiir

koleksiyonundan elde edilen Streptomyces M33-1 izolat1 kullanilmastir.

Lakkaz iiretim veriminin arttirilmasi amagli yapilan ¢aligmalar uygun besi
ortami bilesenlerinin belirlenmesi, kat1 kiiltiir proses degiskenlerinin yiizey
yanit yontemi kullanilarak optimizasyonu ve ¢esitli indiikleyici maddelerin
denenmesi seklinde olmustur. Optimum kosullarda lakkaz tiretim verimi S.
coelicolor ve Streptomyces M 33-1’ de siras1 ile 35 U/ml/ gr substrat, 6,3
U/ml/ gr substrat olarak bulunmustur. Optimize edilen ortamda {iretilen
lakkazin kinetik parametreleri S. coelicolor ve Streptomyces M33-1 igin sirasi
ile ky, degeri 0,7- 0,43 mM, V 1, degeri 53,5 - 8,17 umol substrat/ dak olarak
bulunmustur.

Optimum pH degeri her iki enzim i¢in de substrat olarak ABTS
kullanildiginda pH 3, termal stabilite c¢alismasinda S. coelicolor ve
Streptomyces M33-1 igin 70°C” deki yar1 6miirleri siras ile 94 dakika ve 38

dakika olarak bulunmustur.

Anahtar sozctikler: Lakkaz, Bugday kepegi, Kat1 kiiltiir fermantasyonu,

Streptomyces coelicolor, optimizasyon
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ABSTRACT

Comparison of Laccase Producer Streptomyces Spp. Performances under

Solid State Fermentation Conditions

In this study, optimum condition for the production of laccase in solid
state fermentation has been determined. Streptomyces coelicolor M145 and
isolate Streptomyces M33-1 obtained from Ege University Bioengineering

department actinomycetes culture collection were used as biocatalists.

Best conditions for the improvment of laccase production were
determined, including medium composition and the effect of various inducers.
Optimisation of solid state process variables were determined by using
responce surface methodology. Laccase production yields for Streptomyces
coelicolor M145 and Streptomyces M33-1 under optimum conditions were 3,5
U/ml/gr substrate and 0,63 U/ml/gr substrate respectively. Kinetic parameters
for S.coelicolor and Streptomyces M33-1 laccases were Kk, value 0,7- 0,43

mM and V ., value 53,5- 8,17 umol substrate/ min respectively.

When using ABTS as a substrate, pH 3.0 was found optimum for both
laccases and half life of enyzmes at 70°C were found as 94 min and 38 min

for S. coelicolor and S. M33-1, respectively.

Key words: Laccase, wheat bran, Solid state fermantation, Streptomyces

coelicolor, Optimisation
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1.GIRIS:

Biyoteknoloji ylizyillinda birgok biyoteknolojik siire¢ hizli bir sekilde
gelismekte ve ilerlemektedir.  Biyoteknolojik  iiretimler;  enzimlerden
antibiyotiklere, tek hiicre proteinlerinden antikorlara, biyoplastiklerden
biyoyakitlara kadar ¢ok genis capta iiriin ¢esitliligini icermektedir. Bu iiretimler,

hiicre veya enzim gibi biyokatalist ajanlar kullanilarak gergeklestirilmektedir.

Giiniimiizdeki biyoteknolojik prosesler belli bagl organzimalar tarafindan
yiriitiilmektedirler Bu sik kullanilan organizma tiirlerinden bir tanesi de
Streptomyces’ lardir. Streptomyces tiirleri funguslar gibi substrat miseli havasal
misel ve spor olusumunu igceren kompleks bir hayat dongiileri vardir.
Streptomyces’ lar birgok hiicre dis1 metabolit sentezleyebilmektedirler. Bu
metabolitler arasinda antibiyotikler, pigmentler gibi ikincil metabolitler, hiicre dis1
enzimler ve proteinler gelmektedir. Hiicre disi enzimlerin salgilanmasi ile
Streptomyces’lar, morfolojik farklilagma, antibiyotik sentezinin, tamamlanmasi,
pigmentasyon, hiicre disindaki rekalsitrant polimerik materyalin sindirimi gibi

bir¢cok metabolik fonksiyonu yerine getirebilmektedir.

Kati kiiltiir fermantasyon (KKF)’ u teknolojisi insanlik tarihinde kullanilan
en eski teknolojilerden biridir. Giliniimiizde de gegerliligini koruyan bu teknoloji
sayesinde, ikincil metabolit, enzim gibi Onemli {riinlerin iiretimleri
gerceklestirilmektedir. KKF’ nin gliniimiizde gegerliligini korumasini saglayan ve
alternatifi stv1 kiiltiire gore bazi 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir. Ozellikle kati
kiltiir fermantasyonu miselli organizmalarin gelisimini ve hayat dongiilerini
tesvik edici yapidadir. Statik kat1 tabaka hiicrelerin morfogenezisini tesvik eder.
Bu sayede morfogenez sirasinda salgilanan enzimlerin sentezi gerceklesebilir.
Ayrica kat1 kiiltiirde substrat olarak kullanilan lignoseliilozik atiklar, hiicre dis1

sindirim enzimlerinin iiretimini tesvik eder.

Lakkaz bir¢ok canli tarafindan kullanilan bir enzimdir. Canlilar lakkaz ile

onemli metabolik faaliyetlerini yerine getirebilmistir. Lakkaz, hiicre dis1 sindirim



enzimi olarak rekalsitrant polimerlerin depolimerizasyonunda, morfolojik
farklilasmada  veya  pigmentasyon  gibi  polimerizasyon  islemlerini
gerceklestirebilir. Canlilar aleminde genis bir kullanim alani bulan lakkaz,
teknolojik alanda da yine aymi diizeyde genis bir kullanim alani bulmustur.
Lakkazin ucuz, zahmetsiz, oksijen ile rejenere olabilen, dayanikli, cevre dostu
dogas1 genis bir substrat araliginin olmasi ve bir¢cok proseste atik olarak agiga
cikan veya bircok biyoteknolojik iiriiniin temel yap1 tagini olusturan islenmesi zor
fenolik bilesikleri islenebilir kilmas1 lakkazi vazgecilmez bir biyokatalist

yapmistir.

Projede hedeflenen; genis bir metabolik cesitlilige sahip Streptomyces
tirleri kullanilarak, kat1 kiiltiir fermantasyonunun sagladigi avantajlardan
yararlanilarak biyoteknolojik oneme sahip lakkaz enzimi iiretiminin verimli bir
bicimde gergeklestirilmesidir. Bunun i¢in yapilan islemler lakkaz iiretim
prosesinde verimli iiretici tiirlerin se¢ilmesi, bu tiirler i¢cin uygun besi ortaminin
belirlenmesi, kat1 kiiltiir degiskenlerinin optimizasyonu ve ¢esitli uygulamalar ile

kat1 kiiltiir performansinin gelistirilebilmesidir.



2. LITERATUR OZETi
2.1. Lakkaz Enzimi

Lakkaz; E.C. 1.10.3.2; p-difenol: oksijen oksidorediiktaz (Morozova et al, 2007)
¢oklu- bakir mavi proteini siiper ailesine ait bir enzimdir. Lakkaz; tarihte ilk defa
Japonya’ da 1883 yilinda lacquer agacindan izole edilmistir. Ismini (LAC-CASE)
de bu agagtan almustir (Alcalde, 2004). Coklu bakir mavi protein siiper ailesi
(MCBP); ¢oklu protein domain’ lerini igermekte ve bakir iyonlarinin sahip oldugu
redoks yetenegini kullanmaktadirlar. MCBP kabaca domain organizasyonu ve

fonksiyonlarina gore 3 gruba ayrilirlar.

1- Nitrit rediiktaz tip 2 domaine sahiptir.
1i- Lakkaz tip 3 domaine sahiptir
1ii- Seruloplasmin tip 6 domaine sahiptir.

2. ve 3. tip gruplara genellikle ¢oklu bakir oksidaz grubu (MCO) denmektedir.
(Nakamura and Go, 2005). Lakkaz, MCO grubuna ait olmasindan dolay1, grubun
karakteristik 6zelliklerini tagimaktadir. Monomerinin molekiil agirligi 50 — 100
kDa arasinda degigsmektedir (Claus, 2004). Lakkaz, aktivite gosterebildigi genis
bir substrat araligina sahiptir. Yiikseltgedigi substratlardan aldigi elektronlar
icerisinde depolayan lakkaz, rejenerasyonu i¢in havadaki oksijeni kullanmasi
sayesinde, hem NAD/NADH gibi kofaktorlere ihtiyag duymamakta, hem de
oksijen ile tepkimesi sonunda sadece su aciga ¢ikmasindan dolayi, lakkaz ¢evre
dostu bir oksitleyici ajan haline gelmistir. Genellikle hiicre dis1 bir enzim olan
lakkazin termal ve pH dayanililiginin yiiksek olmasi ise lakkazi 6zel yapan diger

bir 6zelligidir (Herrera et al, 2007).

2.1.1. Lakkaz enziminin yapisi
Lakkaz 3 domainden meydana gelmektedir. Bu domainlerden; 1. ve 3.
domain Bakir iyonlarini tasir ve lakkazin aktif bolgesini olustururken 2. domain

substratin baglanmasina yardim eden bolgedir (Machczynski et al, 2004).

Lakkaz ic¢indeki bakir iyonlari; spektral ve EPR (elektron paramanyetik

rezonans) karakteristiklerine gore siniflandirilmistir. T1 bolgesi, enzim ¢ozeltisine



acik mavi renk verdirmektedir. T1 bolgesi; imidazol igeren 2 histidin ile stilfidril
gruplu bir sistein tarafindan olusturulan ii¢ kdseli yapiy1 olusturur. Yiiksek redoks
potansiyeline sahip olmasi nedeni ile lakkazin substrat1 oksitleyen kismi burasidir.
T1 bolgesinin redoks potansiyel degeri ile lakkazin katalitik verimlilik (Kcat/Km)
degeri arasinda bir ilisi oldugu diisiiniilmektedir (Kunamneni, 2007). Cizelge 2.1’
de c¢esitli organizmalardan elde edilen edilen lakkazlarin redoks potansiyeli
verilmektedir. T1 bolgesindeki bakir iyonu, civa (Hg) veya kobalt ile (Co)
degistirilebilir. (Morozova et al, 2007). Tek c¢ekirdekli T2, bakir iyonunun
olusturabildigi li¢ koseli kompleks olusturmustur. (Morozova et al, 2007). Sekil
2.1’ de lakkazin aktif bolgelerini olusturan bakir iyonlari ve bunlara baglanan
aminoasitler gosterilmistir. Lakkaz’ i T3 bolgesi 2 cekirdekli bakir bolgesidir.
T2/T3 yapisina imidazol vasitasi ile 8 histidin baglanmistir (Morozova et al,

2007). Bu yapi; lakkazin oksijen ile etkilestigi bolgedir (Dwivedi et al., 2011).

Sekil 2.1: Bacillus subtilis 1akkazi (Morozova et al , 2007)

Bakir atomlarina bagli aminoasitler, lakkazin redoks potansiyelini
ayarlamaktadir. Birgok fungal lakkaz; monomerik, dimerik veya tetramerik
glikoproteinlerdir. Lakkaz proteinlerinin glikolizasyonu;

J Lakkazin hiicre tarafindan algilanmasinda,
o proteolitik degradasyona olan duyarliliginda

J aktif bolgesinin bakiri tutmasinda ve



. lakkazin  termal dayanikliliginda

(Kunamneni, 2007).

rol oynadigi disiliniilmektedir

Lakkaza bu ozellikleri kazandiran karbonhidrat kismi toplam agirligin

(fungal hiicrelerden elde edilen lakkazlarda) %10- 45’ ini olusturmaktadir (Claus,

2004). 10 ile 45 arasinda gelip giden biiylik fark; temel olarak lakkazin ortam

kompozisyonuna gore yapisinin degismesinden kaynaklanmaktadir (Kunamneni,

2007). Cizelge 2.2’ de gesitli canlilardan elde edilen lakkazlarin karbonhidrat

icerikleri ve glikolizasyon degerleri verilmistir.

Cizelge 2.1: Farkh kaynaklardan elde edilen lakkazlarin T1 bdlgesinin redoks potansiyelleri

(Morozova et al, 2007)

Lakkaz Tl bolgesinin redoks
potansiyeli
Yiiksek redoks potansiyelli olanlar
Trameter trogi 790
Trametes ochracca 790
Trametes hirsuta 780
Trametes villosa 780
Trametes versicolor 780
Cariolopsis fulvocinorea 780
Cerrena maxima 750
Trametes pubenscens LAC1 746
Pleurotus ostreatus POXC 740
Trametes pubescens LAC1 738
Basidiomycete C30 Lacl 730
Rigidoporus lignosus B 730
Orta potansiyelliler
Rhizoctonia solani 710
Rigidoporus lignosus D 700
Pleurotus ostreatus POXAlb 650
Basidiomycete C30 Lac?2 560
Coprinus cinereus 550




Ascorbate oxidase

Trichophyton rubrum 540
Bacidiomycete C30 Lac 530
Scytalidium thermophlum 510
Myceliophythora thermophila 470
Diisiik potansiyelliler

Rhus vernicifera 430

Cizelge 2.2: Farkh kaynaklardan izole edilen lakkazlarin baz1 6zellikleri (Morozova et al,

2007).
Lakkaz M, kD Karbonh | pl Optimum | Yari
idrat % sicaklik omrii(h)
('C)

1 2 3 4 5 6
Bitki lakkazi
Rhus vernicifera 110 45
Rhus succedanea 130
Acer pseudanea 97 40-45
Pinus taeda 90 22
Liriodendron tulifera 61 9.3-9.5
Fungal lakkaz
Agaricus bisporus 65 15
Agaricus blazei 66 4.0 20
Basidiomycete 64 6.5 3.6 80
Botrytis cinerea 74 49 4.0 60
Ceriporiopsis 71 15 3.4 T=2
subvermispora L1

68 10 4.8 T%=1

L2
Cerrena maxima 67 13 3.5 T°'=52
Cerrena maxima 57 13 3.5 50 T=12
Cerrena unicolor 66 3.95 T=2.5




1 2 3 4 5 6
Cerrena unicolor 0784 | 56 23 3,75

Cerrena unicolor 137 | 64 3,6 60

Laccl 57 3,7 60

Laccll

Chaeromium 77 5.1 60 T'=12
thermophilium

Coprinus cinereus 58 4.0 60

Coriolopsis 54 32 3.5

fulvocinerea

Coriolopsis 65 32 3.5 T°'=64
fulvocinerea

Coriolopsis gallica 84 21 4.3 70 T%=192
Coriolopsis rigida 66 9 3.9

Coriolus hirsutus 73 11 7.4 45

Coriolus hirsutus 55 12 4.0 =72
Coriolus zonatus 60 10 4.6 55

Daedalea quercina 69 3.0 60 T%=0.5
Gaeumannomyces 190 12 5.6

graminis

Magnaporthe grisea 70 6.0 30

Marasmium 63 12 3.6 75

quercophilus

Mauginiella sp. 63 5-7 4.8-6.4 T%=0.7
Melanocarpus 80 60-70 T%=5
albomyces

Neurospora crassa 65 11 4.0 =72
Panus rads 58 8 60

Panus tigrinus 69 6.9 3.5 55 T%=0.4
Phellinus ribis 152 28 3.15




1 2 3 4 5 6
Pleurotus eryngii 65 7 4.1 65 T°°=0.5

61 1 4.2 55 T7=0.5
|
Pleurotus  ostreatus | 62 3 6.9 20-50 T%=3
POXA1b
Pleurotus  ostreatus | 61 9 6.7 45-65 T%=3.3
POXAlw
Pleurotus  ostreatus | 67 4.0 25-35 T°=0.2
POXA2
Pleurotus  ostreatus | 83-85 4.1 35 T=6
POXA3a
Pleurotus  ostreatus | 83-85 43 35 TY=14
POXA3Db 33
Pleurotus 59 5 50-60 T%=0.5
ostreatusPOXC
Polyporus versicolor A | 64.4 14 3.0-3.2

B | 64.7 10 4.6-6.7
Pycnoporus 81 9 3.7 T=1
cinnabarinus
Pycnoporus 63 11 3.0 T=2
cinnabarinus
Pycnoporus sanguineus | 58 6.7 55 T"=3
Rhizoctonia solani 130 10 7.5
Rigidoporus lignosus | 54 3.2 40 T%=0.5
Sclerotium rolfsii 55 5.2 62 T%=1
Lac | 60 4 3.0 70

|
Trametes hirsuta 70 12 4.2 T°°=65
Trametes ochracea 64 10 4.7 T°’=56
Trametes pubescens | 67 13 5.1

Lac |




1 2 3 4 5 6
Trametes pubescens Il | 61 1 4.2 55 T>°=0.5
Trametes  pubescens | 67 13 5.3
Lac Il
Trametes pubescens 65 18 2.6
Trametes  versicolor | 67 10-12
|
70
|
Trametes villoas | 130 14 3.5
1
126 7 6.5
3
Trametes sp C30 65 3.2
Trametes sp. AH 28-2 | 62 11-12 4.2 T"=0.5
Trichphyton rubrum 65 4.0 T%°=0.25

2.1.2 Lakkazin calisma mekanizmasi

Ikili ping pong Bi-Bi tepkime mekanizmasi lakkazin nasil ¢alistigini

anlatan mekanizmadir. Lakkaz bir batarya gibi substrattan kopardigi elektronlar

bakir iyonlarinda tutar (Alcalde, 2007). Indirgenen lakkaz, elektronca doyduktan

sonra digaridan harici bir elektron koparamaz. Bu nedenden dolayr aktivite

gosteremez. Lakkazin yeniden aktivite gosterebilmesi i¢in substratindan kopardigi

elektronlar1 baska bir kaynaga verebilmesi gerekmektedir. Bu islem i¢in lakkaz

oksijeni kullanmaktadir. Ug ¢ekirdekli bolgeye ulasan oksijen molekiilleri T2-T3

bakir bolgesinden elektronlar1 alarak, lakkazi yiikseltger ve bu sayede lakkaz

yeniden aktivite gosterebilir. Sekil 2.2 de lakkaz molekiilii ve iizerindeki elektron

akis1 gosterilmistir.
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3 gekirdelh hilge

Sekil 2.2: Lakkaz aktif bolgesinin yapisi. Oklar elektronlarin oksjene ulasirken izledigi yolu
gostermektedir (Giardina, 2009).

Lakkazin oksitleyebildigi substratlarin genis bir yelpazesi olmasina karsin,
indirgedigi kosubstrat1 olan oksijene kars1 yiiksek birlesme egilimi (K, O, 10° M
(Alcalde, 2007)) ve segicilik gostermektedir. Bu 6zellik;

. Lakkaz i¢cinde bulunan ¢dzgen kanallarinin oksijeni 3 ¢ekirdekli bolgeye
ulastirmasi i¢in uygun yapida olmasi,

) Lakkaz’ in O, baglanma paketi; O, harici okside edici ajanlarinin (H,O,,
Cl,, NOs...) baglanma  bolgesine  girmesine izin  vermemesinden
kaynaklanmaktadir (Kunamneni et al., 2007).

Lakkazin katalizledigi tepkime icin stokiyometrik bir esitlik yazildiginda;

4RH +O,; — 4R + 2 H,O

elde edilir.

2.1.3. Lakkazin Substratlar

Lakkaz, tercihen fenolik bilesikler {izerinde etki gostermesinin yaninda
fenolik olmayan bilesikler ve metal iyonlarmi da indirgeyebilme &zelligine
sahiptir (Giardina et al., 2010).

Lakkazin fenolik substratlar1 arasinda;
0- difenoller: katesol, gallik asit, kafeik asit (Tuncer, 2009)
p- difenoller: Hidrokinon, p-aminofenol, p- fenilendiamin p- pozisyonlu aromatik

bilesikler ( Tuncer, 2009)
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Aminofenoller: Benzoksazol, fenilhidroksi amin

Metoksi substite fenol L- tirozin, p- kumarik asit ve o-hidroksifenilaseti veya
salisilik asit ( Tuncer, 2009)

m-difenoller: resorsinol, orsinol

diger lakkaz substratlari: siringaldezin , 1- naftol, ABTS yer alir.

Bilinen biitiin lakkazlar askorbik asidi ve fenolii benzer verimlilikte okside
edebilmektedir. Hidrokinon ve katesol gibi basit difenoller, lakkazin verimli
calistig1 guaiakol ise lakkazin ¢ok yiiksek verim ile ¢alistig1 substrattir. p-fenilen
diamin siklikla kullanilan substratlar arasindadir (Giardina et al., 2010).
inorganik/ organik metal bilesikler de lakkaz substratlari arasindadir. Mn™, Cu™?,
FeEDTA vyine enzim tarafindan indirgenebilen bilesiklerdendir. Lakkazin

oksitleyebildigi substrat aralig1 bir lakkazdan digerine de§isim gdstermektedir.

Lakkazin substratlarina olan 6zgiilliigii 1-10 mM K,,,"" arasinda degisirken
Vmax (enzimin aktivitesinin en yliksek oldugu deger) degeri ise lakkazin
kaynagina ve oksitledigi substrata gore 50- 300 Msg™ (molar substrat/ gr enzyme)
arasinda degismektedir (Alcalde, 2007).

2.1.3.1. Yiikseltgenen Substrat:

Substrat lakkaz tarafindan oksitlendiginde, baska bir deyisle elektronunu
vererek pozitif yiiklii radikal haline geldiginde, substratin kararli elektron diizeni
zarar gormiistiir. Substrat pozitif yiikli iyon haline gelmesi ile eksik elektronunu
tamamlamak i¢in disaridan bir elektron kaynagi arayarak kararli hale gelmek
isteyecektir. Substrat kararli hale gelebilmek i¢in 3 farkl yol izler. (Sekil 2.3)

. Monomerlerin ¢apraz baglanmasi
. Polimerlerin degradasyonu

. Aromatik bilesiklerde aromatik halkanin koparilmasi



12

-
- -
mubgtrat vewya o 4.8. N Tip 1 CuMTip 2 Cu 1F'3CUFC
M ornomer mediyatﬂr ca oy cy &} \ }:—'rﬂd“ :l}:—"fed }:—pred
oksidasyon
La.kkaz indirgen komam
v v 0 oy I¢
_ IHO e
radikaller S L
difiizyon %
“mubstrat .
politner ; . : R
—_— Tinn 1 O Tin 2 Oy §Tin 3 Cu-Ciy
{ Enzimatik O a—red O red B-Oxs—red
' olmayan A y
oksidatif birlesme degradasyon s

Lakkaz okside komam ~—

Sekil 2.3 : Fungal lakkazin katalitik mekanizmasi (Claus, 2003).

1. Monomerlerin oksidatif birlesmesi:

Fenolik bilesiklerin ve anilinlerin lakkaz tarafindan enzimatik oksitlenmesi
(6rn guaicol, pirogallol) radikalik bilesikler olusturur. Bu radikalik bilesikler C-C,
C-O, C-N baglar1 ile birbirlerine baglanarak tepkimeye girerler ve dimer,
oligomer veya polimerleri olustururlar. Son iirlinlin ne olacagi; ortamin pH’ na
ara Urlinlerin reaktivitesine baglidir. Toprakta dogal ve ksenobiyotik fenolik
bilesikler veya aromatik aminler oksidatif birlesme ile organik humik matrikse
tutturulur. Bilesikteki yan halkaya gore, reaksiyon kismi demetilasyon veya
dehalojenizasyon seklini alir (Sharma and Kuhad, 2008).

2. Polimerlerin degradasyonu:

Lakkaz, kompleks dogal polimerlerin 6rnegin lignin veya humik asit
bozunmasinda gorev alir. Uretilen reaktif radikaller kovalent baglari parcalayarak
(6zellikle —aryl, -alkyl) monomerlerin agiga ¢ikmasini saglarlar. Yapisal engelden
dolay1, lakkaz dogrudan polimer ile temasa gecemez. Lakkaz tarafindan okside
edilerek aktive edilebilen kiigiik organik bilesikler veya metaller, radikal katalizli
depolimerizasyonu baslatirlar.  Fizyolojik olmayan redoks- mediatorler
biyoteknolojik proseslerde kullanilarak lakkazin oksitleyebilme potansiyelini

arttirirlar (Sharma and Kumar, 2008).
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3. Aromatik bilesiklerde halkanin kirilmasi:
Elektron kaybeden aromatik halka, ihtiyag¢ duydugu elektronu kendi
icinden c¢eker. BOylece aromatik kisim kararsiz bir hal alir ve aromatik yapinin

acilmasi ile sonuglanan pargalanma meydana gelir (Sharma and Kuhad, 2008).

2.1.3.2. Medivatorler:

Lakkazin yiikseltgeyebildigi bazi substratlar, digerlerine gore bir takim
Ozellik tasirlar. Tasidiklar1 bu 6zellikler sayesinde lakkaz ile uyumlu bir redoks
cifti olustururlar ve lakkazin redoks 6zelligini, gerek lakkazin yap1 fonksiyon veya
boyutundan dolay1 kaynaklanan kisitlarindan kurtulmasii veya bu kisitlart bir
adim daha geriletmesini saglamaktadir. Ornegin lignoseliilozik maddenin yogun
yapisindan dolayr lakkaz, substrati olan lignini olusturan fenoliklere ulasamaz.
Ancak kiiciik boyutlu mediyatorler sayesinde bu kisit ortadan kalkar ve lignin
degradasyonu gergeklesir (Giardina et al., 2009).

Iyi bir redoks mediyatorii;

. Lakkaza yiiksek ilgisi olmali

o Radikal formunun yar1 Omrii, radikalin substrata ulasip, substrati
oksitleyebilecegi kadar uzun olmalidir.

o Kararli bir yapist olmali

o Boyut olarak kiiciik olmal

. Etkili bir oksidasyon i¢in yiliksek bir oksidasyon potansiyeline sahip
olmalidir (Giardina et al., 2009).

Lakkaz/ mediator katalizli nonfenolik substratlarin oksidasyonu 2 farkl
mekanizma igerir. ABTS (2,2°- azno-bis-[3- etil benzotiazolin- 6- siilfonik asit])
yardimi ile gergeklesen mekanizmalar elektron transfer (ET) yolu, >N-OH tip
mediyatorlerin kullanildig sistemlerde ise hidrojen atomu transferi (HAT) yolu
ile hidrojen atomunun koparilmasi sonucu olusan >N-O" radikali substrati oksitler.
Lakkazin elektron koparabilmesi i¢in, ABTS’ nin oksitlenmesinde gorev alan ET

yol izinde substratin (ABTS) diisiik oksidasyon potansiyeline sahip olmasi,
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>N-OH tip mediyatér kullanildiginda ise zayif C-H baginin olmasi gerekir
(Giardina et al., 2009). Sekil 2.4’ te elektron transferi, hidrojen koparilmasi yol

izleri gdsterilmistir.

A B .
Med- O _lscomn, Wed- OH™_BC o lhed- O™
EHpOH CHOH LHow EHE - 8
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Sekil 2.4: Lakkaz’ in mediyatorii oksitleme mekanizmalari: ET yol izi (a), radikal HAT (b)
yol izi ile yiikseltgemesi (Giardina et al., 2010).

2.1.3.3. Lakkazin inhibitorleri:

Lakkaz, birgok ajan tarafindan inhibe olmaktadir. Kiiciik anyonlar,
halojenler, azit, siyaniir ve hidroksit. Bu iyonlar T2-T3 bakira baglanip, enzim
icindeki elektron transferini engelleyerek, enzimi inhibe eder. Metal iyonlari
(Hg™, Mg™, Ca™, Sn™, Ba™, Co™ Cd™, Mn" ve Zn™), yag asitleri, siilfidril
reajanlari, hidroksiglisin, kojik asit, EDTA, I-sistein, ditiotreitol, glutatyon,
tiyoiire ve kuaterner amonyum deterjanlar1 da inhibisyona neden olmaktadir.
Lakkaz organik ¢ozgenlerde de gerek inhibisyon gerekse denatiirasyondan dolay1
aktivite kayb1 yasamaktadir. Inhibitdrler; Cu(Il) atomunu selatlayarak, aminoasit
uclarmi degistirerek veya glikoproteinlerin {ic boyutlu yapisinda degisime neden

olarak lakkazi inhibe etmektedirler (Dwivedi et al., 2010; Alcalde, 2007).

2.1.4. Lakkazin genel ozellikleri

2.1.4.1. 1zozim:

Funguslar tarafindan salgilanan bir¢ok lakkaz ayni enzimin izoformlari
seklindedir. Bu izozimler; lakkaz kodlayan ayni veya farkli genler tarafindan
kodlanmaktadir. Izozim sayis1 tiirden tiire, hatta tiiriin kendi icinde bile indiiklenip
indiiklenmemesine gore degisiklik gdstermektedir. Bu izozimler stabilite,

optimum pH ve sicaklik farkli substratlara olan ilgileri bile degisiklik
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gostermektedir. Dahas1t bu farkli izozimler farkli tiirlerde farkli fizyolojik rol
oynamakta veya ayni tiiriin bulundugu farkli kosullarda farkli fizyolojik roller
iistlenmektedir (Kunamneni et al., 2007). Lakkazlarin yap1 ve fonksiyonlarindaki

bu farkliliklar siralanirsa;

° Lakkaz; hiicrenin farkli bolgelerinde farkli fonksiyonlara,

. Protein davranisi; hiicrenin i¢inde ve hiicre disinda farkli 6zelliklere,
o Farli hiicre tiplerinde lakkaz farkli fonksiyonlara,

o Substrata, lirline veya kofaktore baglanmalarina gore farkl aktiviteye,
. Farkl1 substratlara kars1 farkli baglanma bolgesine sahiptirler.

2.1.4.2. pH’ 1n lakkaz aktivite ve stabilitesine olan etKisi:

Lakkaz i¢in optimum c¢alisma pH’ s1 substrata gore degisiklik
gostermektedir. ABTS, substrat olarak kullanildiginda optimum pH 3-5 arasi
bulunmustur. Genelde lakkaz aktivitesi can egrisi seklinde bir profil
sergilemektedir. Bu farklilik, substrat, oksijen veya enzimin kendisinden kaynakli
olabilmektedir. Fenolik substrat ve T1 bakir arasindaki redoks potansiyeli farki
sistem pH’ s1 arttikca artar. Bu ozelliginden dolayi, substrat lakkaz tarafindan
yuksek pH’ larda daha 1yi oksitlenirken, bazik pH’ larda OH" iyonunun T2/T3
bakir bolgesine baglanmasi, bu baglanma sonucunda ise T2/T3 bolgesi ile T1
bolgesi arasindaki elektron transferinin kesilmesine neden olur. Bdylece OH
iyonlar1 kaynakli lakkaz inhibisyonu gergeklesir. Bu 2 zit etki lakkaz
aktivitesinde optimum pH’ 1n olugsmasinda temel teskil etmektedir. Trametes
modedesta pH 4 te en yliksek diizeyde aktif ve pH 4.5 ta stabil iken pH 3 te yar1
omrii 125 dakikadir ( Kunamneni, 2007).

Ancak OH inhibisyonu ile lakkazin kendisi oksitlemesi engellenebilmekte
boylelikle lakkaz ¢ozeltileri daha uzun siireli saklanabilmektedir. Lakkaz’ in OH
inhibisyonuna 6rnek olarak incelenen 3 lakkazin pH 6.5 tizeri pH’ larda inhibe
olduklar1 goriilmiis, literatiirde incelenen diger bir lakkazin ise pH 7.4’ te
aktivitesinin %50 azaldig1 belirlenmistir. Ancak istisnai 6rneklerden Streptomyces

coelicolor M145’ dan elde edilen lakkaz (SLac)’ ta yiiksek pH larda aktivite
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gozlenmistir. DMP iizerindeki aktivitesinde SLac’ m optimum aktivitesi pH 8.2

de yakaladig1 goriilmiistiir (Machczynsky et al., 2004).

Kunamneni (2007)’ ye gore aktivite, enzim kaynagina, substrat tiiriine,
reaksiyon tiirline gore degisim gostermektedir. Kinetik sabitler pH® a gore
farklilik gosterir. Km; hem substrat hem kosubstrat icin pH’ tan bagimsiz iken

Kcat, pH’ a baglidir.

Dwivedi et al. (2010)” a gore ise lakkazin; hem substrat 6zgiilliigii hem de
substrata olan ilgisi pH ile degismektedir. Substratlardan, oksidasyonu proton
degisimi seklinde olmayan substratlarda (6rnegin ferrosiyanit), lakkaz aktivitesi,
pH’ 1n artmasi ile azalmaktadir. Substratlarda proton degisimine dayali oksitlenme
(6rnegin fenol)’ nin oldugu substratlarda ise bir optimum pH degeri elde
edilmektedir. Fenol i¢in fungal ve bakteriyel lakkazin optimum pH araligi 3 ile 7
arasinda iken bitkilerde bu deger 9’ a ¢ikmaktadir. Fungal lakkazlardaki optimum
degerinin diisik pH olmasmin nedeni funguslarin asidik ortamda gelismeye
adapte olmalar1 iken bitki lakkazinin optimal pH degerinin bazik (7-9) olmasi,
bitkileri ~ fizyolojik  calisma  aralifinin  bu  degerlerde  olmasindan
kaynaklanmaktadir (7-9) (Dwivedi et al, 2010). Cizelge 2,3’ te belirli pH ve
sicaklikta cesitli organizmalardan elde edilen lakkazlarin kinetik sabiti (Km)

degerleri gosterilmistir.

Cizelge 2.3: Cesitli organizmalardan elde edilen lakkazlarin sabit sicaklik ve pH’ ta Km
degerleri (Dwivedi et al., 2010)

Substrat/ Km Organizma pH Sicaklik

organizma

Bakteri

Siringaldezin 0,008 Bacillus subtilis 7.6 37

2,6- 0,035 Bacillus subtilis 7.6 37

dimetoksifenol

K4(FeCNp) 0,027 Bacillus subtilis 7.6 37
0,069 Bacillus subtilis 7.6 37

N,N dimetil- 0.42 Streptomyces 6.5 40

1,4-fenilene griseus

diamin

2,6 0.0567 Bacillus 7 85
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dimetoksifenol
ABTS

Fungus
Siringaldezin

2,6-
Dimetoksifenol

Askorbik asit

Katesol

Dikatesol
Ferulik asit
Askorbik asit
Katesol
N,N-dimetil-
1,4-

fenilendiamin
Pirogallol

Vanilik asit

0.049
0.11

0.0028

0.0018

0.004
0.008

0.091

0.026
0.00086

0.026

0.203

0.43

1.026
8.8

56
0.175
0.192
1.05

1.72
3.65

1.39
14
0.192
1.05

0.212

0.023

24.6
0.28

2.92

licheniformis
Bacillus subtilis
Bacillus subtilis

Physisporinus
rivulosus
Melenocarpus
albomyces
Agaricus blazet
Trametes
versicolor
Pycnoporus
sanguineus
Basidiomycota sp.
Phlebia
fasciciularia
Trametes
versicolor
Pycnoporus
sanguineus
Pleurotus
ostreatus
Agaricus blazet
Pleurotus
ostreatus
Cyathus bulleri
Lentinus edodes
Podospora
anserine
Chaetomiaceae
sp.

Lentinula edodes
Pleurotus
ostreatus
Lentinula edodes
Cyathus bulleri
Podospora
anserine
Chaetomiaceae
sp.
Chaetomiaceae

sp.

Chaetomiaceae
sp.

Lentinula edodes
Trametes
verscolor

Fomes
fomentarius

5.5
5.5

52

5.5

5.2
5.5

37

25

20
25

25

25
70

25

25

25

20
25

45

50

30

30
25

30

45

30

30

30

30
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0, 0.25 Botytis cinerea
ABTS 0.0107 Physisporinus 3 25
rivulosus
0.0065 Bacillus 4 85
licheniformis
0.27 Fomitella 3 70
fraxinea
0.00134 Trametes hirsute | 4.5 50
0.00632 Trametes hirsute | 4.5 50
0.00128 Trametes 3 50
versicolor
0.063 Agaricus blazet 5.5 20
0.045 Trichophyton 5.5 20
rubrum
Bitki
Koniferil alkol | 0.002 Populus
euramericana
p-kumaril alkol | 0.02 Populus
euramericana
o-fenilenediamn | 41 Rhus vernicifera | 5
4-metil katesol | 1.56 Populus
euramericana
4.5 Acer 6.6
pseudoplatanus
Hidrokinon 0.001 Populus
euramericana
0.123 Chaeromiaceae 7 30
sp.
N,N-dimetil- 33 Rhus vernicifera | 7 25
1,4-
fenilenediamin
(0)) 0.02 Acer 6.6
pseudoplatanus
ABTS 0.03 Populus
euramerkana

2.1.4.3. Sicakhigin lakkaz aktivite ve stabilitesine etkisi:

Lakkaz i¢in optimum sicaklik degeri 50- 70°C arasinda degisir. Ancak bazi
lakkazlarda optimum sicaklik 35°C’ nin altindadir. Lakkazin termal dayaniklihigi,
sentezlendigi hiicrenin biiylime sicaklig ile iligkilidir. Fungal lakkazlar bakteriyel
lakkaza gore daha diisiik bir termal dayanikliliga sahiptirler. Lakkazin termal
stabilitesi, bakir merkezlerindeki bakir iyonlarinin ve tuz koprilerinin
etkilesiminden kaynaklandigi gibi lakkaz igindeki protein yapinin kurdugu
hidrojen baglari ile de iliskilidir. (Dwivedi et al., 2010)
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2.1.5. Lakkazin canhlar alemindeki dagilimi ve gorevleri

Lakkaz, boceklerden bitkilere funguslardan aktinomisetlere, bacillus
sporlarindan, siyanobakterilere kadar canlilar aleminde ¢ok genis bir kullanim
alam1 bulmustur. Sekil 2.5 te 3 domainli ¢oklu bakir oksidazlarin canlilar

alemindeki dagilimini gostermektedir (Sharma and Kuhad, 2008).

Bitkil er Dlavi hakar igermeyen
askorbat oksidazs NTPIG3, SKUS
Lakkasz

B ek Dlavwi bakir igertmeyen
lakkaz E akteri
laklazi

Sekil 2.5: Lakkazin canlilar iizerindeki dagilhimi (Nakamura and Go, 2005)

2.1.5.1. Fungal lakkaz:

Funguslarda lakkaz; ascomycetes, duteromycetes ve basidiomycetes

tiirlerinde yogun bir sekilde gézlenmektedir.

Fungal lakkazlar;

o Ligninin pargalanmasi

o Pigmentasyon (¢evre stresine kars1 gelistirilen dihidroksinaptalen melanin)
o Funguslarda meyvelenme yapilarinin pigmentasyonunda

o Fungal morfogenez

. Detoksifikasyon, fenolik bilesiklerin uzaklastirilmasinda (Giardina, 2010)
o Sporulasyon
o Bakir homeostasisi (Giardina et al., 2010)

o Patojenlikte gorev almaktadir.
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Bitki patojeni funguslar bitkinin sentezledigi toksik bilesikleri detoksifiye ederek
fungal hiicrelerin hayatta kalmasini saglamaktadirlar. Cryptococcus neoformans;
lakkaz konukg¢u katesolaminlerini kullanarak melanin sentezlemekte ve bdylece
konukgunun savunma hiicrelerine karst savunma gelistirebilmekte ve konukguya

daha fazla zarar verebilmektedir (Giardina et al., 2010).

2.1.5.2.Bitki lakkaz:

Tarihte izole edilen ilk lakkaz Rhus vernicifera’ dan izole edilen lakkaz
olmustur. Akabinde lakkaz birgok bitki tiirlinde de gozlenmistir. Baz1 bitkilerde

lakkazin ¢oklu formu goriinmektedir.

o Pinus taeda, (¢am) da 8 adet lakkaz goriilmiistiir

. Kavaklarda, odun borusu dokularinda 5 adet lakkaz izozimi goriilmstiir.

. Cinar agacininin hiicre siispansiyonunda lakkazin iiretilip, salgilandigi
gozlenmistir.

. Lale’ nin ksilem dokularinda lakkaz varlig1 gézlenmistir.

Bitkilerde lakkaz;

. Lignin polimerizasyonu ve hiicre duvari sentezinde

o Yaralanmaya kars1 toksik fenolik bilesik sentezi ile yanit (Alcalde, 2007)
J Yara iyilesmesi
. Demirin oksitlemesinde (Fe™, Fe™) kullanilmaktadir.

Hem bitkisel, hem fungal lakkaz glikozitlenmis enzimlerdir. Bitki lakkaz1
fungal lakkaza gore (10- 25%) daha yiiksek diizeyde glikozitlenme gostermektedir
(22- 45%). Bitki lakkaz1 fungal lakkaza gore daha biiyiik boyuttadir.(Dwivedi et
al., 2010)

2.1.5.3. Bocek lakkazi:
Lakkaz tipi 3 domain MCBP’ ler boceklerde de bulunmatadir. Filogenetik

agacta 3- domain MCBP, bocek lakkazi fungal lakkazin ortasinda kalan bagimsiz
bir gruptur. Domates kurdu, Sitma sivrisinegi lakkazi klonlanip karakterize
edilmistir. Ar1 zehrinde de lakkaz aktivitesi gozlenmistir. Bocek lakkazi ile bitki
ve fungal lakkaz arasindaki 6nemli farklar bocek lakkazinin diger lakkazlara gore;

sisteinler, aromatik ve yiikli uglar ile korunan daha uzun amino terminal
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sekanslara sahip olmasi1 gelmektedir. Boceklerde lakkaz- tipi proteinler;
epidermiste, dis kabugun saglamlastirilmasini saglamaktadir. Enzimin birgok
katesolik substrata karsi aktivitesinin oldugu goriilmiistiir. Boceklerde bulunan
lakkaz tipi enzimler bocek epidermisinde dagilmistir. Ayrica boceklerin orta
midesinde, malpigi tiiplerinde ve salgi bezlerinde de gozlenmistir. Enzimin ig

organlarda ne is yaptig1 tam olarak anlagilamamustir.

2.1.5.4. Bakterivel lakkaz:

Ik bakteriyel lakkaz bitki koklerinde yasayan Azospirrullum lipoferum’ da

bulunmustur. Bu organizmada lakkaz melanin sentezinde gorev aldigi
goriilmistiir. Bacillus subtilis’ te sicakliga dayanikli Cot A lakkaz’ m varligi
kesfedilmistir. Cot A endosporu kaplayan kahverengi spor pigmentlerinin
sentezini ger¢eklestirmektedir. Cot A ile Basillus sporlart UV 1s18a ve hidrojen
peroksite kars1 dayaniklilik kazanmislardir. Lakkaz, Pseudomonas tiirlerinde Mn ™
¢ nin oksitlenmesinde kullanilmaktadir (Claus, 2003). Cizelge 2.4’ te g¢esitli

canlilarda bulunan lakkazin canlidaki olas1 islevlerini gostermektedir.

Cizelge 2.4: Baz1 prokaryotik canhlarda lakkaz benzeri proteinler ve olas1 fonksiyonlari
(Claus,2003)

Tur

Olasi fonksiyonlari

Aquifex aeolicus
Azospirillum lipoferum
Bacillus sp (mnxG)
Bacillus sphaericus
Bacillus subtilis (CotA)

Escherichia coli

Marinomonas mediterranea
(ppoA)

Oceanobacillus iheyensis
(cotA)

Pseudomonas maltophila

Hiicre bolnme proteini
Pigmentasyon, elektron transportu,
Sporulasyon, Mn ™ oksidasyonu
Sporulasyon, pigmentasyon
Sporlarin pigmentasyonu, UV ve
H,0,’ ye kars1 direnglilik

Bakir akisi, fenolat-siderofor
oksidasyonu, ferroksidaz aktivitesi

Pigmentasyon

Sporulasyon

Niikleoside oksidaz aktivitesi




22

Pseudomonas putida Mn oksidasyonu
(CumA)

Pseudomonas spp. (CumA) | Mn okidasyonu
Pseudomonas syringae Cu direngliligi
(copA)

Pyrobaculum aerophilum Bilinmiyor

Streptomyces antibiyoticus Fenoksazinon sentezi

Xanthomonas campestris Cu direngliligi

2.1.6. Lakkazin endiistriyel kullanim alanlar:
Lakkaz ile yapilan arastirmalarda, lakkazin endiistriyel bir katalist olmast i¢in

J Yiiksek Kcat/ Km degerleri

J Endiistriyel atiklar1 ve diger endiistriyel substanslari inhibe olmadan
oksitleyebilmesi
J Yiiksek termal dayaniklilik ve yiiksek pH larda aktivite gosterebilmesi’

nin gerekli oldugu gosterilmis ve Ozellikle protein miihendisligi ve genetik
arastirmalart bu yone kaymistir. Ayrica lakkaz ile yapilan diger aragtirmlarin
icerisinde diger endiistriyel enzimler gibi lakkaz da, zararli kimyasallarin yerini

almistir. Bu alanda temel olarak;

o Enerji kullanimin1 azaltmakta
o Yeni iirlin kimyasi olusturmakta.
. Proseslerin ekonomik ve ¢evresel maliyetinin azaltilmasini igermektedir

(Skalova et al., 2007). Lakkazin genis bir substrat aralifina sahip olmasi, bu
enzimi bir¢ok endiistriyel kurulusa hitap edebilecek konuma getirmistir. Lakkazin
diisiik sicaklik ve basingta ¢aligmasi ile saglanan enerji tasarrufu, biyobozunur
olmasi, lakkaz tabanli biyokatalistlerin yiiksek verimde, kabul edilebilir ve doga
dostu bir oksitleyici ajan olmasi lakkazi vazgecilmez kilan 6nemli 6zellikleridir.

Giiniimiizde lakkaz baslica;

o Kagit hamuru ve kagit
o Tekstil

. Organik sentez

. Cevresel

° Gida
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° Farmasotik

o Nanobiyoteknoloji alanlarinda kullanilmaktadir (Kunamneni et al., 2008).

2.1.6.1. Hamur (Kagitcilik Endiistrisi):

Kagidin hazirlanmasinda, ligninin bozunmasi, klor veya oksijen tabanl
kimyasal oksidanlar aracilifi ile yapilmaktadir. Lakkaz ile yapilan klorsiiz
agartma islemi daha beyaz kagitlarin eldesinde kullanilmigtir. Odun hamurunun
on islemden ge¢irilmesinde kullanilan geleneksel klor tabanli agarticilarin aksine
lakkaz ile yapilan agartma islemleri alternatif kimyasal uygulamalara gore daha
yumusak ve daha temiz bir oksitleme kaynagidir. Diger bir proses ise boya
giderimi ve renk giderme islemlerinde kullanilmasidir.

Tekstil endiistrisinde; ticari tekstil uygulamalarinda kullanilir. Bu alanda;
denim kumasglarin agartilmasinda ve biyo- taglama islemlerinde kullanilmaktadir.
Bu uygulama ile kimyasal, enerji ve su girdilerinden tasarruf edilmekte ayrica
sagliga zararli kimyasallar kullanilmayarak gerek calisan gerek kiyafeti giyen igin
daha saglikli bir ortam saglanmaktadir. Kiyafet ve bulagiklarda arindirici olarak
kullanilmaktadir. Kumaslar, kanepe ylizeyi, perde veya deterjanlarda kiyafet
yikama esnasinda olusan kokunun giderilmesinde kullanilmaktadir (Kunamneni et

al., 2008).

2.1.6.2. Gi1da endiistrisi:

Birgok lakkaz substrati olan; karbonhidrat, doymamig yag asitleri, fenol ve
tiol iceren proteinler gidalarin ig¢indeki onemli bilesenlerdir. Bu bilesenlerin
lakkaz ile modifikasyonu yeni fonksiyonellik, kalite gelistirilmesi veya
maliyetlerin azaltilmasini saglar. Bazi durumlarda oksijen gidanin kalitesini
bozmaktadir. Sistemdeki oksijenin uzaklastirilmasinda kullanilir.  Bitkisel
yaglardaki yag kalitesi keza oksijen giderilmesi ile artmaktadir. Kakaonun
islenme siirecinde de oksijensizlestirme lakkaz ile yapilmaktadir.

Fungal lakkaz ile etkilesime sokulan ¢ay tabanli iirlinlerin renklerinin
gelistirilmesi saglanmistir. Ferulik asit ve seker pancart pektininin oksidatif
baglanma ile jel olusturmasi, meyve suyu stabilizasyonu yine lakkaz tarafindan
gergeklestirilebilen bir prosestir. Hamurdaki gluten yapilarini kuvvetlendirici

etkide bulunarak hamur kalitesinin veya hamur isi iirlinlerin kalitesini arttirir.
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Sarap  stabilizasyonu lakkaz tarafindan  yapilabilmektedir  geleneksel
fizikokimyasal adsorbsiyon yontemlerine bir alternatif olusturmaktadir

(Kunamneni et al., 2008).

2.1.6.3. Bivoremediyasvon:

Lakkaz, biyoremediasyon da bir¢ok islemi gergeklestirebilir. Lakkaz,
bircok maddeyi degrade edebilir. Ornegin istenmeyen kontaminantlar, yan {iriinler
veya atilan materyaller. Lakkaz, olefin igeren plastik iirlinleri de degrede
edebilmektedir. LMS (lakkaz mediyator sistemi) radikal zincir reaksiyonu
baslatarak plastigin parcalanmasimi saglar. LMS sistemi poliiiretanlarinda
par¢alanmasini saglamaktadir. LMS; bifenol ve alkil fenol safhasindaki fenolik
bilesiklerin (¢evresel hormonlarin) par¢alanmalarini kolaylagtirir (Kunamneni et

al., 2008).

2.1.6.4. Organik sentez :

Mayalara klonlanan lakkaz geni etanol iiretiminde, inhibitor olarak agiga
cikan lignoseliilozik hidrolizatlara kars1 direng saglamaktadir. Ayrica;

Akrilamid polimerizasyonu, Nisastanin oksidasyonunda, Seliilloz ve diger
polisakkaritlerin kismi parcalanmasida lakkaz sayesinde gergeklestirilebilinen
uygulamalardir.

Yapimmi geleneksel formaldehit tabanli kimyasallar kullanilarak {iretilen
polimerik polifenollerin sentezinde alternatif olarak kullanilmaktadir. Birgok
fonksiyonel organik bilesik sentezinde kullanilmaktadir. Ornegin 6zgiil mekanik/
elektriksel/ optik 6zelligi olan polimerler, tekstil boyalari, kozmatik pigmentler,
tatlandiricilar ve pestisitlerin sentezi gibi bir¢ok organik maddenin sentezinde

kullanilirlar (Kunamneni et al., 2008).

2.1.6.5. Farmasotik sektorii:

Anestetikler, anti-inflamatory ilaclar, antibiyotikler, yatistiricilar gibi
saglik alaninda kullanilan aktif bilesenlerin sentezinde gérev almaktadir.
Lakkaz tabanli uygulamalar iyot’ un in situ olusturulmasi, ayrica giiniimiizdei en

biiyiik hastaliklardanbiri olan AIDS’ in nedeni olan HIV nin g¢ogalmasim
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engellemek ( HIV-1 revers transriptaz inhibitorii)’ tedir. Aceruloplasminemia (
seruloplasmin yoklugunda ortaya c¢ikan saglik durumu) ile miicadelede
kullanilmaktadir.Morfin ve kodeini birbirinden ayirmaya yarayan sensorlerin
gelistirilmesinde.Kozmetik sektoriinde ise lakkaz tabanli sa¢ boyalar1 saglar1 daha
az tahris ederek saglar1 boyamakta. Deri beyazlaticis1 olarak kullanilmaktadir.
Kisisel hijyen iirlinii olarak kullanilan dis macunu, agiz ¢alkalama suyu, deterjan,

sabun ve pedlerde deodorant olarak kullanilmaktadir (Kunamneni et al., 2008).

2.1.6.6. Nanobivoteknoloji:

Biyosensor ve biyoyakit hiicrelerinde kullanilmaktadir. Glukoz, aromatik
amin ve fenolik bilesiklerin tanisinda, diger enzimlerin tanisinda kullanilmaktadir.
Biyosensor yapiminda ve biyoyakit hiicrelerinde kullanilmaktadir Lakkaz
biyoyakit hiicresinin katot kismina tutuklandirilarak enerji elde edilmesi

saglanmistir (Kunamneni et al., 2008).

2.2. Kati Kiiltiir Fermantasyonu (KKF)

2.2.1. Kati kiiltiir fermantasyonunun tanimi:

Mikroorganizmalarin dogal yasaminda serbest su bulunmamaktadir. Keza
denizel mikroorganizmalarin %98 bile su i¢inde ylizmek yerine su altinda bulunan
kat1 bir yiizeye tutunmayi tercih etmektedirler. Dogal habitat1 kat1 bir yiizey
(toprak) olan mikroorganizmalar bircok metabolik faaliyetlerini de evrimsel
siiregte bu ortamlara uyum saglamak i¢in ayarlamislardir. Bu yiizden ozellikle
yabanil tip organizmalarin kullanildig1 derin kiiltlir fermantasyonu ile enzim veya
ikincil metabolit iiretimi prosesleri, az bir alanda uygulama imkan1 bulabilmistir.
Bu avantajlarina ragmen kati kiiltiir fermantasyon sistemi, karsilasilan
miihendislik problemlerinden dolay1 kendisine ¢ok az bir alanda kullanim imkani

bulabilmistir (Holker and Lenz, 2004).

Kat1 kiiltiir fermantasyonu; mikroorganizmanin, serbest su igermeyen
nemli katt madde {izerinde iiretimi siirecidir. Nemli kati madde, inert tasiyici veya
karbon ve enerji kaynagi olarak kullanilan ¢éziinmeyen substrat seklinde olabilir.

(Guerra, 2003; Singhania, 2008; Holker and Lenz, 2004). Fermantasyon serbest
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suyun yoklugu veya ¢ok az miktarda bulundugu kosullarda gergeklesir. KKF’
unun amact mikroorganizmay1 c¢oziinmeyen substrat ile karsilastirmak bdylece
yiiksek substrat konsantrasyonlarinda fermantasyonu gergeklestirmektir. Bu
teknoloji kiigiik Olgekte verimli bir sekilde galigmakta ve derin kiiltiire nazaran
cok Onemli avantajlara sahip olmakta iken biiylik Olcekte bircok sikinti

yasanmaktadir (Holker and Lenz, 2004).

Son yillarda kat1 kiiltiir fermantasyonundaki biyokimya miihendisligi bakis
acisin1 anlamak i¢in yogun calismalar yapilmistir. Kati kiiltiir fermantasyonu
teknolojisinin insanlik tarihindeki en eski teknolojilerden birisi olmasina ragmen
hala teknik problemler ¢6ziime kavusturulamamigtir. Kokeni 5000 yillik bir
gecmise dayanmakta olan kati kiiltiir; Aspergillus oryzae kullanilarak piring’ in
fermantasyonunun 5000 yillik, kiif Penicillium roquefortii kullanilarak peynir
yapiminin 4000 yillik ve Asyada kullanilan soya sosu ise 3000 yillik bir kati
kiiltiir gecmise sahiptir. Cizelge 2.5 te kati kiiltiir fermantasyonunun tarihsel

gelisimi gosterilmektedir (Holker and Lenz, 2004).

Cizelge 2.5: Kati Kiiltiir fermantasyonunun zamanla kullammm alanlarimin cesitlenmesi
(Herrera et al, 2007).

Zaman Gelisim

MO 2,600 Misirda Ekmek yapimi
MO 1000 yillar1 Asya Penicillum roqueforti den peynir yapimi
2,500 Balik fermantasyonu/seker,nisasta,tuz vb

seyler ile koruma Koji prosesi

7. ylizyl Koji prosesi Cin den japonya’ ya

18. ylizy1l Uziim posasindan sirke yapimi
1860-1900 Lagim suyu (sewage) aritimi
1900-1920 Fungal enzimler (amilaz), kojik asit
1920-1940 Fungal enzimler, glukonik asit,doner

tamburlu fermentorler,sitrik asit

1940-1950 Fermantasyon endiistrisinde gelisme.
Sivi ve Kati kiiltiirde Penisilin tiretimi

1950-1960 Fungal kiiltiirler ile steroid
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transformasyonu

1960-1980 Mikotoksin {iretimi, proteince zengin
besinler

1980- giiniimiize Alkolden- giberilik asite kadar bir¢ok
uriin

2.2.2 Kat1 kiltiir fermantasyonu ile derin Kkiiltir fermantasyonunun

karsilastirilmasi:

2.2.2.1. Kati kiiltiir fermantasyvonunun Avantajlar

Dogada mikroorganizmalar kati bir ylizey iizerinde bulunmaktadirlar.
Dogal ortami en iyi taklit eden kati kiiltiiriin; bircok 6zelligi bakimindan sivi
kiiltiire gore birgok avantaj1 vardir. Kati kiiltlirin avantajlar1 arasinda;

o Siv1 kiiltiire gore benzer veya daha yiiksek verimde ¢alismalari
o Diisiik seviyede su icermesi ile bakteri ve maya kontaminasyonunun

onlenmesi bu sayede de aseptik kosullarin saglanmasi

. Dogal habitati ile benzer ¢evresel kosullarin olusturulmasi

o Yiiksek seviyede havalandirma saglanabilmesi

. Spor seklinde inokiilasyon ile esit sekilde dagilmasi saglanmaktadir.

. Sporun direk ekimi ile uzun bir siire alan 6n kiiltiir ¢aligmalarina gerek
duyulmamasi

o Kiiltiir ortam1 goreceli olarak daha basittir. Kullanilan substrat genellikle

bliyiime i¢in gerekli maddeleri saglamaktadir.

. Reaktér dizayni daha basit olup az miktarda 6zel gereksinime ihtiyag
duyar.
. Diisiik enerji gereksinimi (bazi durumlarda otoklav veya buhar

uygulamasi, mekanik karistirma ve havalandirma gerekmemektedir.

° Aciga cikan kirletici atik miktar1 diisiiktiir.
. Uriin ekstrasiyonunda ¢dziiciilere olan gereksinim daha azdur.
o Diistik nem varligi sivi kiiltiirde sentezlenemeyen veya ¢ok az miktarda

sentezlenebilen 6zel bilesiklerin sentezlenmesini saglar



28

o Bazi durumlarda elde edilen iiriin daha degisik ozelliklerde olmaktadir
(sicakliga daha dayanikli)

o Substratin daha konsantre olmasindan dolay1, ayn1 miktar substrat i¢in kati
kiiltiirde s1v1 kiiltiire nazaran daha kiigiik reaktorler kullanilmaktadir.

o Kolay bulunabilen ucuz substratlar kullanilmaktadir

o Daha konsantre iiriin eldesi boylelikle ayirma saflastirma isleminin daha
kolay olmasi

. Uretim sonrast kalan kismin hayvan yemi olarak kullanilabilmesi

. Filamentli yapisi olan hiicrelerin (fungus, aktinomiset) statik kosullarda
filamentleri zarar gérmeden biiyliyebilmektedirler.

. Diisik nem igerigi nedeni ile oOzellikle maya ve bakteri
kontaminasyonlarina karsi daha korumalidir.

J Daha yiiksek volumetrik verimlilige sahiptir (Holker and Lenz, 2005)

J Substrat inhibisyonuna daha az megilli olmas1 (Holker and Lenz, 2005)

o Enzimlerin yiiksek sicaklik ve pH stabilitesinde olmasidir (Holker and
Lenz, 2005).

J Fermentasyon siiresinin daha az olmasi ve istenmeyen proteazlardan

dolay1 enzimlerin parcalanmasi sivi kiiltiire gore daha azdir (Holker and Lenz,
2005; Herrera et al, 2007).

Ekolojik bakis agisindan bakildiginda

. Kat1 kiiltiir fermentasyonu sistemleri az miktarda su istedigi i¢in su

tuketimini minimize etmektedir

. Cok daha az atik su ile proses tamamlanmaktadir.
. Ayrica kopiik kirici ajanlara ihtiyag duyulmamaktadir
J Belirli iiretimlerin yari steril bir sekilde yapilabilmesi kat1 kiiltiiriin 6nemli

avantajlari arasindadir.

J Enerji ve enstriimantasyon gibi yliksek maliyetli isletim elemanlarini
elemine etmektedir.

. Ek olarak kati kiiltiirlin ¢evre dostu diger yani ise zirai atiklarin karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanilmasidir.

. Enzim {iretimi prosesleri Ozellikle hiicre dis1 sindirim enzimleri; kati
kiiltiirde siklikla karbon kaynagi olarak kullanilan bitki artiklarmin indiikleyici

veya mediyator 6zelliklerinin olmasidir (Herrera et al, 2007).
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2.2.2.2. Kati kiiltiir fermantasyonunun dezavantajlari:

KKEF bir¢ok avantajina ragmen 6zellikle biiyiik 6lgekli iiretimlerde rakibi
olan derin kiiltiir fermantasyonuna bircok iiretimi birakmustir. Insanlarm kati

kiiltiir fermantasyonunu segmemelerindeki temel nedenler;

o Sadece diisiik su aktivitesinde biiyliyebilen mikroorganizmalar
kullanilabilir.

o Genellikle substrat bir on islemden gegirilir. (parcalama ile boyut
kiigiiltme)

. Biyokiitlenin belirlenmesi zordur.

. Substratin kat1 dogasi proses parametrelerinin belirlenmesinde problemlere

neden olmaktadir.

o Karistirma zordur, bu nedenle statik kiiltiir tercih edilmektedir.
. Yiiksek inokulum hacmine ihtiya¢ duyulmaktadir.
. Birgok  6nemli bilimsel ve miihendislik bakis agis1  zayif

tanimlanabilmigtir. Tasarim hakkindaki bilgi az ve biiyiikk 6lgek reaktorlerin

¢alismasi nadirdir.

. Istenmeyen bir fungus ile kontaminasyon yasanmasi olasilig: vardir.

. Metabolik aktivite ile iiretilen 1smnin uzaklastirilmasinda problemler
yasanmaktadir

. Uriiniin dziitleme yolu ile fermente katidan alinmasinda fermente katinin

viskoz (agdali) dogasi siireci zorlastirmaktadir.
o Kiitle aktariminin difiizyon ile sinirlanmasi
. Bazi kat1 kiiltiir fermantasyonu sistemlerinde, yliksek kati1 konsantrasyonu

nedeni ile havalandirmanin zor yapilmasi

. Sporlarin ¢imlenmesi i¢in gerekli siirenin uzun olmasi (lag faz)

o Kiiltivasyon siiresinin sivi kiiltlire gore daha uzun olmasi.

. Sistem degiskenlerinin kontrolunun zor olmasi. (Mitchell et al., 2006)
. Heterojenite (sicaklik, iirlin, besin konsantrasyonlarindaki farklilik)

. Hiicre ve kat1 materyalin ayrilmasindaki gii¢liikler.

. Hiicre i¢i tirtinlerin alinmasindaki zorluklar

(Herrera et al., 2007)
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2.2.3. Kat1 kiiltiir fermantasyonunu etkileyen faktorler:
Kat1 kiiltiir fermantasyonunda {iretim siirecini etkileyecek cesitli parametre

ve degiskenler bulunmaktadir.

. Inokulum tiirii

. Substrat

. Karbon kaynag1 ve karbon- azot orani (C/N)
o Sicaklik

J Nem ve su aktivitesi

° pH

o Tanecik biiytikligi
. Havalandirma ve karigtirma’ dir (Mitchell et al., 2006).

2.2.3.1. inokulum sekli:

Inokulasyon igin, spor kullaniminin, vejetatif hiicre kullanimma gore
birgok avantaji vardir. Ornegin sporlar inokulum hazirlamirken esnektirler. Uzun
stireli  saklanabilmektedirler, uygun olmayan transfer kosullarma karsi
dayaniklidirlar. Ancak sporlarin bazi dez avantajlari vardir. Ornegin uzun lag
zamanlari, spor ¢imlenmesi ve vejetatif biiyiimenin farkli optimum kosullara sahip
olmas1t ve daha biiyiikk inokulum hacmine gereksinim duyulmasidir. Sporlar
metabolik olarak faliyetleri yoktur. Dolayist1 ile metabolik faliyetleri
indiiklenmelidir. (Krishna, 2005)

2.2.3.2. Substrat:

Biitiin kat1 substratlarin genel bir ortak 6zelligi vardir. Yapilarinda; nisasta,
seliiloz, lignosellilloz, pektin ve diger polisakkaritler vardir. Kati kiiltiirde
kullanilan substratlar ya zirai bir iiriin ya da zirai bir yan {iriin olmaktadir.
Makromolekiiliin yapist geregi molekiil, mikroorganizma i¢in hem bir matriks
olusturmakta hem de kullanacagi karbon ve enerji kaynagmi icermektedir.
Substratin hazirlanmasi ve 0On islemlerinin ger¢eklesmesi gerekmektedir.

(Krishna, 2005)
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1. Substrata uygulanan on islemler: Substratin mikroorganizma i¢in daha
elverigli hale getirilmesi kat1 kiiltiir performansinmi etkileyecek onemli bir diger

parametredir. Bu iglemler temel olarak;

o Boyut kiigiiltme: eleme, dovme, rendeleme, pargalama

° Substratin dis tabakasinin hasarlanmasi: ezme, parlatma,

. Polimerlerin kimyasal ve enzimatik parcalanmas:

. Besin destegi, nemin ve pH’ nin uygun mineral ¢dzeltisi ile istenilen

diizeye c¢ekilmesi

. Haslama veya buhar uygulamasi: makromolekiiler yapinin 06n
degradasyonunu ve sterilizasyonunu igerir. (Krishna, 2005)

2. Destek materyali ve besin kaynagi: Kati kiiltiir fermentasyonu;
kullanilan destek materyali ¢esidine gore 2° ye ayrilmaktadir.

a- Kat1 kiiltiir ortaminin hem substrat hem de destek maddesi olarak kullanildig:
durum: Kat1 faz materyal fonksiyonel olarak hem destek hem de besin olarak
kullanilmaktadir. Tarimsal veya hayvansal atiklar destek- besin olarak
kullanilabilmektedir.

b- Kat1 kiiltlir ortamu inert destek maddesi ve substratin ayr1 olarak kullanildig:
durum: Kati faz bir inert materyal den olusmakta ve besin bu materyale
emdirilmis durumdadir. Inert destek besin ve su saglamaktadir. Seker kamisi
kiispesi silingeri, poliiiretan gibi inert maddeler kullanilmaktadir. (Gonzales, 2005)
2. model genellikle pek tercih edilmemek ile birlikte bu modelin bazi avantajlar
vardir. Ornegin tamimli bir sivi ortam inert materyale emdirildiginde homojen
fiziksel yap1 sayesinde siirecin kontroliinii, monitdrlemesini ve fermantasyonun
gelistirilmesini saglayabilir. Ancak inert destek materyali kullanimi ekonomik
dezavantajlart vardir. Her iki durumda da; siirecin basarisi; destek materyalin
fiziksel karakteristigi (partikiil biiytkligii, sekil, porozite,...) ile dogrudan
ilgilidir. Destek materyalinin gaz ve besin difiizyonunu, mikroorganizmanin
tutunmasini destekler nitelikte olmasi istenir. Kullanilan materyalin kimyasal
kompozisyonu da iiretim iizerinde etkili oldugu diisiiniilmektedir. Yapilan bir
calismada; arastirmaci, kullandig1 substrattaki lignin igeriginin amagladigi lignin
peroksidaz enzimi sentezini etkiledigini gostermistir. Ayrica baska bir ¢aligmada
muz kabuklar1 iizerinde iiretilen lakkazin sentetik boyalardaki renk giderimini

daha hizli gergeklestirdigi goriilmiistiir (Herrera et al, 2007).
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2.2.3.3. Karbon- Azot orani (C/N)

Her organizmanin kendine 6zgii bir metabolizmasi vardir. Bu metabolik
faliyetler sonucu hiicre ve iiriin olusumu gerceklesmektedir. Hiicredeki metabolik
aktivitelerin ne oldugunun bilinmemesine ragmen (kara kutu modeli); substrati,
hiicre ve driinler ile iliskilendiren kimyasal bir denklem ile gostermek
miimkiindiir. (Tirker, 2005). Boyle bir denklikte hiicreleri olusturan ve metabolik
faaliyeti icin gerekli olan temel bilesenlerin hangi oranlarda gerektigini goriiliir.
Bu sayade substrat olarak kullandigimiz besin elementlerinin (karbon, azot
kaynaklarmin) dengeli bir sekilde besi ortamimna konmasi ile {iretim sonucu
herhangi bir bilesenin ortamda kalmasi veya iiretimin az konulan bilesen nedeni
ile yarim kalmasi1 Onlenir. Ayrica bazi {retimlerde iirlinlin besi ortami
kompozisyonu ile dogrudan iliskilidir. Ozellikle azot ach@ nedeni ile
metabolizmanin polimer sentezine ¢evrildigi polibiitirik asit (PBA) tiretimi 6rnek

olarak verilebilir ( Tiirker, 2005).

2.2.3.4. Nem icerigi ve su aktivitesi (Aw)

Kat1 kiiltliir fermantasyonu prosesi; serbest suyun olmadigi kati tanecik
tizerindeki mikrobiyal gelisme olarak tanimlanmigstir. Kati kiiltiir fermentasyonu
sisteminde bulunan su, kati1 matriks {lizerinde kat1 matrikse birlesmis formda veya
tanecik ylizeyine absorblanmig ince tabaka seklinde veya katinin kilcal bolgesinde
daha zayif bir sekilde baglanmis bi¢imde bulunur. Serbest su, su miktar1 kati
matriksin doygunluk kapasitesini aginca goriiliir. Ancak nem seviyesi substrata ve
su baglama kapasitesine bagli olarak degismektedir. Ornegin kasava ve piringte
%350- 55 iken ¢ogu lignoseliilozik substratta serbest su % 80 nem diizeylerinde
goriiliir. Kat1 kiltiirdeki nem seviyesi 30 ile 85 arasinda degismektedir. Nem

degerinin biiylime kinetigi tizerinde belirgin bir etkisi vardir (Mitchell et al, 2006).

Her canli i¢in bir optimum nem degerinden bahsedilir. Eger sistemdeki
nem ¢ok diisiik ise besin diflizyonu, mikrobiyal biiylime, kisitl olmakta enzim
stabilitesi azalmaktadir. Yiiksek nem degerlerinde ise tanecikler kiimelesir, gaz
transferi azalir ve bakteriler ile rekabet baglar. Bakteriler i¢in bu deger % 70’ in

iistiinde olmasi gerekirken funguslarda genellikle % 20- %70 arasindadir.
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Genellikle kabul edilen kriter nemlilikten yerine su aktivitesi olmustur
(Aw). Fermantasyon siirecinde su aktivitesi ¢éziinmeyen polimerik substratin
¢oziinebilen monomerik tiriinlere doniismesinden, suyun buharlagsmasindan dolay1

azalma gostermektedir.

Diisiik su aktivitesinde hiicrelerin lag fazi artmakta, 6zgiil lireme hizi
diismekte ve diisik miktarda biyokiitle tretilmektedir. Bakteriler, funguslara
nazaran daha yiiksek su aktivitesi degerine ihtiyag duymaktadirlar (Krishna,

2005).

2.2.3.5. Sicaklik ve 1s1 transferi:

Kat1 kiiltiir performansina etki eden en Onemli faktdr sicakliktir.
Mikrobiyal biliylime, metabolit veya enzim firetimleri sicakliga ¢ok hassastir.
Funguslarin yasayabilecekleri sicaklik araliklari, pH araliklar1 gibi genis olup 20
ile 55 °C arasinda (Krishna, 2005), aktinomisetlerin 25- 35 °C arasindadir (Keiser
et al, 2000). Kati kiiltiirdeki bu 6nemli kriteri kontrol edebilmek ise zor
olmaktadir. Is1 tiretimi kaynakli sicaklik artisi metabolik aktivite ile dogru
orantilidir. Bolgesel nem igerigi, kiiltiirdeki hava bosluklar1 ile birlestiginde

sistemde sicaklik farklar1 olusmaktadir (Krishna, 2005).

2.2.3.6. pH:

Her mikroorganizmanin biiyliyebilecegi ve aktivite gdsterebilecegi bir pH
aralig1 vardir.
e Fungus 3.5-6
e Maya 4.5-7
e Bakterilerin pH aralik degerleri ise mayanin pH isteklerine gore daha

yiiksektir (Pandey, 2003).

Kiiltiir pH* s1 metabolik aktivite sonucu degismektedir. Bunlar i¢inde
baslica; metabolik iiriin olarak aciga ¢ikan organik asitler (6rnegin sitrik, asetik
veya laktik asit) veya amonyum tuzlar1 ya da ortamda tampon gorevi gdren

bilesiklerin tiiketilmesi ile pH azalmakta; ayn1 sekilde organik asitlerin tiiketilmesi
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ve Urenin hidrolizi, pH artisina neden olmaktadir. pH degisimi organizma tiiriiniin
giiclii bir fonksiyonudur. Aspergillus sp, Penicillium sp ve Rhizopus sp de pH ¢ok
hizli bir gekilde 3’ iin altina diismektedir. Trichoderma, Sporotrichum, Pleurotus
sp gibi diger tlir funguslarda pH 4-5 arasinda stabil kalmaktadir. Ayrica substrat
tiirii de pH’ a biiyiik etkide bulunur. Ozellikle lignoseliilozik maddelerin yiiksek

tamponlama kapasitesi bulunmaktadir (Raimbault, 1998).

Fermantasyon sistemindeki pH’ 1 kontrol edebilmek i¢in;
o Cok hizli asitlesen ortama, iire gibi metabolizmasi sonucu bazik bilesen
aciga c¢ikartan materyal eklenmesi
o Substrat formulasyonu igeriginin tamponlama kapasitesine sahip olmasi
gelmektedir (Pandey, 2003).

Ozellikle diisik pH segimleri, funguslarin genis pH araliginda
biiyliyebilmesi, bakteriyel kontaminasyonu onlemek veya azaltmak i¢in iyi bir

yontemdir (Krishna, 2005).

2.2.3.7. Tanecik biiviikliigii:

Substratin tanecik biiytlikliigli, substrat karakterizasyonu ve mikrobiyal
biliylime ile degisen sistem kapasitesinde, 1s1 ve kiitle aktariminda 6nemli bir role
sahiptir. Bircok parametre tanecik biiyiikliigii ile iliskilidir. Tanecik biiyiikliigiiniin

ifadesi i¢in bosluk kesri “€”” kullanilmaktadir.

e=V/V,
€: bosluk kesri
V: tanecikli ortamdaki tanecikler ile bos hacim

Vy:bosluk hacmi

Tanecik boyutu; zaman ile substratin tiiketilmesi ve miselyal yapinin
olugmasindan dolay siirekli degisim gdstermektedir. Matriks ya da kati substratin
ozelligi kati kiiltiir fermantasyonunu dogrudan etkiler. Bu 6zelliklerden bir tanesi;
iretim silirecinin yiiriitiildigli substrat yilizeyidir. Sentetik madde veya organik

tarimsal atiklar hiicrelerin biiyiiyebilecegi matriks olarak kullanilmaktadir. Agro
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endiistriyel maddeler kullanilirken genellikle bir 6n islemden gegirilirler.
Substratin tanecik boyutu; substrat karakterizasyonu ve sistem kapasitesini
yakindan ilgilendirir. Mikrobiyal biiyiime ile tanecik boyutu biiytikliigli degisim
gosterir. Sekil 2.6 ve 2.7° de tanecik ile mikroorganizmanin etkilesimini
gostermektedir. Tanecik biyiikl{igii; tanecigin yilizey alanimmin hacmine olan
oranini etkiler bu da mikroorganizmaca ilk ulasilabilen substrat miktarini belirler.
Sabit geometride tanecik biiyilikliigii azaldik¢a yilizey alaninin hacme oram

artmaktadir (Krishna, 2005).

Tanecik boyutu biiyiikliigii 6n islem ile kiiciiltiilerek mikrobiyal biiyiime
icin daha fazla yiizey alani olusturulabilir. Ancak tanecik boyutu kritik bir degere
sahiptir. Eger tanecikler ¢ok kiiciik olursa mikroorganizmanin biiyiidigi
matriksin birlesmesine veya kompakt hale gelmesine neden olmaktadir. Bu
nedenden dolay1 havanin gegebilecegi kanallarin kapanmasi organizmanin havayi
verimli bir sekilde alamayisina neden olur. Ayrica sistem igindeki 1s1 ve kiitle

aktariminda da problemlerle karsilagilir (Mitchell et al, 2006).

- B :
Steril Fungal B akteriyal

Sekil 2.6: Substrat iizerindeki mikrobiyal biiyiime. Fungal biiyiimede bosluk hacmi su
damlaci@1 icermektedir. Ancak su siirekli fazda bulunmamaktadir. Bosluk hacmi kismen
mikroorganizma tarafindan kapatilmstir (Mitchell et al, 2006).
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Memli tanecik
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Sekil 2.7: Substrat hiicre arasindaki iliskinin daha yakindan goriiniimii (Mitchell et al.,
2006)

2.2.3.8. Havalandirma ve Karistirma:

Yukarida sayilan faktorlerin yami sira Ozellikle olgek biiyiitiildiigiinde
(reaktor diizeyinde iiretime gecildiginde) diger bircok parametre ve degiskeni
kendisinin bir fonksiyonu olan havalandirma ve karistirma islemi de kat1 kiiltiir
fermantasyonunda goz Oniline alinmasi gereken Onemli bir degisken olmaktadir

(Mitchell et al., 2006).

2.2.4. Kat1 kiiltiir fermantasyonunun genel asamalar:

Genel olarak KKF’ nunu gergeklestirebilmek i¢in gerekli 8 ana basamak
vardir. Bu basamaklarda kullanilan teknikler/ birim islemler; kullanilan hiicre
tiirtine, kullanilan substrat tiirline, amaglanan iriiniin eldesine gore farklilik
gosterebilmektedir.

Kati kiiltiir fermantasyonunun ana basamaklari: (Mitchell et al., 2006)

1. Inokulumun hazirlanmasi

2. Substratin hazirlanmast

3. Biyoreaktoriin (erlenlerin) hazirlanmasi
4. Inokulum ve yiikleme

5. biyoreaktoriin (erlenlerin) ¢alistirilmasi
6. Ortamin bosaltilmas1
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7. Alt akim islemleri

8. Atiklarin uzaklastirilmasi

2.2.4.1. Substratin hazirlanmasi

Substratlarin uygun boyuta gelmesi i¢in substratlar kesilebilir, 6giitiilebilir,
parcalanabilir veya graniil haline getirilebilir. Su ve besinsel kaynaklarin
eklenmesi veya pisirilmesi ya da substrata 6n iglem uygulanmasi ile substrattaki

fermante edilebilecek besinin varligi arttirilir (Mitchell et al., 20006).

2.2.4.2. inokulum hazirlanmasi:

Inokulum hazirlanmasinin cesidini kullanilan organizmanin tiirii belirler.
Birgok kati kiiltiir fermantasyonu prosesi filamentli funguslart veya fungus
sporlarini icermektedir. (Keza aktinomisetlerde de ayni sekildedir). Bu basamagin
asil amaci; yeterli miktarda ve yiiksek canlilik oraninda hiicreyi inokulasyon i¢in

hazirlamaktir (Mitchell et al., 2006).

2.2.4.3. Bivoreaktoriin hazirlanmasi hazirlanmasi

Reaktoriin  temizlenmesi ve substrat eklenerek sterilizasyonunun

gergeklestirilmesidir (Mitchell et al., 2006).

2.2.4.4. Bivoreaktoriin isletilmesi:

Uygun calisma kosullarinin ayarlanmasi ile (sicaklik, nemlilik, 151k ...) bu
kosullart  hiicreye zarar vermeyecek diizeyde tutarak fermantasyonun

gerceklestirilmesidir (Mitchell et al., 2006).

2.2.4.5. Bosaltim:

Bazi kosullarda kat1 sivi 6ziitlemesi (ekstraksiyon) veya kurutma asamasi
reaktor icerisinde veya reaktor disinda gercgeklestirilir. Her kosulda kati1 kisim

reaktorden uzaklastirilir (Mitchell et al., 2006).
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2.2.4.6. Alt akim islemleri:

Prosese bagli olarak ya tiim fermente kat1 ya da 6zgiil bir iiriin katidan geri
kazanilir ve saflagtirilir. Sonraki asama {iriiniin katidan G&ziitlenmesidir
(ekstraksiyonudur). Oziitlemeden sonraki asamalar kat1 kiiltiir ve siv1 kiiltiirde

aymdir (Mitchell et al., 2006).

2.2.4.7. Atik imhasi:

Kat1 kiltiir fermantasyonu; yapist geregi kati organik atiklar
azaltmaktadir. Bazi durumlarda biitiin kati iiriin olarak kullanilir. Ornegin hayvan

yemleri (Mitchell et al., 2006).

2.2.5. Kati kiiltiir fermantasyonu kullamilarak lakkaz iiretimi

Kati kiiltiir fermantasyonu; kullandig1 substratlarin dogasi geregi filamentli
biiyliyen organizmalara uygun bir ortam saglamakta (Niladevi et al., 2007), hayat
dongiisii  kompleks olup, morfolojik farklilasmalar igeren canlilarin bu
ozelliklerini destekler nitelikte olmasi, ayrica substrat olarak kullanilan zirai
atiklarin igeriginin hiicre dis1 sindirim enzimlerinin sentezini (¢ogu lignoseliilozik
attk olmasi, iglerinde lakkaz sentezini imdiikleyebilecek besi maddelerini
barindirmalar) tesvik edici olmasi nedeni ile kat1 kiiltlir fermantasyonu prosesini,
lakkaz iiretimi agisindan avantajli kilmaktadir (Herrera et al, 2007). Cizelge 2.6’
de lakkaz iiretimi gerceklestirebilen fungal organizmalar ve fermantasyonda

kullanilan substratlar1 gosterilmistir.

Cizelge 2.6: Literatiirde lakkaz iiretiminde kullanilan farkh dogal destek maddesi iizerinde
biiyiiyen beyaz ciiriikciil funguslar (Herrera et al, 2007).

Destek maddesi Mikroorganizma

Seker pancari kiispesi Trametes versicolor

Bugday kepegi Phlebia radiata

Balliko tohumu Botryosphaeria sp.

Misir sapi Lentinus edodes tlr CS-495

saman Pleurotus sp.

Arpa kepegi P.chrysoporium

Pamuk sap1 P. chrysoporium, Funalia trogii

Misir kocani P.chrysoporium

Talas, sarap lizlimi Coriolus hirsutus, Daedaleopsis
confragosa, Marasmium
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allaceus, P chrysosporium

Bugday sap1 P. ostreatus
Misir kogani P. chrysosporium, P. Radiata
Bugday sap1, kepegi P. pulmonarius
Maun kabugu, bugday kepegi, P. ostreatus, P. Chrysosporium
seker kamisi kiispesi
Bugday sapi, arpa sapi, odun T. versicolor
yongasl, arpa kepegi
Arpa kepegi, elma kabugu, T. hirsuta
portakal kabugu, patates kabugu
Kanola kokleri Cyathus olla
Okaliptiis findig1 Ceriporiopsis subvermispora
Asma tohumu, arpa kepegi T.hirsuta
Bugday sap1 Fomes sclerodermeus
Muz atiklari P. ostreatus, Pleurotus sajor-caju
Arpa kepegi T .versicolor
Misir kogani P. pulmonaris
Arpa kepegi T. hirsuta, T. Versicolor
Kestane kabugu, arpa kepegi Coriolopsis rigida
Hindistan cevizinin eti T. hirsuta

Kivi T. hirsuta
Bugday kepegi tanesi T. pubescens
Yer fistig1 T. hirsuta
Yer fist1g1 kabugu
Uziim ¢ekirdekleri T. hirsuta
Kauguk talas tozu Pyconoporus sanguineus
Palmiye yapragi
Hint irmigi parankimasi
Muz kabuklari T.pubescens
Kagit atiklari T.hirsuta
Portakal kabugu T.hirsuta

2.3. Streptomyces’ lar

Streptomycetaceae ailesi 1943 te Waksman ve Henrici tarafindan
olusturulmustur. Streptomyces genusu; 500 den fazla tiiri olan bu grup,

aktinomisetler i¢inde en genis genusu teskil etmektedir (Keiser et al, 2000).

2.3.1. Streptomyces’ larn ozellikleri

2.3.1.1 Streptomyces’ larin genel 6zellikleri:

Yagam alani toprak olan Streptomyces topraga kokusunu veren geosmin denilen

seskiterpen bilesikleri sentezlerler. Streptomyces’ lar aerobik, gram pozitif
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bakterileridir. Oksidatif kemoorganotrofik metabolizmaya sahiptirler. Optimum
biiyiime pH’ lar1 6.5- 8 biiyliyebildikleri pH araliklart 5- 11.5° tur. Sicaklik
gereksinimi olarak 25- 35 °C arasindaki sicakliklari severler. Psikrofilik ve
termofilik tiirleri de vardir. Hiicre dis1 bircok enzime sahiptirler. Bir¢ok gesitte
organik ve inorganik maddeyi besin 06gesi olarak kullanabilmektedirler. Bu
ozellikleri Streptomyces’ lari; bir¢cok inat¢1 bitki ve hayvan materyalini ve
ksenobiyotik polimerik maddeleri parcalayarak karbon ¢evrimine katkida bulunan
az sayida mikroorganizma tiirlinden birisi yapar. Parcalayabildikleri polimerik

maddeler arasinda;

° Polisakkaritler: nisasta, pektin, seliiloz, kitin, lignoseliiloz,
. Kopolimer: kazein, jelatin, hipoksantin
° Proteinler: keratin ve elastin

o ve aromatik bilesikler gelmektedir (Kampfer, 2006)
Bu bakterilerin karmasik yasam dongiileri vardir. Biiyiimeleri esnasinda bir¢ok
yapisal degisim gegirirler. Uzun dallanmig substrat miseli, havasal misel
(sporofor) ve spor (konidia) olusumu biiyiimelerinin c¢esitli sathalarinda
gecirdikleri yapisal degisimlerdir (Madigan et al, 2003; Borodina et al., 2009;).
Streptomyces genusu vejetatif ve havasal misellerine renk veren birgok
cesitlilikte pigment iiretebilmektedir. Ek olarak difiizlenebilen renkli pigmentlere
de sahiptir. Uretilen pigmentler kiiltiir ortam1 kompozisyonu ve kiiltivasyon

kosullarina baglidir (Borodina et al., 2009).

2.3.1.2. Streptomyces’ larin vapisal ozellikleri:

Streptomyces genusunun iiyeleri kompleks bir hayat dongiisiine sahiptir.
Streptomyces  kolonileri ¢ok hiicreli, farklilagabilme yetene§ine sahip
organizmalardir. Streptomyces’ larin kati ortamda farklilasmasi, ¢iplak goz ile
ayirt edilebilmektedir. Havasal misellerin olusumu koloniye beyaz ve kabarik bir
goriinim kazandirmakta, spor olusumunda ise renk genellikle degismektedir.
Sporlar genellikle gri renk almaktadirlar (Worrall and Vijgenbaum, 2009). Sporlar
hareketsizdir. Kompleks besi ortami iceren agar iizerinde; ayrik ve likenimsi,
derimsi koloniler olustururlar. Koloniler ilk baglarda diizgiin yiizeylidir ancak
sonralar1 havasal misel gelistirerek; yiginimsi, tanecikli, tozumsu veya kadifemsi

goriiniim kazanirlar (Borodina et al., 2009).
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2.3.2. Streptomyces’ larin hayat dongiisii ve morfolojileri:

Streptomyces’ larin hayat dongiileri karmasik ve birgok morfogenetik
farklilasma igermektedir. Streptomyces’ larin iireyebilen formu spor icermektedir.
Sporlar ¢imlenerek 2 germ tiip olusturur. Boylelikle canli vejetatif misel
olusumunu baslatmis olur. Miselde biliyiime filament uclarinda gerceklesir.
Uzayan uglar dallanarak; hifsel ag1 olusturur. Hifsel ag vejetatif miseli olusturur.
Vejetatif misel dallanma ile kompleks siki bir matriks olusturur. Bu siirecte
vejetatif misel, substrat miseline donmekte bdylece havasal miselin insasi i¢in
besin saglanabilmektedir. Havasal miselin olusturulmasindan sonra hiicre
boliinmesinin bir sonraki asamasi olan spor olusmaktadir. Septa denilen yapi
diizenli araliklar ile konumlanir ve havasal miseli sporlara ayirir. Yasam dongiisii
sporlarin olgunlagmasi ile tamamlanir. Sporlarin dagilmasi ile ¢imlenme ve yeni
misellerin olusumu ile hayat dongiisii devam eder. (Worall and Wijgenboom,
2009). Streptomyces’ larin bazi tiirleri substrat misellerinde de spor olusumunu
gergeklestirebilmektedir (Keiser et al, 2000).

Durgun sivida biiyliyen kiiltiirler yiizeyde ince bir tabaka olusturacak
sekilde biiyiirler ve olusan hiicre tabakasi harici, besi ortaminin baska bolgeleri
Streptomyces icermemektedir. Calkalamali kiltlirlerde ise hiicreler pellet
olusturmakta ve calkalandig1 kapta s1vi1 ile temas eden en son noktada, bulundugu

kabin iizerine tutunmusturlar.

Havasal misel - Sporulasyon

Spor Vejetatif misel

& . v ST

Sekil 2.8: Streptomyces’ larin hayat dongiisiinii (Worall and Vijgenbaum, 2009)

2.3.3. Streptomyces’ larin kiiltivasyonu :
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2.3.3.1. Karbon ve azot kaynagi:

Birgok Streptomyces tiirii besinsel gereksinimleri bircok durumda; organik
karbon kaynagi (nisasta, glukoz, gliserol ve laktat) ve inorganik azot kaynagi

(NH4 veya NOs3)’ na ek olarak biiyiimesi i¢in gerekli olan mineral tuzlar igerir.

Streptomyces’ larin; vitamin, organik biiyiime faktorii gibi gereksinimleri
olmamasindan  dolayr  sentetik  ortamlarda bu  organizmalar  igin
kullanilabilmektedir. Kompleks organik substratlar1 verimli bir bigimde
kullanabilmekte, biiyime hizi ve biyokiitle iiretimini arttirmaktadir. Kompleks
organik karbon kaynagi ve tek bir aminoasidin azot kaynag: olarak kullanildigi

durumlarinda bu organizmalar i¢in uygun oldugu goriilmiistiir.

Streptomyces’ lar i¢in bir¢ok otoritenin kabul ettigi genel ortamlarin ortak
yani; organizmanin hayat donglisiini tamamlamasini (Cimlenme, substratta
biiyiime havasal miseller ve spor olusumu) saglamaktadir. Mineral madde olarak
CaCOs ortamlara eklenerek hem Ca’ iyonu saglamakta hem de asit iiretimini
dengeleyici etkide bulunarak tampon gorevi gérmektedir. Ayrica bu ortamlar

sporulasyonu tesvik etmektedir (Kampfer, 2006).

Bakir (Cu™") iyonlar1 ise Streptomyces’lar igin ayr1 bir 6nem teskil
etmektedirler. Bakir iyonlarinin, bakir proteinlerinin ve bakir iceren enzimlerin
Streptomyces’ larin morfolojik gelisiminde ve bazi ikincil metabolit sentezinde

onemli rolleri vardir (Worall and Vijgenboom, 2009).

2.3.3.2. Sicaklik ve oksijen

Bircok Streptomyces, mezofilik organizmadir ancak psikrofilik ve
termofilik tiirleri de bilinmektedir. Cogu Streptomyces, zorunlu aerobik
metabolizmaya sahiptir. Ancak bazi aktinomisetler anaerobik kosullarda da nitrati

nitrite indirgeyerek enerji tiretebilirler (Borodina et al., 2009).
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Besi ortami igeren yar1 kat1 agarli ortamda, ortamin yiizeyinde biiylime
gozlenmekte ancak agarli ortam besin agisindan yoksun ise mikroaerofilik sekilde

biiylimektedirler (Borodina et al., 2009; Kampfer, 2006).

2.3.4. Literatiirde, lakkaz iiretimi ¢calismasi yapilmis Streptomyces tiirleri

2.3.4.1. Streptomyces coelicolor M145 lakkaz (Slac);

Kiigiik Lakkaz (Small LACcase) Slac diisiik redoks potansiyeline sahip
lakkazdir. Tipl bakirinin elektropotansiyeli 0.5 V ( standart hidrojen elektrodu
(SHE))  na gore)’ tur.

Slac, tiyesi oldugu lakkaz grubu iyeleri gibi coklu bakir oksidazlar
grubuna girer, organik ve inorganik substratlar1 diger 3 domainli lakkazlar gibi
oksitleyebilmektedirler. Streptomyces coelicolor M145 tarafindan sentezlenen
Slac, 2 domain’ lidir. (Machczynsk: et al., 2004) Bu nedenden dolay1 diger
lakkazlara kiyasla yar1 boyuttadir. (300 e 600 amino asit)

Slac’ 1n molekiiler agirligr 32 kDa dur. Slac’ m dimerikif formu birg¢ok
fenolik substrata ve negatif yiiklii fenolik olmayan substrata kars1 aktivitesi alkali

pH’ larda en yiiksek degerini almaktadir (Worall and Vijgenboom, 2009).

2.3.4.2. Streptomyces griseus: EpoA

EpoA, Streptomyces tiirlerinde morfogenezisin tesvikinde ve havasal misel
olusumunda gorev yapmaktadir (Endo et al., 2003). Hiicre dis1 fenoloksidaz
(EpoA) denature edici kosullara kars: dayamkli oldugu bildirilmektedir. 70°C de
60 dakika inkiibasyon sonunda, enzimde %40 aktivite gozlenmistir (Nakamura

and Go, 2005).
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Cizelge 2.7: Literatiirde lakkaz iiretimi yapilan Streptomyces tiirlerinin lakkazlarinin

ozellikleri
Organizma Substrat Aktivite MA | K. K. Kaynak
(mM)
S. lividans ABTS/ 350mg/1 32 Dube et
DMP *8U/mg al., 2008
=2,8U/ml
S. cyaneus ABTS 0.763 75 Arias et
AU/100 pg al., 2003
protein
S. cyaneus DMP 0.830 75 Arias et
AU/100pug al., 2003
protein
S. cyaneus ABTS 14.6 U/mg 5.55U/mg | 0,38 Arias,
2003
S. giseus DMP 0.85 0.42 Endo et
nmol/d al., 2003
(Vinax)
S.lavendulae katesol 7,3U/mg 103 s 1 Suzuki et
al., 2003
S. lavendulae | hidrokino 535" 0.039 | Suzuki et
n al., 2003
S.lavendulae guaiakol 1.6s" 0.058 | Suzuki et
al., 2003
S. lavendulae 0,1079U/ml Jing et
al., 2010
S.psammaticus | ABTS 5.3 U/ml 0.39 Niladevi
,2007
S.psammoticus 55.4U/g Niladevi,
2007
S. ipomoea ABTS Vinax 9.99 5! 0,4 Gujarro
7,59mU/ pg etal,
2009
S. ipomoea DMP Vinax MU/ pg Kea/ Kin 4,29 Gujarro
0,98*10° etal,
2009

MA: Molekiil agirlig
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Literatiirdeki diger lakkaz iireticileri:

o Streptomyces cyaneus (Arias et al, 2003)

o Streptomyces lavendulae (Suzuki et al, 2003)

o Streptomyces lividans (Dube et al, 2008)

. Streptomyces psammoticus(Niladevi et al, 2008)
o Streptomyces ipomea (Guijarro et al, 2009)

. Streptomyces griseus (Endo et al, 2003)

o Streptomyces griseorubens C-5 (Xu et al, 2009)

Bu tiirlerden elde edilen lakkazlarin 6zellikleri Cizelge 2.7’ de gdsterilmistir.

2.4. Yanit Yiizeyi Yontemi (YYY) ( response surface methodology)

[k defa 1951 yilinda Box ve Wilson tarafindan bulunan yamt yiizeyi
yontemi; istatistiksel ve matematiksel tekniklerin bir biitiinii olup siireglerin
gelistirilmesi, iyilestirilmesi ve optimizasyonunda kullanilan bir tekniktir.

YYY yonteminde temel olarak 3 fazdan olusur. Bunlar;

e Tarama

e optimum alana dogru ilerleme

e yanitin optimum bdlgedeki davranist ¢ dir.

Faz 0: Tarama deneyleri: Ilk etapta hangi faktorlerin nemli olup hangilerinin
onemsiz oldugunun belirlendigi fazdir. Bu fazin asil amaci 6nemli bagimsiz
degiskenlerin saptanmasidir. Tarama yapilmasi ile degiskenlerin sayisini azaltarak
daha verimli bir tasarim yapilmasini saglamaktadir (Carley, 2004).

Faz 1: Bu fazda tasarimcinin arastirdigi deger arali§i optimum noktaya yakin
sonu¢ verip vermediginin gozlendigi fazdir. Bagimsiz degiskenlerdeki mevcut
degerlerin optimum performans gostermedigi durumlarda bu basamak kullanilir.
Bu basamakta tasarimci, deneyin optimum degerlere yaklasmasi i¢in deneyinde
bir dizi diizenleme yapmalidir. Bu faz YYY’ de 1. dereceden modeller
kullanilarak anlasilabilmektedir (Carley, 2004).

Faz 2: Bu faz; proses optimum noktaya yaklastiginda baslar. Bu noktada
tasarimci optimum etrafindaki kii¢iik alanda modelinin dogru ve hassas bir sekilde
yanit ile Ortiismesini istemektedir. Gergek yanit genellikle optimum nokta

etrafinda egrilik igermektedir. Bu egriligin belirlenebilmesi i¢in genellikle 2.
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dereceden hatta gerekirse daha yiiksek derecelerden polinomlara gerek vardir.
Gergek ile Ortligen bir yiizey modeli olusturduktan sonra, modeldeki optimum
nokta belirlenir (Carley, 2004).

1. 1. dereceden model: Degiskenler arasindaki ana etkilesimleri inceleyen
model tiiriidiir. Eger degiskenler arasinda bir etkilesim var ise modelde bu da

gosterilebilir. 1. dereceden modelin formulii

n=pg,+p6x +06,x, +..+6.x,

Etkilesimlerin modele eklenmesi ile kiigiik bir egim yanit uzayinda olusturulabilir.
(Carley, 2004)
2. 2. Dereceden model: 1. modelin yetersiz kaldig1 2. dereceden modeller
kullanilmaktadir. 2. dereceden modellerin formulii

E k X k

n= f, + Z; Bx; + 21; Bx; + Z Z Bx,x;

Ji= J= ic j=2
n: Ongoriilen yanit
X, Xj: girdi degiskenleri
o ofset degeri
Bj dogrusal katsayilar
Bj; ikinci dereceden katsayilar
Bij 1j° inci etkilesim katsayis1® dir.
k girdi degiskenleri miktaridir.

2. dereceden modelin se¢im nedenleri:

o 2. dereceden modeller esnektir. Bir¢ok cesitlilikteki fonksiyonel formu
ifade edebilir.

. Parametrelerin tahminlenmesi kolaydir.

o 2. derece modellerin gercek yanit1 yiizeyi problemlerinin ¢éziimiinde

iyi gozlenmistir (Carley, 2004).
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3. MATERYAL VE METOD:

3.1. Materyal:

3.1.1. Mikroorganizma:

Bu calismada kullanilan Streptomyces tiirleri Streptomyces coelicolor
M145, Streptomyces izolatlart Ege {iniversitesi Biyomiihendislik bdliimii
aktinomiset kiiltiir koleksiyonundan alinmistir. Hiicreler, soya unu mannitol
agarda +4 °C’ de veya %20 (hacim/hacim) gliserol igeren tiiplerde spor

stispansiyonu seklinde -20°C” de saklanmustir.

3.1.2. Substratlar

Uretimde kullamlan bugday kepegi Bayrakli Altinbasak un fabrikasindan temin
edilmistir. Cay; Biyomiihendislik bolimii cay ocagindaki atik ¢aylar
kullanilmustir. Zeytin, Ege Universitesi kampiisiinde yer alan agaclardan temin
edilmistir. Kullanilan kimyasallar Ege Universitesi Biyomiihendislik boliimiinden
temin edilmistir ve analitik safliktadir. Calismada kullanilan azot kaynaklari

Cizelge 3.1 de gosterilmistir.

Cizelge 3.1 : Taranan organik ve inorganik azot kaynaklari

Inorganik Azot Kaynaklar Organik Azot Kaynaklari
NH4NO; Soya
NaNO; Pepton
KNO; Maya 6ziitii
(NH4)2SO4 Tripton
Ure Misir 1slatma katisi
Sodyum glutamat yagsiz siit tozu
NH4HPO,4 Malt ¢cimi

3.1.3. Uretimde kullanilan besi ortamlari:
Inokulasyon i¢in hiicrelerin yetistirildigi Soya unu mannitol agar (SFM)

Soya unu 20 gr/l , Mannitol 20 gr/l, Safsu 1 It
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3.2. Metod

Optimizasyon caligmalarina Niladevi et al (2008)’ in lakkaz sentezi i¢in kullandig1
ortam ile baglanmistir. Bu ortam Cizelge 1’ de gosterilmistir. Uretim ortamlar
250 ml’ lik erlenlerde 10 gr bugday kepegi/ 7,5 gr ¢ay/ 10 gr zeytin yapragi ile

calisilmustir.

3.2.1. Lakkaz iireticisi organizmalarin taranmasi

1- Lakkaz fireticisi streptomyces tiirlerinin taranmasi amaci ile Do¢ Dr H.
Esin KOCABAS tarafindan olusturulan aktinomiset kiiltiir koleksiyonundan
faydalanilmistir.

2- Bu hiicreler bugday kepegini; nemlendirme sivist igerisinde mineral
madde olarak bakir siilfatin yaninda; azot kaynagi olarak soya unu veya amonyum
nitrat ile zenginlestirilen kat1 kiiltiir besi ortamina ekimi yapilmastir.

3- Bu ortamda biiyiimeye birakilan hiicreler havasal miselleri goriiniir hale
gelinceye kadar inkiibe edilmistir. (2- 7 giin aras1)

4- Havasal miselleri belirgin hale gelen hiicreler; 50 ml su ile ekstraksiyon
islemi yapilmistir.

5- Enzim olup olmadigin1 kontrol i¢in; 100ul ekstrakte edilen sivi, 100 pl
(10mM) ABTS iceren 800 ul farkli pH’ lardaki (pH 3, pH 4, pH 5, pH 6, pH 7)
tampon ¢ozeltilere konmustur.

6- Aktivite varli§it ABTS’ nin okside formunun verdigi koyu ¢am yesili renge
bakilarak gorsel olarak anlagilmistir.

7- Aktivite goriilen Ornekler daha sonra spektrofotometrik yontem
kullanilarak nicel olarak analiz edilmistir.

8- Kiiltiir koleksiyonundan elde edilen enzim {ireticileri;

3

“Uretim siiresi, enzim aktivitesi “ gibi kriterlere dayanilarak bir 6n elemeden

gecirilmistir.
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3.2.2. Uretim oncesi islemler

3.2.2.1. Spor siispansivonunun hazirlanmasi:

Streptomyces tiirleri, petri kaplarindaki agarli SFM ortamina ekilir. Olgun
spor olusuncaya kadar beklenir. Spor olusumu gorsel olarak kontrol edilir. Tez
boyunca kullanilan Streptomyces tiirleri i¢cin olgun spor olusumu 7- 8 giin
kadardir. Petri igerisindeki 1 haftalik spor ve havasal misel i¢eren kiiltiirler alinir.
Agar lizerinde biliylimiis kiiltiirlere aseptik sartlar altinda 10 ml steril %20 (V/V)
gliserol ilave edilir. Steril bir pamuk ve pens yardimi ile sporlar; pamugun, agar
tizerinde hafif bastirilarak dolastirilmasi ile pamuga emdirilir. Pamuk; steril bir
siringanin ig¢ine yerlestirilir. Siringanin ¢ikis kismina spor siispansiyonunun
depolanacagi steril tiip konur. Siringanin sikistirilmasi ile siringa igerisindeki
pamuk; icerisindeki spor ve havasal misel tagiyan gliserollii spor igeren siviyi
depo kabi olarak kullanilacak olan tiiplin i¢ine birakir. Tiip icerisinde bulunan
hiicreler -20 °C’ de saklanir. Spor siispansiyonunun mililitresindeki spor sayisini

belirlemek i¢in Thoma laminda sayim yapilir.

3.2.2.2. pH tavini:

pH tayini i¢cin Metler toledo marka pH metre ile yapilmistir.

3.2.2.3. Nem tayini:

Kullanilan substratlardaki nem orani1 Mettler- Toledo Halojen marka nem tayini

cihazi ile yapilmigstir.

3.2.2.4. Substratlara uygulanan 6n islemler:

Ortamda kullanilacak substratin gerekli goriildiigiinde boyutlarmin kiictiltiilmesi

icin Moulinex marka blender kullanilmistir.

3.2.2.5. Substrat pH degerlerinin ayarlanmasi:

Substratlara 3 farkli yontem ile pH ayarlamasi1 yapilmigtir.

1- NaOH eklenerek



50

2- Tampon ¢ozelti eklenerek

3- CaCO; eklenerek

Substratin pH’ s1; NaOH’ in farkli oranlarda besi ortamlarina eklenmesinin
ardindan 121 ° C de 20 dakika sterilizasyona sokulan 6rneklere 50 ml su ilave
edilerek pH degerleri 6l¢iilmiistiir. Elde edilen degerlere gore pH/ eklenen NaOH
grafigi ¢ikarilmistir Grafikten, istenilen baslangic pH degeri icin gerekli NaOH
miktart bulunmustur. Ayni islemler Tris tampon ¢ozeltisi ve CaCO; icinde

yapilmustir.

3.2.2.6. pH avarlamasinda uygun yontemin secimi

pH ayarlamast i¢in uygun yoOntemin se¢iminde kriter olarak, ekilen
mikroorganizma  gorsel  olarak  degerlendirilerek  karar  verilmistir.
Mikroorganizmanin ¢iplak gbéz ile goriilebilen havasal misel, spor yapilari
bunlarin canlilik ve biiyiikliikleri ile substrat {izerindeki kapladigi alanin
genigligine bakilarak karar verilmistir. Karar vermek i¢in; bugday kepegine
nemlendirme sivist ilave edilmistir. Nemlendirme sivisi olarak Niladevi et al
(2007)’ nin kullandig1 ortam alinmistir. Besleme sivis1 miktar1 substratin nemini

%70’ seviyesine getirecek kadar kullanilmistir.

3.2.2.7. Erlenmavyerlerin hazirlanmasi :

Uretimler; 250 ml hacimli Erlenmayerler kullanilarak yapilmistir. 10 gr substrat,
nemlendirme sivist ile zenginlestirilerek organizma i¢in uygun nem oranina
getirilmistir. Besi ortami igeren Erlenmayerler pamuk tipa ile kapatilmis. Pamuk
kismi aliiminyum folyo ile sarilarak, 121°C sicaklik 1.2 bar basing’ ta 20 dakika

sterilizasyonu yapilmistir.

3.2.3. Erlenmayerlerde iiretim:

3.2.3.1. inokulasyon:

Inokulasyon icin, spor siispansiyonundan gerekli miktarda sivi almarak uygun

miktarda steril distile su icerisinde homojen hale getirilir. 1 ml spor havasal misel
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karisimini igeren su; besi ortami igeren erlenmayerlere aktarilarak inokulasyon

gergeklestirilir.

3.2.3.2. Uretim kosullari ve 6rnek alma:

Uretimler, 28°C” de Sanyo marka inkiibatdrde gerceklestirilir. Ornek alma

islemi her giin bir Erlenmayerin alinmasi seklinde olmustur.

3.2.4. Uretim sonrasi islemler:

3.2.4.1. Avirma islemleri:

e [Ekstraksiyon ve filtrasyon:

Uretimde kullanilan kat: miktarin (10 gr veya 7.5gr) 5 kati kadar su (50 ml
veya 37.5 ml) liretim ortamina ilave edilerek ekstraksiyon islemi yapilir. Erlenlere
oda sicakliginda su ilave edilerek 200 rpm de orbital ¢alkalayicida galkalanarak
yarim saat beklenir. Yarim saat sonunda erlenmayerler kaba filtreden gecirilerek

biiylik boyutlu kati tanecikler ile enzim igeren sivi birbirinden ayrilir.

e Santrifiigasyon:
Makro boyuttaki kat1 tanecikler ayrildiktan sonra sivi 6rnegini Hettich marka
santrifiijde 5 dakika 8000 rpm’ de oda sicakliginda santrifiijlenir. Enzim

siipernatant’ ta kalir.

3.2.4.2. Depolama:

Stipernatanttan 1 ml” lik 6rnek alinarak -20°C de saklanur.

3.2.5. Lakkaz aktivite tayini:
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3.2.5.1. Kullanilan Kimvasallarin hazirlanmasi:

e Tampon ¢ozelti: Tampon c¢ozelti olarak 0.1 M sitrat tampon pH 3’ te
kullanilir. Bunun i¢in 0,1M * 46,5 ml sitrik asit ile 0,1 M* 3,5 ml sodyum sitrat

¢Ozeltisi karistirilarak hazirlanir.

o Stok ABTS Cozeltisi: ABTS (2-,2’-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-siilfonik
asit) molekiil agirlig1 548 gr/ mol diir.

ABTS stok ¢ozeltisi i¢in 0,0274 gr ABTS 5 ml suda ¢ozdiiriilerek 10mM’ lik stok
ABTS ¢ozeltisi hazirlanir.

3.2.5.2. Lakkaz aktivitesinin belirlenmesi (Spektrofotometrik yontem):

Lakkaz aktivitesi, oda sicaklifinda ABTS’nin oksidasyon hizinin
saptanmasi ile 6l¢iiliir. 420 nm dalga boyunda absorbanstaki degisim 45 saniye
boyunca incelenmistir. Kor olarak 900ul tampon ¢ozeltisi 100 pl ABTS
kullanilmistir. Reaksiyon sivisi ise 800 pl tampon 100 ul ABTS 100 pl enzim
¢ozeltisi ile yapilir. (Ihtiyag duyuldugunda enzim c¢ozeltisi 1/10 ve 1/ 100
oranlarinda seyreltilir). Absorbanstaki degisim spektrofotometrenin kinetik modu
ile Ol¢llmistiir. (Madzak, 2006) Spektrofotometre de okunan deger birim
zamanda absorbanstaki degisimdir (abs/sn). Bu degeri enzim aktivitesine
cevirmek i¢in
U=Abs* V*6*10° /e*v
U enzim aktivitesi (umol substrat/ dakika)

A% toplam tepkime hacmi (1 ml)

€ ABTS’ nin yiikseltgenmis formunun ekstinksiyon katsayist (36000 M
cm™)

v tepkimenin ger¢eklesecegi ortama konulan enzim hacmi (100pl)

abs:  Spektrofotometrede okunan deger

3.2.5.3. Lakkaz kinetik parametrelerinin belirlenmesi:

Michaelis- Menten kinetik parametreleri (K, ve Vmax) oda sicakliginda pH
3 sitrat tampon kullanilarak belirlenmistir. Substrat olarak 0,0625 ile 4 mM
arasindaki konsantrasyonlarda ABTS kullanilmistir. Elde edilen kinetik degerler,
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Microsoft Excel yardimu ile ¢izgisel Lineweaver- Burk grafiginde verilerin yerine

konmasi ile kinetik parametreler elde edilmistir.

3.2.5.4. Enzimin 1s1l dayamikhihiginmin belirlenmesi:

Enzim 6rnegi 70 °C’ deki sitrat tamponda (0.1 mol/l, pH 3) 2 saatlik
zaman periyodunda bekletilerek ol¢lilmiistiir. Enzim 6rnekleri her yarim saatte bir
alinmig, hizlica sogutularak enzim aktivitelerine bakilmigtir. Enzim aktivite
tayininde substrat olarak son konsantrasyon 1 mM olacak sekilde ABTS

kullanilmustir.

3.2.5.5. Isil bozunma hizlarinin hesaplanmasi:

Isil bozunma hizinin 1. dereceden kinetik denklem oldugu
diisiiniildiiglinde;
r = AA/At = k[A] denklemi ¢oziildiiglinde
In[A]= -kt +[A]o
k: bozunma hiz sabiti
t : zaman
t12: yart Omur
A: enzimin t anindaki aktivitesi
Ay: baglangictaki enzim aktivitesini simgeler.
In[A] ya kars1 t degerlerinin grafigi ¢izildiginde olusan egimden “k” hiz sabiti
degeri bulunmustur. k hiz sabitinin bulunmasi ile birlikte

In[0,5]/k=t;» denkleminin ¢6ziilmesi ile yar1 Omiir degerleri elde edilmistir.

3.2.5.6. Organik cozgenlerde enzim aktivitesi:

Enzimler 25 °C’ de pH 3 sitrat tamponda substrat olarak ABTS
kullanilarak aktivite degerleri dl¢iilmiistiir. Tepkime ¢ozeltisi tampon igeren su ve
etanol hacim olarak tampon ¢ozeltiden 0.5 ml azaltilip, etanolden (%100 (h/h))
0.5 ml arttirilarak farkli konsantrasyonlarda etanol ¢ozeltileri elde edilmistir. Bu

cozeltilerdeki tepkime hizlarina bakarak aktivitedeki degisim belirlenmistir.
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3.2.6. Lakkaz iiretiminde verim arttirma ¢calismalari

Lakkaz tiretim performansi iyi olan Streptomyces tiirleri i¢in iiretim verimi
ve verimliligini arttirict ¢alismalar yapilmistir. Bu ¢alismalar baslica; substratin
organizma i¢in uygun hale getirilmesi, ortam degisken ve parametrelerinin
optimum degerine getirilmesi, tretimi tesvik edici uygulamalarin denenmesi
seklinde gerceklesmistir.
1- Bugday kepegi/ cay /zeytin yapragi i¢in pH ayarlamast

2- Azot kaynagi se¢imi (organik, inorganik)

3- Azot kaynaginin miktarinin belirlenmesi

4- Giinlere gore aktivitenin degisimi

5- Besi ortami kompozisyonunun belirlenmesi

6- Besi ortami girdilerinin optimum degerlerinin belirlenmesi

7- Yiizey yanit yontemi kullanilarak (YYY); kati kiiltiir parametre ve

degiskenlerinin optimum degerlerinin bulunmasi
8- Indiikleyici maddelerin etkisi

9- Harici bir karbon kaynaginin etkisi

3.2.6.1. Uyvgun azot kavnaginin belirlenmesi

Niladevi et al., (2007)’ nin kullandig1 besi ortamindaki maya 6ziitii ve
(NH4)2SO4 bilesenleri kaldirilarak yerlerine her bir erlende bir azot kaynagi
olacak sekilde 0,2 gr test edilecek azot kaynaklarindan kullanilmistir. Test
edilecek azot kaynaklar1 materyal kisminda verilmistir. Denemeler % 75 nem
oraninda gerceklestirilmistir. Toplama islemi inokulasyonun ardindan 4. giinde

yapilmustir.

3.2.6.2. Besi ortami bilesiminin belirlenmesi:

Besi ortami bilesiminin belirlenmesi amaci ile 10 gr bugday kepegi ve 0,66
gr NH4NO; igeren ortama; mineral maddelerden 0,1 gr, iz elementler ise 1 mM
olacak sekilde konulmustur. Kullanilan bilesenler Cizelge 13’ te gosterilmistir.
Asit seklinde olan element kaynaklar1 (Bor i¢in borik asit) besi ortamma 1M

NaOH ile nétiirlestirilerek sisteme ilave edilmistir.



Cizelge 3.2: S. coelicolor M145’ 1n besi ortami kompozisyonunun belirlenmesi i¢in kullanilan

element ve bilesikler.
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Mineral maddeler (0.1 gr/ 10 gr

substrat)

[z elementler ImM

Sodyum siilfat (NaSQOy)

Glimiis siilfat (AgSQO,)

Potasyum hidrojen fosfat (KH,POj)

Mangan siilfat (MnSO,)

Sodyum hidrojen fosfat (NaH,PQO,)

Iyot (I)

Fosforik asit (H3POy)

Borik asit (H;BO4)

Dipotasyum hidrojen fosfat
(K,HPO,4)

Cinko siilfat (ZnSOy)

Sodyum kloriir (NaCl)

Demir siilfat (FeSO4)

Sodyum siilfat (NaSQOy)

Kobalt siilfat (CoSOy)

Potasyum hidrojen fosfat (K,HPOj)

Sodyum molibdat (NaMoQO,)

Potasyum dikromat (K,Cr,07)

Titanyum dioksit (TiO)

3.2.6.3. Lakkaz sentezini indiikleyici bilesiklerin hazirlanmasi

Indiikleyici bilesiklerin lakkaz {iretimine etkisini incelemek amaci ile bir

cok aromatik bilesik ve metal iyonu test edilmistir. Test edilen bilesikler

¢ Kafeik asit (3,4-Dihydroxyphenyl 2-propenoic acid)

. Ferulik asit (4-hidroksi,3 metoksi sinnamik asit)

° Gallik asit (3,4,5-trihidroksi benzoik asit) ,

° Tannik asit ,
. Fe®,
. Mn"™

o sodyum tartarat (50 uM) kullanilmustir.

Kullanilan indiikleyici bilesikler 1 mM seklinde hazirlanmistir. (sistem 50
ml olarak diisliniilmiistiir. Bu degere gore molar hesab1 yapilmistir). Metal
iyonlari; tliretim ortamina dogrudan konmus, diger bilesik cozeltileri 0,45um
membran filtreden gegirilerek steril edilmis ve inokulasyondan dnce besi ortamina
ilave edilmistir. Indiikleyici bilesiklerden gallik asit, ferulik asit ve kafeik asit %

50 (hacim/hacim) etanolde ¢ozdiiriilerek hazirlanmustir.
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3.2.6.4. istatistiki yontem ile optimizasyon

Tasarimda ve veri analizinde, Design Expert® versiyon 7 (Stat Ease, Inc,
Minneapolis, USA) yazilimi kullanilarak yanit yiizey yontemi ile inceleme
yapilmistir. Deneyin tasarim kisminda merkez karma tasarim (Central Composite

Design) (CCD) kullanilmistir.

1. Istatistiksel tasarim: Tasarim kisminda; CCD yamt uzaymin
tanimlanabilmesi i¢in merkezi nokta aksiyel noktalar ve uzayin digin1 gérebilmek
amacl faktoriyel noktalara sahiptir. Bu noktalar programda 0, 1 ve 1,68 sayilari
ile kodlanmislardir.

Merkez nokta (0)

Aksiyel noktalar (-1,1)

Faktoriyel noktalar (-1,68, 1,68)

Streptomyces coelicolor M145’ in lakkaz iretimi i¢in yapilan optimizasyon
calismasinda kullanilan degiskenler ve tasarim araliklari ¢izelge 3.3, 3.4, 3.5 t;
Streptomyces spp i¢in kullanilan degiskenler ve tasarim araliklari ¢izelge 3.6, 3.7’

de gosterilmistir.

Cizelge 3.3: S. coelicolor M145° in lakkaz iiretimi icin YYY’ de kullanilan bagimsiz
degiskenler ve tasarim arahklari( 1)

Degisken Merkez nokta Aksiyal Faktoriyel
noktalar noktalar
pH 7,25 7-17,5 6,8-7,7

nem (%) 75 70 - 80 66,5 - 83,4
Sicaklik (°C) 28 24 -32 21-35

Cizelge 3.4: S. coelicolor M145 ’iin lakkaz iiretimi icin YYY’ de kullanilan degiskenler ve
tasarim araliklar (2)

Degiskenler Merkezi nokta aksiyel Faktoriyel
noktalar noktalar
Nem (%) 80 75 - 85 71 -89
pH 7,75 7,25- 8,25 6,91 -8,6
zaman (giin) 5 4- 6. 3-7
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Cizelge 3.5: S. coelicolor M145’° in lakkaz iiretimi icin YYY’ de kullamlan degiskenler ve
tasarim araliklari.(3).

degisken Merkezi nokta aksiyel disaridaki
noktalar noktalar
inokulasyon 10° 10*-10° 10— 10%%®
orani (adet)
azot miktar1 (gr) 0,6 0,3-0,9 0,1-1,1
Zaman (giin) 3 2-4 1,32 - 4,68

Cizelge 3.6: Streptomyces M33-1’1n lakkaz iiretimi icin 2*" faktériyel tasarimda kullanilan
degiskenler ve tasarim arahklari.

Kodlanmig FeSOq4 CuSOq4 H;BO4 ZnS0Oq4
faktor
-1 0.1gr 0.1gr 0.1gr 0.1gr
1 10gr lgr lgr lgr

Cizelge 3.7: Streptomyces M33-1’ 1 lakkaz iiretimi icin YYY’ de kullanilan degisken ve
tasarim araliklari.

degisken Merkezi nokta aksiyel disaridaki
noktalar noktalar
Nem (%) 75 70-80 67-83
Sicaklik (°C) 28 24-32 21-35
Zaman (giin) 3 2-4 1,32 - 4,68

2.Veri analizi:

Elde edilen istatistiki modelin giivenilirligini programin hesapladigi p-
degeri, model uygunsuzlugu (lack of fit), yeterli tahminleme (adeq precision),
diizeltilmis regresyon katsayisi (adj R?), tahminlenmis regresyon katsayist (Pred
R?), Box- Cox doniisiimii gibi istatistiki verilere bakilarak karar verilmistir. Karar
verme kriteri olarak;

Diizeltilmis regresyon katsayist ve tahminlenmis regresyon katsayisi
degerleri arasindaki farkin 0.2° den daha az olmasi, yeterli tahminleme degerinin
4’ ten biiyiik olmasi, model uygunsuzlugu degerinin istatistiksel olarak anlamsiz

olmasi, P degerinin ise 0,05 ten kiiclik olmas1 goz oOniine alinmustir. 0,05 ten
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kiiciik p degerlerinde degiskenin yanita etkisinin istatistiksel olarak anlamli
oldugunu, 0,1’ den biiyiilk p degerindeki degiskenlerin ise yanita etkilerinin

istatistiksel olarak anlamsiz oldugunu gosterir.
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4.ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA:

4.1 Lakkaz Ureticisi Tiirlerin Taranmast:

Ilk asama olarak Ege iiniversitesi Biyomiihendislik boliimii aktinomiset kiiltiir
koleksiyonundan temin edilen Streptomyces izolatlar1 lakkaz iiretim potansiyelleri
yoniinden taranmigtir. Taranan aktinomisetler arasinda tanimlamasi yapilmis olan
Streptomyces coelicolor M145, Streptomyces griseus, Streptomyces lividans
suslar1 da yer almaktadir. Tarama yOntemi materyal metod 3.2.1 de belirtilmistir.
70 organizmanin taranmasi sonucunda 5 tiirlin lakkaz tirettigi belirlenmistir (Sekil
4.1). Cizelge 4.1’ de lakkaz aktivitesi veren, Sekil 4.2 de aktivite veren ve

optimizasyon c¢alismasinda kullanilan Streptomyces tiirleri gdsterilmistir.

Sekil 4.1: Lakkaz aktivitesinin varlik yokluk testi: Sekilde oksitlenen ABTS’ deki renk
degisimleri gosterilmistir. Sol taraftaki koyu yesil yiiksek aktivite( S. coelicolor M145),
ortadaki acik yesil diisiik aktiviteyi (Streptomyces M 63-1) gostermektedir. Renk degisimi

olmayan en sagdaki drnekte ise (S. griseus) aktivite bulunamamistir.

Sekil 4.2: Lakkaz iireticisi Streptomyces tiirleri: S. coelicolor M145 (solda) ve izolat
Streptomyces M33-1 (sagda) gosterilmistir
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Cizelge4.1: Lakkaz aktivitesi bulunan Streptoyces tiirleri

Streptomyces | Bulunan aktivite Bulundugu giin Verimlilik
tiir (U/ml) (U/ml/gr substrat
/glin)
M137 SY2 1,47 3 0,0580
M 63-1 0,1216 4 0,00365
M 33-1 1,735 3 0,0693
125-2 0,38 4 0,0114
M 96 0,0129 4 0,00039
S. coelicolor 4,93 3 0,16
M145

Cizelge 4.1° deki verilere gore hem verim, hem verimlilik bakimindan
izolatlardan en 1iyi {iretici olarak Streptomyces M 33-1 secilmistir. Literatiirde
aktivite veren S. griseus ve S. lividans’ ta hem kati kiiltiir hem de lakkaz iirettigi

bilinen siv1 kiiltiir ortamlarinda aktivite gézlenmemistir.

4.2 Substratin pH degerinin ayarlanmasi:

Besi ortaminda karbon kaynagi olarak kullanilan organik substratlar
(bugday kepegi, zeytin yapragi, cay atiklari) yiiksek tamponlama kapasitesine
sahip substratlardir. Otoklav sonrasi pH 6l¢iimii yapildiginda pH degerleri

Bugday kepegi: 5,5
Zeytin yapragi: 5,2
Cay: 4.9

olarak bulunmustur. Deneyde kullanilan Streptomyces tiirlerinin optimum pH’ lari
6,5- 8 arasinda oldugu belirtilmistir (Kampfer, 2000). Bu nedenden dolay1
substratlarin pH degerlerinin arttirilma g¢alismalart yapilmistir. Niladevi et al.,
(2007)’ de substratlarin pH degerleri besleme sivisinin pH’ sinin ayarlanmasi
seklinde gergeklestirilmektedir. Ancak kullanilan substratlarin tamponlama
kapasitesi ve diisiik pH degerlerine sahip olmalar1 nedeni ile besleme sivisinin
pH’ sinin ayarlanmasi yontemi kullanilarak, substrat pH’ s1 organizmaya uygun

diizeye cekilememistir. Bu nedenden dolayr Materyal Metod 3.2.2.6° da
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bahsedilen yontemler kullanilarak pH ayarlama islemi gerceklestirilmistir. Bu
yonteme gore elde edilen sonuglar bugday kepegi icin Cizelge 4.2, 4.3 ve 4.4’ te

verilmigtir.

Cizelge 4. 2: Bugday kepeginde Tris tampon kullanilarak pH’ 1n ayarlamasi

Tris i¢in; 200 ml ¢ozeltide Otoklav sonrasi bugday kepeginin
coziindiiriilen miktar pH * s1
1,44 gr 6,7
1,8 gr 6,85
2,2 gr 6,92
2,5 gr 7

Cizelge 4.3 Bugday kepeginde NaOH kullamlarak pH’ 1n ayarlanmasi

NaOH ile Bugday kepeginin pH’ sinin ayarlamasi:
1,5%2 8,05
0,85*2 7,37
065*2 7,25
0,55%*2 7,08
0,45%*2 7,06

Cizelge 4.4: Bugday kepeginde CaCO; kullanilarak pH’ 1n ayarlamasi

CaCO;3 ile bugday kepeginin pH sinin ayarlanmasi
0,95 7
0,85 6,95
0,75 6,87
0,65 6,82
0,55 6,8
0,45 6,76

Cay i¢in CaCOj; kullaniminda pH degeri en fazla 6,8 ‘e kadar yiikseltilebilmistir.
Bu nedenden dolayr NaOH- CaCOs; karisimi ile denemeler yapilmistir. Cizelge
4.5” te NaOH- CaCOj karigimu ile yapilan pH ayarlama denemeleri gosterilmistir.



62

Cizelge 4.6 da ise tris tamponu kullanilarak yapilan pH ayarlama denemeleri

gosterilmistir.
Cizelge 4. 5: Cay’ da NaOH- CaCQj; karisimi kullamlarak pH’ 1n ayarlanmasi
Eklenen 2M NaOH Eklenen CaCOj (gr)
Ogr 0,25gr 0,5gr 0,75gr
3ml 7,03 7,1 7,2 7,41
4ml 7,36 7,4 7,52 7,75
Sml 7,39 7,75 7,83 7,9

Cizelge 4. 6: Cayda Tris tampon kullanilarak pH’ 1n ayarlamasi

Eklenen Tris pH’ s1 (IM* 30 ml Tris- Cay atiklar1 ortam pH’ s1
HCI tamponu)
7,35 5,97
8 6,13
9,5 6,67
10 7,8
11,25 8,17

Zeytin yapraklarinda ¢ayda oldugu gibi CaCO; * 11 ortamlar pH 7 degerine

ulagamamustir. Bu nedenden dolay1 CaCOs ile pH ayarlamasi yapilamamastir.

Zeytin yapraklarinin pH degerleri ¢izelge 4.7 de verilmistir.

Cizelge 4. 7: Zeytin yapraklarinda Tris tampo

n kullanilarak pH’ 1n ayarlamasi

Eklenen Tris pH’ s1 (IM * 30 ml Tris —

Zeytin yapraklari ortam pH’ s1

HCL tamponu)
7 591
8 6,06
8,6 7,2
9 7,8
9,36 8,26
11 8,43
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Bugday kepeginde, CaCOs; kullanilarak yapilan pH ayarlamasinda Streptomyces’
lara 6zgli havasal misel ve spor olusumu gercgeklesirken (Sekil 4.3), diger pH
ayarlama yontemlerinde havasal miseller goriilmemistir. Cay ve zeytin yapraginda

ise 3 farkli pH uygulamasinda da havasal misel ve spor olusumu goriilmemistir.

Sekil 4.3: Bugday kepegi iizerinde biiyiitiilen S. coelicolor M145: CaCO; kullanim ile pH
ayarlamasi yapilan ortamdaki 8 giinliik Streptomyces coelicolor M145.

4.3 Streptomyces coelicolor M14S5 i¢in uiretim kosullar1 optimizasyonu

Uretim de 10 gr bugday kepegi kullamlmistir. 250 ml’ lik erlenin taban
ylizeyini en uygun sekilde dolduran miktar bugday kepeginde 10 gr oldugu i¢in bu
deger ile calismalar yiiritilmiistir. Cay 7,5 gr; zeytin yapragi ise 10 gr
kullanilmistir. Uretim ortamu olarak Niladevi et al., (2007)’ nin kullanidig1 ortam

kullanilmistir. Bu ortamin se¢ilme nedenlert;

o Bu ortamun kat1 kiiltiirde piring kepeginin nemlendirilmesi i¢in kullanilmig
olmasi,

. Basit bir ortam bilesimine sahip olmast,

. Niladevi’nin kullandigr ortamin bilesiminde Streptomyces’ larin hayat

dongiilerinde 6nemli rolii olan CaCOs ve lakkaz sentezini indiikledigi diisiiniilen

CuSO4 olmasidir.



64

4.3.1. Azot kayna@ tiirii, konsantrasyonu ve optimum iiretim siiresinin

belirlenmesi

10 gr bugday kepegi/ 7.5 gr cay/ 10 gr zeytin yapragi lizerine 0,2 gr
organik veya inorganik azot kaynaklarinin eklenmesi ile denemeler yapilmistir.
Taranan azot kaynaklari materyal metod 3.1.2 de gosterilmistir. Deneme sonuglari
S. coelicolor M145 igin Cizelge 4.8 deki gibidir. En iyi sonu¢ NH4NO;
kullanildiginda alinmistir. Cizelge 4.8” de yer almayan diger inorganik ve organik
azot kaynaklarinda ise aktivite bulunamamustir. Ayrica literatiirdeki lakkaz
tireticisi Streptomyces tiirleri (S. lividans, S. griseus)’ cay, zeytin yapragi ve
bugday kepeginin materyal metotta (bkz ¢izelge 3.2) gecen azot kaynaklar ile

zenginlestirilerek lakkaz aktivitelerine bakilmis ancak aktivite bulunamamaistir.

Cizelge 4. 8: S.coelicolor M145 ’ te aktivite bulunan azot kaynaklari

Azot kaynag1/ karbon kaynagi Aktivite (U/ml)
NH4NOs/ bugday kepegi 4,93
NaNO; / bugday kepegi 2,63

KNOs/ bugday kepegi 1,062

4.3.2 Optimum azot miktarinin belirlenmesi

En iyi aktivite veren azot kaynagi olarak NH4NO; bulunduktan sonra
NH4NO; ¢ in optimum miktarinin belirlenmesi ¢aligmalart yapilmistir. Bunun igin
farkli miktarda NH4NOj; i¢eren mineral maddelerce zenginlestirilmis (bakir siilfat
ve Magnezyum siilfat) substratlarin gilinlere gore lakkaz aktivite degerlerine
bakilmistir. Cizelge 4.9 da farkli azot konsantrasyonlarinda elde edilen lakkaz

aktivitelerinin zamanla degisimi gosterilmistir.

Lakkaz tretimi i¢in en uygun NH4NO; miktar1 verimlilik degerlerine
bakilarak belirlenmistir. Cizelge 4.10 de 0,5 ve 0,66 gr NH4NO; igeren 6rneklerin

giinlere gore verim ve verimlilik degerleri gosterilmistir. Bu verilere gore 5.



giinde 0,66 gr NH4NO; kullanildiginda 3,42 U/ml giin ile en yliksek verimlilik

degeri elde edilmistir.
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Cizelge 4.9: Degisen azot konsantrasyonlarinda aktivitenin zamana gore dagilm

NH4NO; miktari Zaman (giin)

3 4 5
1,25 gr 5,53 5,83 7,25
1 gr 5,63 5,83 7,58
0,825 gr 6,88 6,67 11,67
0,66 gr 10,08 11,83 17,15
0,5 gr 9,90 13,08 13,25
0,33 gr 7,42 11,63 13,58
0,165 gr 3,83 4,63 6,63
0,0825 gr 2,12 2,27 2,53
0,04125 gr 1,04 0,27 0,39
0 gr 0 0 0

Cizelge 4.10: S. coelicolor M145 icin farkh azot konsantrasyonlarinda lakkaz verim-

verimlilik tablosu

Zaman
(gilin) Verim verimlilik tablosu
0,5gr NH4NO3 0,5 NH4NOs3 0,66 NH4NO; 0,66 NH4NO;
Verim Verimlilik Verimlilik
(Uml/ g U/ ml/ giin/ g Verim U/ml/giin/
substrat) substrat U/ml/g substrat gsubstrat
3 1,09 0,33 1,1 0,3367
4 1,30 0,327 1,18 0,295
5 1,32 0,262 1,71 0,342
6 1,38 0,218 1,62 0,27
7 1,77 0,253 1,9 0,27

Verimliligin en yiiksek oldugu 5. gilin aktivite degerleri grafige aktarildiginda
NH4NOs konsantrasyonu ile lakkaz aktivitesi arasindaki iliski daha belirgin hale




66

gelmistir. Sekil 4.4’ de optimum NH4NO; konsantrasyonunun 0,66gr olarak

bulunmustur.

20
18 -
16 -
14
12 -
10 +

aktivite(U/ml)

o N MO
\

0] 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2 1,4
NH4NO3 miktan (gr)

Sekil 4. 4: 5. giinde degisen NH;NO; konsantrasyonlarina gore lakkaz aktivitesi

4.3.3. Iki farkh azot kaynag kullamiminin lakkaz iiretimine etkisi

Optimum azot kaynagi ve miktar1 belirlendikten sonra bu miktardaki azot
gramina es deger 2 farkli azot kaynaginin kullanilmasinin lakkaz aktivitesine
etkisi incelenmistir. Uretimler 5. giinde sonlandirilmustir. S. coelicolor M145 icin

elde edilen sonuglar Cizelge 4.11° de gosterilmektedir.

Cizelge 4. 11: Azot oran1 korunarak karnistirilan iki farkh azot kaynagindaki lakkaz aktivite
degerleri

Azot kaynaklari Enzim aktivitesi (U/ml)

0,66 gr NH4NO3 (kontrol) 19 (U/ml)

0,33 gr NH4NO3 (kontrol) 11,12 (U/ml)
0,11 gr NH4sNO; (kontrol) 2,34 (U/ml)
0,87 gr maya Oziitii + 0,33 gr NH4NO; 11,84 (U/ml)
1,65 gr maya oziitii + 0,11 gr NH4NO3 3 (U/ml)

0,55 gr (NH4),SO4 + 0,33 gr NH4NO; 11,5 (U/ml)
0,92 gr (NH4),SO4+ 0,11 gr NH4NO; 3,34 (U/ml)
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Cizelge 4.8’ e gore NH4NO; disindaki bir azot kaynagimin dogrudan enzim
tretimine etkisinin olmadigi, lakkaz tiretimi ile NH4sNO3; miktarimin giiglii bir
iligkisinin oldugu goriilmektedir. Sekil 4.5 ve 4.6’ da 0,11 gr NH4NOs igeren
sistemde harici bir azot kaynagi kullanmak sistem verimini % 6 arttirmisken, 0,33
gr NH4NO; miktar1 arttiginda (0,33 gr) ikinci azot kaynagi kullanimi sistem

veriminde istatistiksel olarak anlamli bir degisim yaratmamustir.

13

12,5

=
N

11,5

aktivite (U/ml)
'—\
'—\

10,5

10

9,5
kontrol Maya (NH4)2s504

2.azot kaynag tiri

Sekil 4.5: ikinci azot kaynagin kullamminda 0,33 gr NH,NO; ¢ i ortamdan elde edilen
aktivite degerleri

4
3,5

3

g 25
8 2
§ 1,5
1

o
o

o

kontrol Maya (NH4)2504

2. azot kaynag: turu

Sekil 4.6: ikinci azot kaynag kullamminda 0,11 gr NH,NO; iceren ortamdan elde edilen
aktivite degerleri



4.3.4. Mineral madde ve iz elementlerin optimum konsantrasyonlarinin

belirlenmesi:

Uretim ortaminda kullanilan MgSO4 ve CuSO, bilesenlerinin optimum
oranlariin bulunmasi i¢in, sisteme degisen miktarlarda MgSO4 ve CuSO4
eklenerek bu bilesenlerin miktarlarinin lakkaz sentezine etkileri incelenmistir.

Sekil 4.7° de MgSO4 ve Sekil 4.8” de CuSO4’ 1n degisen konsantrasyonlarinda
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elde edilen lakkaz aktiviteleri gosterilmistir.

aktivite (U)
[o¢]
H

0 10

50

100 250 500
MgS0O4 (mg)

1000

2500 10000

Sekil 4.7: MgSO, miktarinin lakkaz iiretimine etkisi

MgSO4 miktar1 250 mg’ a kadar arttiginda aktivitede bir artis gozlenmistir.

250 mg’ dan yiiksek MgSO, lakkaz aktivite degerlerini diigiirmiistiir.

HH

aktivite (Wimi)
I
@]
L

o] 0,01 0,05 0,075 0,1 0,25 0,5

CuS04 miktarn (mg)

1

2,5

Sekil 4.8: CuSO,4 miktarimin lakkaz iiretimine etkisi
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Bakir canlilar i¢in 6nemli bir iz elementtir. Yapisinda bakir iyonlari
bulunduran c¢oklu bakir mavi proteinleri (MCBP) canlilarin temel yasamsal
faaliyetlerini siirdlirebilmesi i¢in gereklidir. Ancak bakir iyonlar1 ayn1 zamanda
hiicrelere toksik etkide de bulunmaktadir (Worrall and Vijgenboom, 2009). Sekil
4.8’ de goriildiigli gibi bakir iyonlari belirli bir konsantrasyona kadar hiicre basina
lakkaz sentezini indiikledigi ancak belirli bir noktadan sonra hiicrelere toksik
etkide bulunmasindan dolay1 toplam lakkaz sentezinde bir azalisa neden oldugu

goriilmektedir.

4.3.5 Besi ortami bilesenlerinin belirlenmesi:
Cesitli metal, fosfat, potasyum, sodyum kaynaklarinin lakkaz enzimi
tiretimine etkileri incelenmistir. Yapilan {retimler, % 75 nem degerinde

baslatilmistir. Sekil 4.9” da aktivite degerleri gosterilmistir.

aktivite (U/ml)

hilegik tiirii

Sekil 4.9: Cesitli metal ve mineral kaynaklarinin lakkaz iiretimine etkisi

Sekil 4.9 a bakildiginda kontrol grubu ile yapilan kiyaslamalarda fazladan
kullanilan bircok maddenin lakkaz sentezine olumsuz etkide bulundugu
bazilarinin ise lakkaz sentezine etki etmedigi gortilmustiir. Bu bilesikler arasinda
aktiviteyi destekleyen bilesik bulunmamaktadir.

o Lakkaz sentezine etki etmeyen maddeler: NaCl, MnSOy,’ tir.

. Lakkaz sentezine olumsuz etkide bulunan bilesikler:

1. Metal iyonlarindan Fe, Ag, I, B, Ti, Co, Zn, Cr, Mo
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2. Fosfat kaynaklari: (KH,POy4), (NaH,POs), (H3POy4), (KoHPO,)’ dir.

Bu veriler 1s18inda Streptomyces coelicolor M145 kullanildiginda lakkaz
iretimi i¢in basit bir ortam kompozisyonu ile lakkaz iiretimi basarili bir sekilde
gergeklestirilebilirken, agir metal ve fosfat kaynagi iceren atiklar ise lakkaz
verimini diistirmiistiir. Sistem ImM demir i¢erdigi zaman lakkaz aktivitesi kontrol
liretimine gore % 60 oraninda, fosfat kaynagi varliginda ise % 20 oraninda
diismiistlir. Bu nedenle atik degerlendirme ¢alismalarinda bu tip bilesenleri igeren

atik ortamlariin kullanilmasi pek tercih edilmemelidir.

4.3.6.Yiizey yamit yontemi (YYY) ile kati Kkiiltir degiskenlerinin

optimizasyonu;

Lakkaz iiretimi optimizasyonunda; deney tasariminda hangi degisken ve
parametrelerin degerlendirilmesi gerektigi, bu degisken ve parametrelerin hangi
araliklarda incelenmesi gerektigi; hem literatlirdeki veriler taranarak hem de
kisisel bilgi ve tecriibeye dayanarak gerceklestirilmistir. Buna gore S. coelicolor

M145’ 1in optimum kosullarinin belirlenmesi asagidaki gibi gergeklestirilmistir.

4.3.6.1. pH- Sicaklik- Nem (pH, T, Nem )
Literatiirde (Kampfer,2006) pH ig¢in Streptomyces tiirlerinin optimum

araliginin 6,5- 8 oldugundan behsedilmistir. Daha 6nce yapilan denemelerde de S.
coelicolor M145’ 1n pH 7- 7,5 arasinda en iyi biiylimeyi gosterdigi goriilmiistiir.
Literatiirde nem ile ilgili olarak kati kiiltiir fermantasyonunda nem degerinin
bakteriler i¢in % 70 ve iizeri degerlerde optimum oldugu belirtilmistir.(Mitchell et

al, 2006)

Ayrica bu bilgi; daha once yapilan 6n denemelerle de teyit edilmistir.
Kampfer, (2006), bu organizmalar i¢in optimum sicaklik degerinin 25- 35 ° C
arasinda oldugu belirtilmistir. Bu tasarimda kullanilan degiskenler ve hangi
araliklarda analiz edildikleri Materyal Metod da (bkz. Cizelge 3.3) gosterilmistir.
Deneyler sonucunda elde edilen yanitlarin tasarim sablonu Cizelge 4.12° de,

verilerin analizi ise Cizelge 4.13- 4.14’ te yapilmustir.



71

Cizelge 4.12: S. coelicolor M145 icin merkezi karma tasarimda (MKT) kodlanan degerler ve
gozlenen yamit (lakkaz aktivitesi) (1)

Sicaklik pH Nem Aktivite (U/ml)
0 0 0 16,07
-1 -1 1 12,09
-1 1 -1 19,97
0 0 0 22,51

-1,68 0 0 18,09
1,68 0 0 14,39
0 -1,68 0 6,59
0 0 0 9,84
0 0 0 7,1

1 -1 -1 16,23
0 0 1,68 18,15
0 0 0 16,07
1 -1 1 11,94
0 0 -1,68 8,09

1 1 1 12,42
-1 1 1 9,31

-1 -1 -1 25,76
0 1,68 0 23,32
0 0 0 14,55
1 1 -1 12,13

Cizelge 4.13: Ikinci dereceden tasarimmin ANOVA’ s1 (S .coelicolor M145/ 1akkaz)

Kaynak Kareler | Serbestlik | Ortalamalarin F P-
Toplami1 | derecesi karesi degeri | degeri
Model 242,11 2 121,06 6,45 | 0,0083
Hata 319,23 17 18,78
Model uygunsuzlugu 190,32 12 15,86 0,62 | 0,773
Pure error 128,91 5 25,78
Toplam 561,34 19
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Cizelge 4.14: Tasarimin giivenilirligi ile ilgili istatistiki veriler (S. coelicolor M145 / lakkaz)

Std sapma 4,33 Regresyon katsayisi 0.4313
(RY)
Ortalama 14,73 (Adj R’ 0.3644
Varyasyon katsayisi 29.42 (Pred R*)* 0.2319
PRESS” 431,17 Yeterli tahminleme 7.800
Model denklemi:

R1=16.67+ 3,01 *C- 2,84*A

:\:1

A
““‘_‘.‘_‘\‘-
S
19.8 et

15.3

RA1

13.05

10.8

§0.00

70.00 24.00

Sekil 4.10: S. coelicolor M145° un Cizelge 4.12° deki verilere gore olusturulan lakkaz
iiretiminin yanit yiizeyi

*PRESS: Tahminlenmis kalint: hata kareler toplami,
? Adj R?: Diizeltilmis regresyon katsayisi,

* Pred R2: Tahminlenmis regresyon katsayisi
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Deneyde sicaklik, nem, pH’ 1 ve bu degiskenlerin birbiri ile
etkilesimlerinin lakkaz aktivitesi (R1)’ ne etkisi incelenmistir. Bu faktorlerden
istatistiksel olarak anlamli olan degerler, Nem, ve Sicaklik®> dir. pH ‘in 7- 7,5
arasindaki degerlerinin enzim aktivitesine etkisi istatistiksel olarak anlamsizdir.
Ancak pH degerinin optimumunun belirlenmesi icin 7,5 degerinin disindaki
noktalarinda incelenmesi gerektigi diisiiniilerek yeni bir deney tasarlanmistir.
Sicaklik degeri ise 28 °C ‘de maksimum lakkaz aktivitesi vermekte ve diger
degiskenlerden bagimsiz olmaktadir (diger degiskenler ile etkilesimi yoktur).
Sekil 4.7’ de gorildiigii gibi nem degeri artisi ile lakkaz aktivitesi artmaktadir. Bu
nedenden dolay1 bu deneyde sicakligi 28 °C’ de sabitleyip diger degiskenlerin

optimum degerlerine ulagmak i¢in yeni bir deney tasarlanmustir.

4.3.6.2. Nem, pH, zaman

4.3.6.1 denemesinden yola ¢ikarak nem degerleri %75- 85 arasinda
taranmustir. pH degerleri 7,25- 8,25 arasinda taranmistir. Onceki denemelerde 5.
giiniin maksimum verimlilikte oldugu ispatlanmisti. Bu veriyi YYY ile de teyit
ettirmek i¢in ve giin ile diger faktorlerin etkilesim i¢inde olup olmadigini gérmek
icin zaman degiskeni YYY’ de tekrar incelenmis ve merkezi nokta olarak 5. giin
alimmustir. Streptomyces’ larin kat1 ortamdaki yasam dongiileri 7- 8 giin arasinda
oldugu i¢in merkezi noktadan 1 giinliilk mesafe ile aksiyel noktalar se¢ilmistir. Bu
tasarimda kullanilan degiskenler ve hangi araliklarda analiz edildikleri Materyal
Metod’ ta (bkz. Cizelge 3.4) gosterilmis, deneylerden elde edilen yanitlar ve
tasarim sablonu Cizelge 4.15 te verilmistir. Verilerin analizi ise Cizelge 4.16-

4.17 te yapilmustir.



74

Cizelge 4.15: MKT’ de kodlanan degerler ve gozlenen yanit ( S. coelicolor M145/lakkaz

aktivitesi) (2)

Nem pH Zaman Aktivite (U/ml)
0 0 0 10,24
-1 -1 1 11,92
-1 1 -1 22,81
0 0 0 8,38

-1,68 0 0 21

1,68 0 0 6,57
0 -1,68 0 11,67
0 0 0 19,60
0 0 0 13,99
1 -1 -1 12,01
0 0 1,68 9,71
0 0 0 12,14
1 -1 1 14,12
0 0 -1,68 9,17
1 1 1 22,39
-1 1 1 23,73
-1 -1 -1 24,66
0 1,68 0 22,48
0 0 0 29,56
1 1 -1 20,61

Cizelge 4.16: indirgenmis ikinci dereceden modelin ANOVA’ s1 (S .coelicolor M145/ lakkaz)

N kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamalarin | F degeri | P- degeri
toplami derecesi karesi
Model 431,58 4 107,9 3,92 0,0227
Hata 413,34 15 27,56
Model 232,74 10 23,27 0,64 0,7412
uygunsuzlugu
Saf hata 180,6 5 36,12
Toplam 844,92 19
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Cizelge 4. 17: Modelin giivenilirligi ile lgili istatistiki veriler (S. coelicolor M145/ lakkaz) (2)

Std sapma 5,25 Regresyon katsayist 0.5108
(R%)
Ortalama 16,34 Adj R* 0.3803
Varyasyon 32.13 Pred R 0.2208
katsayisi
PRESS 658,32 Yeterli tahminleme 7.801
Model denklemi:

R1=1457+3,4%*A-325% A*B—-337*A*C+258A°

Sekil 4.11° de goriildiigii gibi lakkaz aktivitesi nem degerinin kuvvetli bir
fonksiyonudur. Nem degeri arttik¢a aktivitenin artacagi gdziikmektedir. Ancak
kontrol denemelerinde nem % 80 in iizerine ¢iktiginda aktivitede azalma
meydana gelmektedir. Nem degeri %85 oldugunda aktivite yaklasik 8 kat
azalmaktadir. Ayrica kullanilan bugday kepeginin nem tutuculugu maksimum %
80 nem degerindedir (gorsel olarak karar verilmistir.). Bu deger iizerinde sisteme
eklenen su, substrat tarafindan emilmemekte ve kati tanecikler arasindaki hava
boslugunu doldurmaktadir. Bu durumun iiretim siirecinde kiitle ve 1s1 transferi
sorunlarina yol actig1 bildirilmektedir (Mitchell et al., 2006). Bu nedenlerden
dolay1 nem degeri % 80’ de optimum olacag: diisiiniilerek (bir 6nceki rsm
calismasindan da yararlanarak) bu degere ayarlanmistir. % 80 nem degeri i¢in pH’
m azalan degerlerinde daha fazla aktivite daha kisa siirede gozlenmektedir. Sekil
4.11e bakarak; enzimin, % 80 nem oranindaki diisiikk pH degerlerinde, 4. giinden
onceki bir zamanda sentezlenmis ve zamanla aktivite kaybederek diger giinlere
aktarildigr seklinde yorumlanmustir. 3. deney diizeneginin tasarimi bu bilgiler
1s1ginda yapilmistir. Bu deneyde ise baslangic pH degerinin 7,25 ¢ in {izerine
ciktiginda ise sistemimizde aktivite kaybi gézlenmektedir. Bu da ilk deneydeki 7-
7,5 araliginin istatistiksel olarak anlamsiz oldugu bilgisi ile birlestirildiginde 7-
7,25 araliginin anlamsiz olup pH 7 de baslatilan {iretimlerin optimum aktivite

oldugu sonucu ¢ikarilmistir.
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Sekil 4.11: 8. coelicolor M145° in Cizelge 4.15° teki verilere gore olusturulan lakkaz
iiretiminin yanit yiizeyi

4.3.6.3.inokulasyon orani, azot konsantrasyonu, zaman (inok, N, zaman)

[lk iki deneyde sicaklik, pH, nem degerleri optimum kosullarma
getirilmistir. Kat1 kiiltiir verimini etkileyen diger degiskenler ise inokulasyon
orant ve C/N oranidir. C/N orani degiskeni, karbon kaynagi olan bugday kepegi
miktarmi 10 gr’ da sabitleyip dogrudan azot miktar1 seklinde alinmugtir. Onceki
denemelerden optimum olarak elde edilen 0,6 gr NH4sNO;3; miktar1 YYY deki
merkezi nokta olarak almmistir. Inokulasyon orani degerleri elde edilen spor
siispansiyonunun ml’ sindeki spor sayisina goére alinmistir. Kullanilan spor
siispansiyonunda 4*10” adet/ml spor bulunmaktadir. Bu neden ile merkezi noktay1
10° alip disaridaki (aksiyel) noktalari 10° ve 10* atandiginda, CCD kullamilarak
10" ve 10° inokulasyon oranlarinda da sistemin nasil yanit verecegi test edilmistir.
2. deneyde kararlagtirilan 4. giin oncesinin gozlenmesinde ise merkezi nokta
olarak 3 giin alinmig bdylelikle aksiyal nokta olarak 4. giin alinip CCD ile 5.
giindeki aktivite de gozlenmistir. Bu tasarimda kullanilan degiskenler ve hangi
araliklarda analiz edildikleri Materyal Metod’ ta (bkz. Cizelge 3.5) gosterilmis,
deneylerden elde edilen yanitlar ve tasarim sablonu Cizelge 4.18” de verilmistir.

Verilerin analizi ise Cizelge 4.19- 4.20° de yapilmustir.
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Cizelge 4.18: MKT’ de kodlanan degerler ve gozlenen yamit ( S. coelicolor M145/lakkaz

aktivitesi) (3)

Inokulasyon orani Azot miktar Zaman Aktivite (U/ml)

-1 -1 -1 12,1
1 -1 -1 16,13
-1 1 -1 2,01
1 1 -1 4,29
-1 -1 1
1 -1 1 14,79
-1 1 1 4,71
1 1 1 4,9

-1,68 0 0 8,72

1,68 0 0 30
0 -1,68 0 14,57
0 1,68 0 7,604
0 0 -1,68 1,72
0 0 1,68
0 0 0 16,49
0 0 0 2,22
0 0 0 24,18
0 0 0 18,33
0 0 0 17,15
0 0 0 16,44

Cizelge 4.19: indirgenmis ikinci dereceden modelin ANOVA’ s1 (S .coelicolor M145/ lakkaz)

- Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamalarin | F-degeri | P- degeri

toplami1 derecesi karesi

Model 726,88 4 181,7 6,25 0,0049

Hata 377,46 13 29
Model 113,77 8 14,22 0,269 0,95
uygunsuzlugu
Saf hata 263 5 52,74
toplam 1104 17
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Cizelge 4.20: Model giivenilirliginin testi icin gerekli istatistiki veriler (S.coelicolor M145/
lakkaz) (3)

Std Sapma 5,39 Regresyon 0,6582
katsay1s1(R2)
Ortalama 12.02 Adj R 0,553
Varyasyon 44.83 Pred R 0,3613
katsayist
PRESS 705.32 Yeterli tahminleme 9,241
Model denklemi;

R1=15,18 +6,33 * A —3,74 * B— 5,52 * C* - 52% A* B?

23
18.25

13.9

R1

8.75

1.00

Sekil 4.12: S. coelcolor’ 1 Cizelge 4.18° deki verilere gore olusturulan deneyden elde edilen
lakkaz iiretiminin yanit yiizeyi.

Sekil 4.12° de aktivitenin azot konsantrasyonu 0,53gr oldugu 3. giinde maksimum
aktiviteyi vermektedir. inokulasyon orami arttikca aktivitede artis goriilmektedir.

Inokiilasyon miktarini optimize etmek icin 2. deney tasarlanmustir.
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Sekil 4.13: Lakkaz aktivitesinin inokule edilen spor sayisi ile degisimi

4.3.6.4. inokule edilecek spor sayisinin belirlenmesi:
Spor siispansiyonundan alman Grnekler 10°, 107 oranlarinda erlenlere ekilmistir.

Elde elden aktivite degerlert;

. 10° degeri igin 24,2

o 107 degeri igin 23,5

elde edilmistir. YY'Y kullanilarak yapilan optimizasyon denemelerinin sonucunda;

Optimum kosullar ¢izelge 4.21°deki gibi bulunmustur.

Cizelge 4.21: S. coelicolor M145’ dan 1akkaz iiretimi prosesi icin optimum degerler

Sicaklik 28 °C
pH 7
nem orani % 80
inokulasyon miktar1 10°
Uretim siiresi 3
NH4NO3 miktari 0,53




80

4.3.7. Harici bir karbon kaynag@ ile besi ortaminin desteklenmesinin lakkaz
enzimi iiretimi iizerine etKisinin incelenmesi:

Optimize edilmis iiretim ortamina ¢ay gibi fenolik igerigi yiiksek,
kompleks bilesenlerin substrat olarak kullanilan bugday kepegi ile farkli oranlarda
(9,5/0.5, 9/1, 8/2) kanstirtlip, lakkaz aktivitesindeki degisim incelenmistir.
Aktivite degerleri Cizelge 4. 22° de verilmistir.

Cizelge 4. 22: S. coelicolor M145 icin farkh oranlardaki bugday kepegi- ¢cay karisimindan
elde edilen lakkaz aktivite degerleri

Bugday kepegi/ ¢ay oran1 (gr/gr) U/ml
10/0 30,24
9,5/0,5 15,39

9/1 0,33

8/2 0,13

S. coelicolor M145 cay igeren Orneklere ekildiginde aktivite kaybi
yasamaktadir. 0,5 gr ¢ay igeren optimize besi ortamina ekilen S. coelicolor M145
lakkaz aktivitesinin % 50 sini kaybetmistir. 1 gr ¢ay iceren Ornekte ise aktivite

%1’ e diismiistiir.

4.3.8. Indiikleyici maddelerin lakkaz iiretimine etkisi:

Lakkaz iiretimi icin optimum ortam kompozisyonu ve sartlari
belirlendikten sonra enzim iiretimini tegvik edici fenolik ve fenolik olmayan 7
bilesik denenmistir. inokulasyondan 4 giin sonra aktivite tayini yapilmistir.
Kullanilan bilesikler (bkz Materyal Metod 3.2.6.3) Sekil 4.14° te gosterildigi gibi
% 80 nem diizeyinde kontrol grubu ile kiyaslama yapildiginda tartarath ortamdaki
aktivite yliksek ¢ikmasina ragmen aralarindaki fark anlamsizdir. Diger bilesikler
ise aktiviteyi diisiirmektedir. Cizelge 4.26° da % 80 nem diizeyindeki aktiviteler
gosterilmistir. Kontrol grubu ile yapilan kiyaslamalarda lignin model bilesikleri
olan kafeik asit, ferulik asit gallik asit ve tannik asitin lakkaz sentezini azaltmistir.
Ornegin gallik asit aktivite degerini %80 azaltmistir. Ayrica ¢ay atif1 bugday
kepegi karisimlarinda da g¢ay atiklarinin oraninin artis1 ile birlikte elde edilen

lakkaz aktivitesi azalmaktadir. Bu bulgulara dayanarak, fenolik bilesiklerin
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Streptomyces coelicolor M145 hiicrelerine toksik etkide bulundugu ve bu
hiicrelerin lakkaz sentezini indiiklemedigi, Streptomyces’ larin lakkazi salgilama
nedenlerinin fenolik bilesik detoksifikasyonu veya bu bilesiklerin karbon kaynagi
olarak kullanilmasinin olmadig1 seklinde yorumlanmistir. Literatiirde, Niladevi
(2008) optimize edilen ortam bilesimine konan bir¢ok indiikleyici maddenin

Streptomyces psammaticus’tan elde edilen lakkazin aktivite degerlerini arttirdigini

gormustur.
30
3. 20 = —
=L}
= U —F— ]
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5 41 —
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asit asit asit asit
indiikleyiciler

Sekil 4.14: Streptomyces coelicolor M145 ‘te indiikleyici maddelerin lakkaz sentezine etkisi

Bu degerlerden en ytiiksegi pirogallol kullanildiginda aktivitenin 9,6 U/ml
ye kadar ¢iktig1 gozlenmistir. (kontrol grubunun aktivitesi 5,9 U/ml  dir.). Fungal
kaynak olan Lentinula edodes’ tan elde edilen lakkazda ise hiicreler amonyum
tartarat ile indiiklendiklerinde 30. giinde 251 U/ml aktivite vermektedir.. S.
coelicolor M145 3 giinde 35 U/ml aktivite vermektedir. Bunun verimlilik
degerleri 11,67 U/ ml/ giin olurken L. edodes kullanildiginda verimlilik degeri
8,33 U/ ml/ giin olmaktadir.

4.4. Streptomyces M 33-1 izloat1 ile Yapilan Uretim Denemeleri

4.4.1. pH ayarlama Yontemi
Streptomyces M 33-1 izolat1 i¢in ¢esitli yontemler ile pH ayarlamasi
yapilarak aktivite degerlerine bakilmistir. Elde edilen aktiviteler Cizelge 4. 23° de



gosterilmigtir. Cizelge 4.23° e gore Streptomyces M33-1 hiicrelerinden lakkaz

tiretimi i¢in pH degerinin ayarlanmasinda CaCOj kullanilmasi kararlagtirtlmigtir.

Cizelge 4.23: Streptomyces M 33-1 icin pH ayarlama yontemi ve elde edilen aktivite degerleri

pH ayarlama yontemi Aktivite (U/ml)
NaOH -
Tris 2,25
CaCOs 3

4.4.2. Azot kaynagimin belirlenmesi:

10 gr bugday kepegi/ 7.5 gr ¢ay/ 10 gr zeytin yapragi lizerine 0,2 gr
organik veya inorganik azot kaynaklarimin eklenmesi ile denemeler yapilmistir.
Taranan azot kaynaklari materyal metod 3.1.2 de gosterilmistir. Deneme sonuglari
Streptomyces M 33-1 icin Cizelge 4.24° deki gibidir. En iyi sonu¢ NH4NOj;
kullanildiginda alinmustir. Cizelge 4.28° de yer almayan diger inorganik ve

organik azot kaynaklarinda ise aktivite bulunamamustir.

Cizelge 4.24: Streptomyces M 33-1 ‘de lakkaz aktivitesi bulunan azot kaynaklari

Azot kaynaklar1/ karbon kaynag1 Aktivite (U/ml)
NH4NOj; /bugday kepegi 2,42
KNOj; /bugday kepegi 0,40
NaNOj; /bugday kepegi 0,20

4.4.3.0ptimum azot konsantrasyonunun belirlenmesi:

Farkli miktarlarda azot igerigi olan bugday kepekli ortamlarin incelenmesi
ile elde edilmistir. Sekil 4.15 de azot miktarina gore aktivitedeki degisim
goziikkmektedir. Streptomyces M 33-1’ i¢in optimum azot miktar1 0,6 gr NH4NO;

olarak bulunmustur.
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aktivite (Wmi)
w N
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Sekil 4.15: Streptomyces M33-1 ¢ de NH,;NOj; miktar ile lakkaz sentezi arasindaki iliski

4.4.4 Cesitli bilesiklerin aktiviteye olan etkileri ve besi ortami bilesimi:
Streptomyces M33-1. izolat1 kullanilarak yapilan mineral madde taramasi

sonucu ¢ikan sonuglar sekil 4.13” deki gibidir. Taranan maddeler Materyal metod

kisminda verilmistir. (bkz ¢izelge 3.3) Sekil 4.13” te bor ve demir bilesiklerinin

lakkaz aktivitesini arttirdig1 goriilmektedir.
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Sekil 4.16: Streptomyces M 33-1’ in lakkaz sentezine cesitli maddelerin etkisi

Ayni1 zamanda bakir siilfatin da aktiviteyi arttirdigi diisiiniilerek bu 3
bilesik ve ¢inko siilfatin aktiviteyi nasil etkiledigi istatistiki analiz ile

karsilastirlmistir. Tasarim 2°* faktoriyel tasarim seklinde gerceklestirilmistir. Bu
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tasarimda kullanilan degiskenler ve hangi araliklarda analiz edildikleri materyal
metod ta (bkz. Cizelge 3.6) gosterilmis, deneylerden elde edilen yanitlar ve
tasarim sablonu Cizelge 4.25 te verilmistir. Verilerin analizi ise Cizelge 4.26-

4.27° de yapilmustir.

Cizelge 4.25: 2*' faktoriyel tasarimda kodlanan degerler ve gozlenen yamit ( Streptomyces
M33-1/lakkaz )

Fe Cu B Zn Aktivite
(U/ml)
0,1 0,1 1 1 1,77
0,1 0,1 0,1 0,1 2,24
10 1 1 1 1,095
10 1 0,1 0,1 1,35
10 0,1 1 0,1 2,7
0,1 1 1 0,1 2,35
0,1 1 0,1 1 1,37
Cizelge 4.26: 2*" faktoriyel tasarimin Anova’ s1 (Streptomyces M33-1/ lakkaz)
Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamalarin | F-degeri P- degeri
toplam1 derecesi karesi
Model 0,69 5 0,14 1607,81 0,0006
hata 1,726* 107 2 8,628* 107
3
toplam 0,69 7
Cizelge 4.27: Model giivenilirliginin testi icin gerekli istatistiki veriler
Std Sapma 9,289 10°% Regresyon 0,9998
katsayist (R?)
Ortalama 0,55 Adj R 0,9991
Varyasyon 1,7 Pred R 0,996
katsayist
PRESS 2,761 107 Yeterli 112.925
tahminleme
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Sekil 4.18: S. M33-1 Bakir ve cinko miktarina bagh olarak lakkaz aktivitesinin degisimi

Sekil 4.17° te goriildiigii gibi FeSO4 ve H;BO4 miktarina baglh olarak aktivitedeki
degisim gosterilmektedir. Istatistiksel veri analizi sonucu; CuSO4 ve ZnSO4’ 1n

azalan konsantrasyonlarinda (sekil 4,18); FeSO, ve H3;B0s 1iin artan
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konsantrasyonlarinda aktivitenin arttig1 goériinmiistiir. Bu nedenden dolay1 ortam
bileseni olarak CuSO4 ve ZnSOy ¢ikartilmistir. Demir ve bor’un optimum degerini

bulmak i¢in 3. bir deneme kurulmustur.

Deneme 3
Bu denemede FeSO,4’ tan 10- 15- 20- 25 mg H;BO,’ ten ise 1,875- 3,75-

7,5- 10 mg kullanilarak lakkaz aktivite degerlerine bakilmistir.

Cizelge 4.28: Demir ve borun miktarinin lakkaz aktivitesine etkisi (Streptomyces 33-1)

FeSOq4 Aktivite H;BOy4 Aktivite
10 3,064 1,875 1,5
15 3,3 3,75 1,89
20 3,67 7.5 4.1
25 2,39 10,0 3,78

3

Optimum aktivite degerleri FeSO4 i¢cin 20 mg H3BOs4 i¢in 7,5 mg
dir.(Cizelge 4.28). Metal atiklarinin varligi bu organizmanin lakkaz sentezini

olumlu ve olumsuz yonde etkileyebilmektedir.

20 mg FeSO, aktiviteyi 5,25 kat arttirmakta 7,5 mg H3;BO4 5,87 kat
arttirmistir. 1mM Bakar siilfatin aktiviteye etki etmedigi, ImM mangan ilavesi ile
aktivitenin %18 azalmistir. 1mM Cinko ilavesinde ise aktivite %50 azalmistir.
Cinko hari¢ diger metal kirleticilerinin bulundugu ortamlarda lakkaz sentezi i¢in
Streptomyces M 33-1in kullanilabilecegi sonucuna varilmistir. Ozellikle Fe ve B’
elementlerinin lakkaz sentezini bu derece yiliksek seviyede indiiklemesi bu
organizma i¢in lakkazin demir metabolizmasinda ilgili bir metabolik fonksiyonu
yerine getirdigi ya da ender olarak goriinen beyaz veya sar1 lakkaz (yapilarinda

bakir iyonu yerine baska bir iyon bulunan) sentezledigi diisiiniilmektedir.

4.4.5.8treptomyces M 33-1 ‘de kat1 kiiltiir degiskenlerinin optimizasyonu
Bu tasarimda kullanilan degiskenler ve hangi araliklarda analiz edildikleri

Materyal Metod’ta (bkz. Cizelge 3.7) gosterilmis, deneylerden elde edilen yanitlar
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ve tasarim sablonu Cizelge 4.29° te verilmistir. Verilerin analizi ise Cizelge 4.30-

4.31° te yapilmistir.

Cizelge 4.29: MKT’ de kodlanan degerler ve gozlenen yamit (Streptomyces M33-1/lakkaz

aktivitesi)

nem Sicaklik Gilin Aktivite (U/ml)
-1 -1 -1 0,016
1 -1 -1 0,85
-1 1 -1 0,094
1 1 -1 1,38
-1 -1 1 5,75
1 -1 1 4,14
-1 1 1 0,15
1 1 1 2,47

-1,68 0 0 11,6

1,68 0 0 3,41
0 -1,68 0 2,95
0 1,68 0 0,81
0 0 -1,68 0,008
0 0 1,68 2,13
0 0 0 1,73
0 0 0 3,22
0 0 0
0 0 0 4,83
0 0 0 3,50
0 0 0
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Cizelge 4.30: MKT’ da indirgenmis ikinci dereceden denklemin ANOVA’ s1

Kaynak Kareler Serbestlik | Ortalamalarin | F-degeri | P- degeri
toplami derecesi karesi

Model 7,8 4 1,95 5 0,0116
hata 5,08 13 0,39

Model 4,68 10 0,47 3,53 0,1636

uygunsuzlugu
Saf hata 0,4 3 0,13
toplam 12,88 17

Cizelge 4. 31: Modelin giivenilirligi ile ilgili istatistiki veriler. (Streptomyces M33-1/ lakkaz)

Std Sapma 0,62 Regresyon katsayisi 0,6059
(R?)
Ortalama 1,42 Adj R* 0,4846
Varyasyon 44,09 Pred R 0,3176
katsayist
PRESS 8,79 Yeterli tahminleme 6,607

KOK (R1)

B: sicaklik
Sekil 4. 19: Streptomyces M33-1° de lakkaz aktivitenin yanit yiizeyi grafigi

C: gln
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Model denklemi:

KOK (R1)=+2,03+ 0,45*C- 0,36*B*C-0,31* B%- 0,5* C*

Koklii ifadenin gelmesinin nedeni Box-Cox’ ta ki glic donilisiimii grafigine
bakildiginda bir doniisiimiin gerekliligi goziikkmektedir. Doniligiim bigimleri (In,

kok, tssel,...) denenmis ve bunlar i¢inde uygun olan dontisiimiin kok doniisiimi

oldugu goriilmiistiir

32.00

30.00 —

KAOE(R1): 212132

o = 3231
% =2 28 .05
= 28.00 —
[4p]
=

26.00 —

24.00 I | I

2.00 250 3.00 350 4.00

Coogun
Sekil 4. 20 Streptomyces M33-1 i¢in optimimum noktanin belirlenmesi.
Sekil 4.19” a bakildiginda sistem 3. giin 28 °C’ de optimum degerine ulasmustir.
Sekil 4. 20’ de de isaretli nokta alinip kontrol denemesi yapildiginda aktivite 4,8
U/ ml olarak elde edilmistir. Bu da tahminlenen deger olan 4,5 U/ ml” ye yakin bir

degerdir. Bu verilere gore optimum kosullar ¢izelge 4.30° da gosterilmistir.

Cizelge 4. 32: Streptomyces M33-1’ de lakkaz iiretimi icin optimum kosullar

Degisken Optimum degeri
Sicaklik 28 °C
Uretim siiresi 3 giin
Nem 80%
Azot miktar1 0,6 gr
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Streptomyces tiirleri  kullanilarak iiretilen lakkazlar ile kiyaslama
yapildiginda Niladevi, (2007)" de Streptomyces psammaticus’ tan lakkaz
tiretiminde 3 faktoriin etkili oldugu belirlenmistir. Bu faktdrler maya oziitii
miktar1, inokulasyon orani, CuSO4 miktar1 olarak bulunmustur. Bu faktorlerin
optimize edilmesi sonucunda 2. giinde 55.4 U/g degerinde enzim aktivitesi elde
etmiglerdir. Jing et al, (2010)’ da Streptomyces lavendulae kullanilarak yapilan
calismalarda asparajin, iire, fruktoz ve malt Oziitii degerlerinin optimizasyonu

yapilmustir. Optimizasyon sonucunda 0,1079 U/ml aktivitesi elde edilmistir.

4.4.6. Harici bir karbon kaynagi ile besi ortaminin desteklenmesi:
Iki farkli substrat karisiminin lakkaz sentezine etkisi incelenmistir. Bunun

icin fenol igerigi yiiksek ¢ay kullanilmustir.

Cizelge 4. 33: Streptomyces M33-1 i¢in farkl oranlardaki bugday kepegi- cay karisimindan
elde edilen lakkaz aktivite degerleri

Bugday kepegi/¢cay orani (gr/gr) Aktivite (U/ml)
10/0 6,29
9/1 2,48
8,5/1,5 1,89
8/2 1,26
7/3 1

Cizelge 4.31° de gosterildigi gibi iiretim ortamina ¢ay eklenmesi ile aktivitede
diisiis gozlenmistir. 1 gr ¢ay lakkaz aktivitesini % 40’ a diistirmiistiir. Cayin artan
konsantrasyonlarinda aktivite kaybi devam etmistir. 3 gram c¢ay kullaniminda
aktivite degeri % 15° e diismiistiir. Ancak Streptomyces M33-1 deki aktivite
diistisii S. coelicolor M145 ile karsilastirildiginda daha diisiiktiir (bkz ¢izelge
4.24).

4.4.7 indiikleyici maddelerin lakkaz sentezine etkileri:

Test edilen indiikleyiciler materyal metod 3.2.6.3” teki belirtilmistir.
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Sekil 4.21: Streptomyces M 33-1 icin %80 nem oraninda indiikleyici ajanlarin lakkaz
aktivitesine etkisi.

Sekil 4.21° deki verilere gore fenolik indiikleyicilerin kullaniminda %15 lik bir
aktivite kaybi1 meydana gelmektedir. Fenolik bilesikler Streptomyces M 33-1
izolatina da toksik etkide bulunmaktadir. Ancak bu organizma S. coelicolor
M145° e gore fenolik bilesiklere daha direngli oldugu ve toksik metallerin yani
sira toksik fenoliklere karsi kendini koruyabildigi ancak fenolik bilesiklerden

korurken bunu lakkaz yolu ile yapmadig1 sonucuna varilmistir.

4.5 Uretilen enzimlerin Kinetik ve stabilite 6zelliklerinin incelenmesi

Optimize edilen ortamda Streptomyces coelicolor M145 ve izolat
Streptomyces M 33-1° ten firetilen lakkazin optimal verimde c¢alismasinin
saglanmast ve diger lakkazlar ile kiyaslanabilmesi icin temel olarak 3

degerlendirme kriteri alinmistir. Bunlar;

1. Enzimin verimliligini belirten kinetik parametreler (Vmax, Km)
2. Enzimin optimumda ¢aligsmasini belirleyen ¢evresel degiskenler (T ve pH)
3. Enzimin dayanikliligir ile ilgili stabilite ve enzimin inhibisyonu

gelmektedir.
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4.5.1. Lakkazlarin Kinetik Sabitleri:
Streptomyces tiirlerinden elde edilen lakkazlarin kinetik degerleri Cizelge 4.34° te

verilmistir.

Cizelge 4.34: Streptomyces coelicolor M145’ ten (Slac) ve izolat Streptommyces M33-1’ den
elde edilen lakkazlarin kinetik sabitleri

Ky (mM) Vinax (Lmol substrat/
dak)
S. coelicolor M145 0,7 53,5
Streptomyces M33-1 0,43 8,17

Literatiirde calisilan lakkazlarin K,, degerleri 2- 5000 uM arasinda degismektedir
(Desai and Nityanand, 2011). Literatiir 6zeti kisminda (bkz. Cizelge 2.7 ve
Cizelge 2.3)’ te siras1 ile Streptomyces tiirlerinde bulunan ve funguslara ait
lakkazlarin kinetik parametreleri verilmistir. Ayrica baska bir bakteriyel kaynak
olarak Reiss et al. (2011) Bacillus pumilus lakkazi ile ¢alismis ve bu lakkaz da
ABTS i¢in Ky, 80uM, key 291 s degerlerini bulmustur.

4.5.2. Sicaklik ve pH’ min enzim aktivite ve dayamkhihigina etkisi:

Lakkaz enzimi i¢in optimum pH araliginin belirlenmesinde substrat olarak
ABTS kullanilmistir. Aktiviteler pH 2- 8 arasinda bakilmistir. Cizelge de farkli
pH’ larda enzim aktivite degerleri verilmektedir. pH tamponu olarak; pH 2- 3
arasi i¢in fosforik asit/ monopotasyum fosfat, pH 3- 6 icin sitrat tampon (sitrik

asit- trisodyum sitrat), pH 7- 8 i¢in Tris-HCI] tamponu kullanilmistir.
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Cizelge 4. 35: Slac icin pH- aktivite degerleri.

pH tampon Aktivite (U/ml)
2,2 fosfat 6,57
2,5 fosfat 7,8
2,8 fosfat 4,21
3 sitrat 8,80
3,1 sitrat 7,28
3,5 sitrat 4,56
4 sitrat 0,17
5 sitrat 0
6 sitrat 0
7 Tris-HCI 0
8 Tris- HCI 0

Cizelge 4.35’° e bakildiginda enzim optimum aktiviteyi pH 3’ te vermekte pH 5’ in
tizerinde ise lakkaz ABTS yi oksitleyememektedir.
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Sekil 4.22: 70 °C de inkiibe edilen Slac ‘in termal stabilite grafigi.

Sekil 423 ‘te 70 °C deki lakkaz enziminin zamana gore aktivite kaybi

gOsterilmistir. Enzimin yar1 émrii T 1, 70 °C” de 94 dakika hesaplanmustir.
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Streptomyces M33-1° den elde edilen lakkazin termal stabilitesi Slac’ a gore
diisiiktiir. Sekil 4.25° de enzimin denatiirasyon hizi gosterilmistir. Streptomyces
M33-1’ den elde edilen lakkazin 70 °C’ deki yart O6mrii 38 dakika olarak

hesaplanmustir.
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Sekil 4. 23: 70 °C de inkiibe edilen, Streptomyces M33-1> den elde edilen lakkazin termal
stabilite grafigi

Morozova et al (2007)’ de literatiirde gecen cesitli mikroorganizma
tirlerinden elde edilen lakkazlarin termal stabilitelerinden bahsedilmistir.
Literatiir 6zeti kisminda Cizelge 2.2° de ¢esitli lakkaz tiirleri ve termal stabiliteleri
verilmistir. Cizelge 2.2° de gecen yiiksek termal stabiliteye sahip lakkaz
tireticilerine 6rnek olarak iki farkli Pycnoporus cinnabarinus’ tan elde edilen
lakkaz verilebilir. Bu lakkazlardan bir tanesinin yar1 6mrii 70°C” de 1 saat iken
diger lakkazm yar1 omrii 70 °C’ de 2 saat bulunmustur. Sharma and Kuhad,
(2008)’ de Basillus subtilis’ ten elde edilen cotA lakkazinin termal stabilitesinin

80 °C’ de 2 saat oldugu belirtilmistir.

Streptomyces’ lardan elde edilen bakteriyel lakkazin, fungal lakkazlara
gore termal stabilitelerini Dube et al, (2008) karsilastirmistir. Trametes versicolor’
dan elde edilen fungal lakkaz 70 °C’ de 1 saat bekletildigi zaman tamamen
denatiire olmakta iken rekombinant Slac ise 70 °C de 120 dakika bekletildiginde

aktivitesinin %40’ 11 korudugu bildirilmistir. Streptomyces griseus’ tan elde
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edilen lakkaz ( EpoA)’ 70 °C’ de 1 saat bekletildiginde aktivitesi % 40’ a
diismekte 80 °C’ de 1 saat bekletildiginde ise %18 e diismektedir. Suzuki,
(2003)’ te Streptomyces lavendulae’ dan elde edilen termostabil Streptomyces
lakkaz1 (STSL) 70 °C’ de 95 dakika birakildiginda aktivitesinin % 50 azaldigi
bildirilmistir. Niladevi et al., (2008). S. psammaticus’ dan elde ettigi lakkazin
termal stabilitesini 60 °C de 90 dakika inkiibasyona birakildiginda enzimin % 35
aktivite kaybettigi bildirilmistir.

4.5.3. Organik cozgenlerde lakkaz aktivitesi:

Lakkaz enziminin substratlarindan bir¢ogu suda ¢6ziinmeyen bilesiklerdir.
Lakkazin suda c¢oziinmeyen bilesiklere daha rahat ulasabilmesi i¢in farkli
polaritedeki ¢ozgenler kullanilir. Bu nedenden dolayr farkli polartedeki
cOzgenlerde lakkaz aktivitelerine bakilmistir. Sekil 4.25 ve 4.26 ¢ da sirasi ile S.
coelicolor M145 ve Streptomyces M33-1" in aktivitelerinin etanol konsantrasyonu

ile azalis1 grafiksel olarak gdsterilmistir.
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Sekil 4. 24: Slac’ in farkh etanol su karisimindaki relatif aktivite degerleri.
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Sekil 4. 25: Streptomyces M33-1° den elde edilen lakkazin farkh etanol su karisimlarindaki

relatif aktivite degerleri.

Slac ve Streptomyces M33-1 den elde edilen lakkazin etanol inhibisyon
degerleri birbiri ile aym1 ¢ikmustir. Sekil 4.26 ve 4.27° de gorildiigii gibi etanol
miktar1 arttikca her iki Streptomyces tiiriinden elde edilen lakkazlarin aktiviteleri
diismiistiir. %10’ luk bir etanol ¢dzeltisinde her iki enzimde %54 aktivite kaybi
yasamaktadir. %50 etanol c¢ozeltisinde ise her iki lakkaz da aktivite
gosterememistir. Etanolun lakkaza olan etkisinin tersinir / tersinmez oldugunu
belirlemek i¢in lakkaz %350 etanol ¢ozeltisinde farkl siirelerde inkiibe edilmis ve
seri seyreltmeler sonucu lakkazin bulundugu ortamdaki etanol orani % 0.5 e
kadar dusiirilerek tekrar aktivite degerlerine bakilmistir. Bulunan aktivite

degerleri Cizelge 4.36° da gosterilmistir.

Cizelge 4. 36: Farkh siirelerde % 50 etanolde bekletilen lakkaz orneklerinin aktivite
degerleri

%50 etanolde bekletilme siiresi Aktivite (U/ ml)
(dakika)
0 26,43
10 26,06
60 25,45
100 23,15
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Bu degerlere gore % 50 (hacim/hacim) etanole maruz kalan enzim etanol
seyreltilerek uzaklastirlldiginda yeniden aktivite gostermektedir. Bu veriye
dayanarak enzimin denatlirasyondan ziyade etanoldeki OH" iyonlar1 nedeni ile
inhibe oldugu diistiniilmektedir. %50 (h/h) etanolde oda sicakliginda 100 dakika
bekletilen lakkazda, % 87,6 aktivitenin korundugu goriilmiistiir. Buna gore Slac
ve Streptomyces M33-1" den elde edilen lakkazin organik ¢ézgenlerin yaratacagi
denatiirasyona karsi dayanikli oldugu disiiniilmektedir. Organik ¢6zgenlerdeki
aktivite azalmasi ile ilgili olarak; Wan et al., (2010)’ un yaptigi calismada Rhus
vernicifera’ dan elde edilen bitkisel lakkazin %10’ luk etanol c¢ozeltisinde
aktivitesini % 66 kaybettigi belirtilmistir. Reiss et al, (2011) Bacillus pumilus’ tan
elde edilen bakteriyel lakkazin farkli miktarda DMSO (dimetilsiilfoksit) igeren
sulu c¢ozeltilerdeki lakkaz aktivitesini incelemistir. Substrat olarak ABTS
kullanildiginda % 10 (h/h) DMSO, aktiviteyi % 50 distiriirken, substrat olarak
siringaldezin kullandiginda % 25 DMSO degerine kadar aktivitede artis
goriildiigi belirtilmistir.
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S.SONUCLAR

Kat1 kiiltiir fermantasyonu kullanilarak Streptomyces’ lardan lakkaz tiretimi
gerceklestirilmistir. Tarama asamasinda Streptomyces coelicolor M145’ ten elde
edilen lakkaz aktivitesi 4,93 U/ml olarak bulunmus, aktivite degeri optimizasyon
calismalar1 sonucunda 6 kat artarak 35 U/ml* ye ¢ikarilmustir. izolat, Streptomyces
M 33- 1 i¢in tarama sonucunda aktivitesi 1,74 U/ml bulunmus optimizasyon
calismalar1 ile bu deger 2,6 kat artarak 6,3 U/ ml’ ye ¢ikarilmistir. Yapilan
caligmalarda lakkaz sentezinin gerceklesebilmesi i¢in NOs iyonlarinin varligina
gerek duyuldugu goriilmiis, diger ortam bilesenleri ve kati kiiltiir degiskenlerinin
optimizasyonu ile elde edilen lakkazin miktart arttirtlmistir. S. coelicolor M145
icin optimum ortam kosullar1 olarak sicaklik 28 °C, pH 7, %80, inokulasyon
miktar1 10° spor/ ml iiretim siiresi 3 giin NH4NO; miktar1 0,53 gr olarak
bulunmustur. Streptomyces M33-1 i¢in optimum kosullar, sicaklik 28 0C, iiretim
stiresi 3 giin, nem % 80, NH4NO; miktar1 0,6 gr olarak bulunmustur.
Optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda elde edilen lakkaz aktivite degerleri
asagidaki gibidir.

S. coelicolor M 145 igin;

NH4NO; kullanimu ile lakkaz sentezinin gerceklestirilmesi ile aktivite 4,9 U/ml
Besi ortami bilesenlerinin belirlenmesi ve optimizasyonu ile aktivite 17 U/ ml
YYY ile kat1 kiiltiir de§iskenlerinin ve parametrelerinin optimizasyonu ile aktivite

35 U/ml olmustur.

izolat Streptomyces M33- 1 igin;

NH4NOj kullanima ile lakkaz sentezinin gergeklestirilmesi ile aktivite 1,74 U/ml
Besi ortami bilesenlerinin belirlenmesi ve optimizasyonu ile aktivite 4.1 U/ ml
YYY ile kat1 kiiltlir degiskenlerinin ve parametrelerinin optimizasyonu ile aktivite

6,3 U/ml olmustur.

Oda sicakliginda, pH 3 tamponda substrat olarak ABTS kullanilarak
yapilan aktivite olgtimlerinde S. coelicolor M145 ve Streptomyces M33-1 i¢in Km
degerleri sirast ile 0,7 mM ve 0,43 mM, V.« degeri sirasi ise 53,5 pmol substrat/

dakika ve 8,17 umol substrat/ dakika olarak bulunmustur. Enzimlerin 70°C” deki
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yar1 omiirleri S. coelicolor M145 ve Streptomyces M33-1 i¢in sirasi ile 94 dakika
ve 38 dakika olarak bulunmustur. Literatiirde elde edilen lakkaz kaynaklarindan
fungal lakkazlarm 60 °C’ deki yari omiirleri 10 dakika ile 2 saat arasinda
degismektedir (Morozova et al, 2007). Literatiirde gecen Streptoyces tiirlerinden
elde edilen lakkazlarin yar1 omiirleri ise 70°C de 30 dakika ile 100 dakika arasinda
degismektedir. Bacillus pumilus tiiriinden elde edilen cotA lakkazinin yari1 6mri
80°C’ de 2 saat bulunmustur (Sharma and Kuhad, 2008). Literatiirdeki lakkaz
dayanikliliklar1 ile tez boyunca kullanilan Streptomyces tiirlerinden elde edilen
lakkazin termal dayanikliliklari karsilastirildiginda, 6zellikle S. coelicolor M145°
ten elde edilen lakkazin fungal varyantlarmma gore daha dayanikli oldugu
gorlilmektedir. Diger Streptomyces tiirlerinden elde edilen lakkazlar ile esit veya
daha dayanikli olan S. coelicolor lakkazinin hiicre dig1 olmasi, termal dayaniklilig:
daha iyi olan Bacillus sporlarina bagli olarak bulunan CotA lakkazina gore S.
coelicolor M145 lakkazini avantajli  kilmaktadir. Enzimlerin = organik
cozgenlerdeki dayanikliliklarimi incelemek amaci ile kullanilan etanol- su
karisiminda her iki enzim de (Slac ve Streptomyces M33-1 den elde edilen lakkaz)
etanolde ayni diizeyde inhibe olmustur. % 10 etanol ¢ozeltisinde enzimler
aktivitelerinin % 54’ iinli kaybetmis, %50 etanol cozeltisinde ise aktivite
bulunamamigtir. 100 dakika boyunca % 50 etanol igerisinde bekletilen S.
coelicolor M145  enziminde  etanolin  seri  seyreltmeler  sonucu
uzaklagtirilmasindan sonra lakkaz, uygulamadan onceki aktivite degerinin % 87,5
korundugu belirlenmistir. Literatiirde bitki Rhus vernicifera’ dan elde edilen
lakkazin %10 etanol ¢ozeltisinde aktivitesi %64 azalirken, bakteriyel kaynak
Bacillus pumilus’ tan elde edilen cotA lakkazinin % 10 (h/h) DMSO
cozeltisindeki aktivitesi % 50 azalmistir. Bu verilere gore ¢ozgen olarak etanol
kullanildiginda literatiirdeki diger lakkazlara gore Streptomyces’ lardan elde

edilen lakkazlarin daha dayanikli oldugu goriilmektedir.
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6. ONERILER

S. coelicolor M145’ ten elde edilen lakkazin termal dayanikliligi ve
cozgenlere kars1 diger lakkazlara gore daha dayanikli olmasi ve 3 giinde 35 U/ml
aktivite elde edilmesi bu lakkazin endiistriyel bir biyokatalist olarak kullanilabilir
olabilecegini gdstermektedir. Izolat Streptomyces M33-1, agir metal icerigi olan
ortamlara karsi dayanikliligi ve bu ortamlarin lakkaz sentezini indiiklemesi,
fenoliklere karsi S. coelicolor M145” a gore daha dayanikli olmasi nedeni ile bu
tip bilesiklerle kirlenmis substratlarin kullanildigi lakkaz iiretim prosesinde izolat
Streptomyces M33- 1 kullanilabilir. izolatin nem degeri %70- 80 arasinda iken
nem degerinin lakkaz sentezine etki etmedigi belirlenmistir. Bu da kat1 kiiltiir
fermantasyon sistemlerinde karsilagilan substratin zamanla nem kaybetmesinin
sistem verimine etkisinin olmamasi anlamina gelmektedir. Her iki organizma
icinde Olgek biiylitme caligmalarinda dikkate alinmasi gereken bir diger nokta;
erlenlerde gerceklestirilen {iretimlerde Streptomyces hiicrelerinin 0,1- 1,5 mm
boyutunda koloni ¢aplarmin oldugu goriilmiistiir. Koloni ¢apina sahip hiicreler,
inokulasyon esnasinda sporlarin homojen bir sekilde dagilmadigi durumlarda
substratt verimli bir sekilde kullanilamaz. Bu nedenle homojen dagilim
saglayabilen iyi bir inokulasyon sistemi gelistirilmesi bu organizmalar i¢in ¢ok
daha 6nemlidir. Streptomyces tiirlerinin kat1 kiiltlir agisindan en biiyiik dezavantaji
aktivite gosterebildikleri sicaklik araliginin 25-35 °C olmasidir (Kampfer, 2006).
Bu da o6lgek biiylitme c¢alismalarinda kati kiiltiirde yasanan 1s1 transferi
problemleri ile birlesince sistem verimini Onemli Ol¢lide etkileyecektir. Bu

nedenden dolayi 1s1 transferinin iyi oldugu bir sistemde ¢aligma yapilmalidir.
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