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OZET

Ksenobiyoteiklerin 6nemli bir sinifi olan klorofenollerin, pestisit, herbisit ve
odun koruyucu olarak yaygin bir kullanim alanlar1 vardir. Yiiksek toksisiteleri, kanser
olusturabilmeleri ve dayanikliliklar1 nedeni ile toprak, sediment, ylizey sular1 ve atik
sularda yaygin olarak bulunan 6nemli kirleticiler olarak bilinirler. Bununla birlikte, baz1
mikroorganizmalar klorofenollerin biyolojik yikimindan ve ayni zamanda klor
uzaklastirilmasinda sorumludurlar.

Bu calismada, bes farkli besiyeri kullanilarak lakkaz tiretim yetenekleri agisindan
Polyporus arcularius (T 438), Schizophyllum commune (T 701), Clavariadelphus
truncatus (T 192), Pleurotus eryngii (M 102), Ganoderma applanatum (M 105),
Trametes versicolor (D 22), Cerrena unicolor (D 30), Schizophyllum commune (D 35),
Ganoderma lucidum (D 33) ve Trametes versicolor ATCC (200801)’1 iceren bazi
basidiyomicetes suslarindan potansiyel lakkaz iireticisi segilmistir.

Tametes versicolor ATCC (200801)’in lakkaz iiretim yetenegi denenen diger
funguslardan tiim besiyerlerinde ve 6zellikle Modifiye Vogel Ortaminda daha yiliksek
olarak bulunmustur. Pentaklorofenol ve 2,6 diklorofenolden klor uzaklastirilmast
isleminde inkiibasyon siiresi, pH, baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve enzim miktari
parametreleri incelenmistir. Belirlenen optimum kosullarda oksijen tiiketimi ile klor
uzaklastirilmas1 arasindaki korelasyon arastirilmistir.

Optimum deklorinasyon kosullart pentaklorofenol i¢in 5 dakika inkiibasyon
stiresi, pH 5.0, baslangi¢ substrat konsantrasyonu 200 pM ve enzim miktar1 4 ml; 2,6
diklorofenol i¢in 2 dakika inkiibasyon siiresi, pH 5.0, baslangi¢ substrat konsantrasyonu
600 uM ve enzim miktar1 4 ml olarak belirlenmistir.

Trametes versicolor ATCC (200801)’ den elde edilen lakkaz enziminin
pentaklorofenol ve 2,6 diklorofenol’den klor wuzaklastirilmasinda etkin olarak
kullanulabilecegini diisiiniilmektedir.

Anahtar kelimeler: Basidiomycetes, lakkaz, Trametes versicolor, klor uzaklastirilmasi,

pentaklorofenol, 2,6 diklorofenol.



vi
SUMMARY
Chlorophenols are an important class of xenobiotics that have been extensively

used in the production of pesticides, herbicides and wood preservatives. They are
therefore commonly found in soil, sediments, surface water and waste water and are
known as priority environmental pollutants because of their high toxicity, carcinogenicity
and persistence. However, some microorganisms are responsible for the degradation and
also dechlorination of chlorophenolics.

In this study, was the selection of the potent strain from the point of view laccase
production in some basidiomycetes strains including Polyporus arcularius (T 438),
Schizophyllum commune (T 701), Clavariadelphus truncatus (T 192), Pleurotus eryngii
M 102), Ganoderma applanatum (M 105), Trametes versicolor (D 22), Cerrena
unicolor (D 30), Schizophyllum commune (D 35), Ganoderma Ilucidum (D 33) and
Trametes versicolor ATCC (200801) by using five different media.

The laccase production activity of Trametes versicolor ATCC (200801) was
found to be more than that of the other fungi examined with all media especially
Modified Vogel Medium. The parameter including incubation period, pH, initial
substrate concentration and amount of enzyme were tested for dechlorination process for
penthachlorophenol and 2,6 dichlorophenol. It was investigated that, correlation with
oxygen consumption and dechlorination processes under the determined optimum
conditions.

The optimum dechlorination was obtained after 5 min of incubation period, pH
5.0, 200 puM initial substrate concentration and 4 ml amount of enzyme for
penthachlorophenol, and 2 min of incubation period, pH 5.0, 600 pM initial substurate
concentration and 1ml amount of enzyme for 2,6 dichlorophenol.

We propose that according to its ability to dechlorination of penthachlorophenol
and 2,6 dichlorophenol, laccase from Trametes versicolor ATCC (200801) might be
effective in the dechlorination process.

Keywords:  Basidiomycetes, laccase,  Trametes  versicolor,  dechlorination,

penthachlorophenol, 2,6 dichlorophenol
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1.GIRIS

Icinde yasadigimiz yiizyil bircok teknolojik olanaklari insanligin hizmetine
sunarken, bir yandan da g¢evre sagligi ve biyocesitlilik iizerinde diizeltilmesi zor olan
tahribatlar olusturabilmektedir. Doganin temel fiziksel unsurlar1 olan hava, toprak ve su
tizerinde zararli etkilerin olusmasi ile ortaya c¢ikan canlilarin yasamsal etkinliklerini
olumsuz yonde etkileyen c¢evre sorunlarinin timii ¢evre Kkirliligini meydana

getirmektedir (Karpuzcu, 1991).

Niifusu hizla artmakta olan diinyamizda endiistrilesmenin yol actigi baglica
sorunlardan biri de endiistriyel atiklardir. Endiistriyel atiklarin yani sira, insan ve
hayvan kaynakli artiklar da diinyamiz ig¢in biiyiikliigii giderek artan bir sorun
olusturmaktadir. Ister endiistriyel kaynakli ister insan ve hayvan kaynakli olsun, bu
atiklarin yol agtiklar1 veya agacaklart sorunlarin 6nlenmesi hem diinyamiz agisindan
hem de gelecek nesiller agisindan oldukga biiyiik onem tasimaktadir.  Iginde
bulundugumuz yiizyilda g¢evre bilincinin diinyamizda halen tam olarak yerlesmemis
olmasi, gelecek kusaklar acisindan biiyiik bir kayiptir. Su bir gercektir ki, ¢evre

kalitesinin kontrolii bireysel bir istek olmaktan ¢ok toplumsal bir gerekliliktir.

Son yirmi yil igerisinde, atiklarin aritiminda enzimlerin kullanimina yonelik
olduke¢a dikkate deger calismalar yiiriitiilmiistiir. Enzimlerin atik aritiminda sunduklari

yeni olanaklar lizerindeki ¢aligmalar yogun bir sekilde devam etmektedir.

Enzimler giinliik yagantimizda énemli rolii olan biyomolekiiller haline gelmistir.
Bugiin enzimlerden; gida, ilag ve kimya endistrisinde, dericilik, boya ve temizlik
maddeleri tiretimi gibi 6zel konularda, biyoloji ve biyoteknoloji bilim dallarinda, tip,

tarim ve veterinerlik alanlarinda yaygin olarak yararlanilmaktadir.

Biyoteknolojide yasanan gelismelere bagli olarak, daha iyi izolasyon ve
saflagtirma yontemlerinin kullanilmasi ile daha ucuz ve daha kolay elde edilebilir

enzimlerin iiretimi saglanmaktadir (Oztan, 2007).



Kimya endiistrisinin giiniimiizde iiretmis oldugu klorlufenolik veya aromatik
bilesiklerin genis kullanim alanlart vardir.  Ancak bu bilesiklerin dogal c¢evre
ortamlarinda biyoyikimi oldukga yavas seyreden bir siirectir. Klorlu aromatikler toksik
ve rekalsitrant (biyoyikima direngli) olmalar1 nedeniyle kazandiklar1 ksenobiyotik
ozelliklerinden dolay1 ¢evre sagligi acgisindan Onemli sorunlar yaratir. Bu grup
bilesiklerin deklorinasyonu, bunlarin detoksifikasyonlarinda ve biyoyikimlarinda

Onemli bir asama olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

Endiistriyel kaynakli pek c¢ok {irlin dogada yaygin olarak bulunan fenol
miktarinin artmasina neden olmaktadir. Fenol ve tiirevleri sentetik regine, plastik,
biyosid, dezenfektan, boya, antioksidan, patlayici ve fotografcilikta kullanilan bazi
kimyasallarin iiretiminde kullanilirlar. Bazi fenoller kat1 ve sivi yakitlarin iglenmesi
sirasinda yan iiriin olarak {iretilirler. Klorlu aromatik bilesikler, dnemli miktarlarda
iretilmeleri, parcalanmaya direng gostermeleri, toksik olmalart ve sediment ve biyotada
birikmeleri gibi nedenlerden dolayi ¢evre kirleticilerinin basinda gelmektedirler. Klorlu
fenoller ve tiirevlerinin yillik iiretimi binlerce tonla ifade edilen miktarlara ulagmistir

(Unal, 2001).

Yukarida sozii edilen kimyasallar, gelismis iilkelerin endiistriyel aktivitelerinin
bir sonucu olarak atiksularinda bulunurlar. Bu atiklar organizmalar iizerinde 6nemli
toksik etkilere neden olurlar ve kimyasal yapilar1 geregi biyolojik ayrigsmaya karsi

direng gostermektedirler.

Biyolojik aritma klorofenollerin gili¢ ayrisabilir yapilarina ragmen, ekonomik
nedenler ve yan iiriin olusumunun diisiikk olmasindan dolayi, diger aritma yontemlerine

gore 6onemli ve ekonomik bir alternatiftir (Uysal, 2006)

Funguslar arasinda Basidiomycetes grubu pek cok alanda kullanilabilecek
onemli tiirleri iceren ve bu nedenle iizerinde ¢ok ¢alisilan bir gruptur. Nitekim, bu grup
funguslarin gesitli liyeleri kullanilarak klorlu aromatik yapidaki ¢ok cesitli rekalsitrant
(biyoyikima-dayanikli) kimyasalin metabolize edilebilecegi gosterilmistir. S6z konusu

funguslarin  bircogu ksenobiyotik (dogaya yabanci-yeni sentez) ve rekalsitrant



ozellikteki kimyasallar1 sahip olduklar1 genis substrat-6zgiilliigli gosteren peroksidaz ve
polifenoloksidaz grubu enzimlerle metabolize etmeleri bazi bilim adamlarin1 bu
enzimler konusunda arastirma yapmaya yoOneltmistir. Ancak, basta klorlu aromatik
yapidaki kimyasallar olmak tizere degisik rekalsitrant bilesiklerin biyoyikimi konusunda
yapilan caligmalar daha ¢ok bu enzimleri sentezleyen beyaz-giiriik¢iil funguslarla
hiicresel boyutta gerceklestirilmistir. Beyaz-¢iiriik¢iil funguslar arasinda yer alan ¢esitli
cins ve tiirler her iki gruba giren enzimleri sentezleme yetenegi ve potansiyeli
bakimindan farklilik gosterirler. Bu grup enzimleri yiiksek verim ve g¢esitlilikte
sentezleyen beyaz-giiriik¢iil funguslar hem ¢esitli rekalsitrant bilesiklerin ve diger pek
cok cevresel kirleticilerin biyoyikiminda etkin olmalar1 hem de enzimlerin iireticisi
olmalar1 nedeni ile onemli biyolojik kaynaklardir. Literatiir incelendiginde; beyaz-
curiik¢iil funguslar icinde Trametes versicolor’ 1n en ¢ok tercih edilen tiir oldugu dikkat

¢ekmektedir.

Bu c¢alismada, farkli besiyerlerinde tiretilen cesitli fungal kiiltiirlerin lakkaz
iiretim yetenegi ve dolayisi ile {iretilen enzimlerin aktiviteleri kiyaslanmistir. Tarama
calismas1 5 farkli besiyerinde yapilarak en uygun besiyeri belirlenmis ve secilen
besiyeri ile tiirlin inkiibasyon siirecinde en etkili tiretimin oldugu dénem giin bazinda
arastirtlmistir.  Tarama calismasinin sonunda 7Trametes versicolor ATCC 200801
digerleri arasindan etkin lakkaz {ireticisi olarak secilmis ve iiretilen lakkazin ¢evresel
kirleticilerin arittiminda kullanilabilirligi arastinlmigtir.  Cevresel kirletici olarak
endiistriyel aktivitelerin 6nemli bir atig1 olan klorofenolik bilesikler arasindan
pentaklorofenol ve 2,6-diklorofenol segilmistir. Uretilen lakkaz enzimi ile
pentaklorofenol ve 2,6-diklorofenolden klor uzaklastirilmasi ile bu bilesiklerin

detoksifikasyonu i¢in optimum kosullar belirlenmistir.



2. GENEL BILGIi

2.1.Basidiomycetes

Bacidiomyceteler, odun ve diger bitkisel maddelerin 6nemli ayristiricilaridir.
Sapkali mantarlar, raf mantarlari, kurtmantarlar1 ve kiifler basidiomycota subesi
icerisinde smiflandirilmistir. Bu mantarlar isimlerini bazidiyumdan alir. Bazidiyum,
organizmanin yasam dongiisiinde gegici bir diploid evreyi olusturur. Bazidiyumun sekli
kadeh seklinde oldugu igin, kadeh mantarlar1 da denmektedir (Campbell ve Reece,
2006).

Bu sube, ayn1 zamanda mikoriza olusturan mutualistleri ve bitki parazitlerini
icerir. Mantarlar arasinda basidiomycetler odunda en fazla bulunan ve kompleks bir
monomer olan ligninin en iyi ayristiricilaridir. Pek ¢ok raf mantar1 zayif ya da zarar
gormiis agaglarin odun kisminda parazit yasar ve agac oldiikten sonra odunu ayristirir.
Paslar ve odunlarin olusturdugu iki basidiyomycet grubu oOzellikle cok zararli bitki

parazitlerini icerir (Campbell ve Reece, 2006).

Kadeh seklindeki bir mantarin yasam dongiistinde, uzun 6miirlii bir dikoryatik
miselyum yer alir. Periyodik olarak, ¢evresel uyarilara yanit olarak bu miselyum eseyli
olarak iirer ve 0zel lireme yapilar1 olusturur. Bu iireme yapilar1 bazidiyokarp olarak
isimlendirilir. Bir bazidiyokarpta bulunan c¢ok sayida basidiyum, eseysel sporlarin
kaynaklaridir. Tipik bir basidyomiset hayat ¢cemberinde, basidyosporlar ¢imlenerek
miselleri olustururlar ve misel hiicreleri bir dikaryon iiretmek {izere birlesirler.
Dikaryon misel biiyiir ve basidiyospor iireten basidia lretir.  Eseysiz iireme,

basidiomycetlerde ascomycetlerdekine gore daha az yaygindir (Demirbag, 2006).

Bir sapkali mantar, bir basidiokarp ornegidir. Sapkali mantarlarin sapkasi,
sapkanin altinda genis bir yiizey alani olusturan basidiyumlar1 tasir ve korur. Sporlar,

sapkanin altindan diiser ve riizgarla taginir (Campbell ve Reece, 2006).



Bir basidiomycetin miselyumu, sapkali mantarlarin hiflerindeki biiylimeyi
artirarak, birkac saat i¢inde lireme yapilarmi diklestirebilir. Bu mantarlar, popiiler
olarak peri halkas1 olarak isimlendirilen bir halkay1 bir gecede olusturur. Bu tiir bir
halkanin merkezindeki ¢imenlerin normal goriiniislii olmalarina karsin, birkag giin sonra
halkanin altindaki ¢imenin boyunun kisaldigin1 ve sapkali mantarlarin olusturdugu
halkanin hemen disindaki ¢imenlerin 6zellikle canlandiklar1 fark edilir. Yeraltindaki
miselyum disa dogru biiyiidiik¢e, onun merkezi kism1 ve merkezi kismin {izerindeki
sapkali mantarlar Oliirler. Ciinkii miselyum kullanilabilir tiim besin maddelerini
tilketmistir. Boylece, canli miselyum, listte sapkalar1 olusturan, genisleyen bir halkadir.
Sapkali mantarlarin altindaki ¢imenlerin boyu kisalir. Ciinkii ¢cimenler, mineraller i¢in
aktif miselyum ile rekabet edemezler. Fakat gelisen miselyum topraktaki organik
maddeyi parcalayan maddeler salgilar. Bunun sonucunda kullanilabilir hale gelen
mineralleri absorblayan ¢imenler iyi gelisir. Miselyumun yilda yaklagik 30 cm'lik bir

hizda gelistikce peri halkasinin ¢ap1 yavasega artar (Campbell ve Reece, 2006).

2.1.1.Beyaz Ciiriik¢iil Funguslar ve Kullanim Alanlar

Saprofit funguslar, dogal olarak meydana gelmis lignin gibi bitkisel kokenli
bliylik molekiillerin neredeyse tlimiinii parcalayabilen ¢ok sayida hiicre dis1 enzim
iretirler. Bu oOzelliklerinden dolayi, biyojeokimyasal dongiilerin gerg¢eklesmesinde

onemli rol oynarlar. Az da olsa bu tip enzimleri olugturan bakterilerde vardir.

Odunun yapisinda bulunan maddeleri par¢alama 6zelligine gore funguslar ikiye
ayrilir.  Kahverengi cliriik¢iiller, selilloz ve hemiselillozu parcalarken lignine

dokunmazlar, bdylelikle odun daha koyu bir renk alir.

Kahverengi c¢iirtik¢iillere ornek olarak Serpula lacrymans, Laetiporus
portentosus ve Fomitopsis lilacino-gilva verilebilir. ~ Beyaz ciiriik¢iiller ise hiicre

ceperini olusturan selilloz ve hemiseliiloz gibi polisakkaritlerin yaninda lignini de



pargalar. Dolayist ile lignin uzaklastirildigi i¢in odun daha acgik renk alir. Beyaz
cliriik¢iil funguslara Ornek olarak Chrysosporium lignorium, Trametes versicolor,
Phanerochaete chrysosporium, Stereum hirsutum, Pleurotus ostreatus, Hebeloma
crustuliniform, ve Armilaria luteobubalina, Schizophyllum commune ve Daldinia
concentrica verilebilir. Ozellikle T.versicolor ve P. chrysosporium'un kullanimi cesitli
biyoteknolojik uygulamalar i¢in, 6zellikle gevresel acidan yaygindir. Beyaz cliriikgiil
funguslar, organik molekiiller iizerinde rol oynayan cesitli enzimleri iiretirler. Ozgiil
olmayan bu enzimler pargalanmaya kars1 direncli olan kirleticilerin yikiminda etkin

olarak kullanilabilmektedir.

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, biyoteknolojide pestisit, trinitrotoluen (TNT) iceren
atik su bosaltimlar1 ve kagit endiistrisi tarafindan iiretilen klorlanmis lignin atiklar1 gibi
cesitli kompleks fenol igeren bilesikleri parcalamakta da kullanilir. Bu funguslar
lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz gibi enzimlere sahip olmalar1 nedeni
ile, polisiklik aromatikleri, poliklorlanmis bifenil ve dioksinleri, DDT'yi ve bircok
klorlu fenolik bilesikleri pargalayabilir, tekstil boyalarinin renk gideriminde

kullanilabilirler.

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, fenol oksidazlar ve peroksidazlar disinda enzimlerde
salgilarlar. Bu funguslar sahip oldugu enzimleri iige ayirmak miimkiindiir. Ilki oduna
atak yapan enzimlerdir. Bunlar karbonhidrat bilesenleri (seliiloz, hemiseliiloz) lizerinde
hem de lignin {izerinde rol oynarlar. lkinci grup, siiperoksit dismutaz ve glioksidaz
igerir. Bunlar birinci gruptaki enzimlerle birlikte c¢alisir ancak tek basina odunu
etkilemezler.  Uciincii grup ise glukoz 1-oksidaz, piranoz 2-oksidaz, sellobioz
dehidrogenazi kapsar. Bu enzimlerin hepsi lignin degredasyonunda rol oynar

(Leonowicz, vd. 1999).

Lignin, kagit endiistrisinde de istenmeyen bir bilesiktir. Lignin bu endiistride
pahali ve ¢evreye zarar veren kimyasal bir islemle uzaklagtirilmaktadir (Alain-Boudet,

2000). Bu nedenle beyaz ciiriik¢iil funguslar kagit endiistrisinde kullanim alani



bulmaktadirlar. Beyaz ¢iiriik¢iil funguslar, biyoteknolojide pestisit, trinitrotoluen (TNT)
iceren atik su bosaltimlart ve kagit endiistrisi tarafindan iiretilen klorlanmig lignin
atiklar1 gibi ¢esitli kompleks fenol iceren bilesikleri pargalamakta ve tekstil boyalarinin

yikiminda da kullanilmaktadir (Wainwright, 1992; Kirk vd., 1992; Yesilada vd 2003).

2.1.2. Trametes versicolor

Sekil 2.1.2.1. Trametes versicolor’un yasam alanindan bir goriintiisii

2.1.2.1. Sistematik Yeri ve Sinonimleri

Sube: Mycophyta

Siif: Basidiyomycetes

Alt sinif: Holobasidiomycetidae (Homobasidiomycetidae, Hymenomycetidae)
Takim: Poriales (Aphyllophorales)

Familya: Polyporaceae

Cins: Trametes



Tiir: Trametes versicolor (Esser, 1986).
Sinonimleri:

Boletus versicolor L.

Agarico -suber versicolor (L.) J.J. Paulet
Agaricus versicolor (L.) J.B. de Lamarck
Bjerkandera versicolor (L.) P.A. Karsten
Coriolus versicolor (L.) L. Quelet
Hansenia versicolor (L.) P.A. Karsten
Microporus versicolor (L.) K.E.O. Kuntze
Polyporus versicolor (L.) EM. Fries
Polystictus versicolor (L.) E.M. Fries
Poria versicolor (L.) G.A. Scopoli
Sistotrema versicolor (L.) L. Trattinnick
Trametes versicolor (L.) A. Pilat (online: https://fungalgenomics.concordia.ca/fungi/,

erisim tarihi: 4-4-2008).

2.1.2.2. Biyolojik Ozellikleri

Fruktifikasyon organi ¢ogunlukla bantli yapilardan olustugu i¢in hindi kuyrugu
fungusu olarak bilinen bu tiir bir bacidiomycete liyesidir (Volk, T. J. “Trametes
versicolor”, online: http://www.tomvolkfungi.net/, erisim tarihi: 9/3/2007). Bantlar
genellikle acik-koyu kahverenklidir. Ancak beyazdan sarimsi kahverengiye hatta mavi,
turuncu, kestane rengine kadar degisebilir. Bu degisiklik genetik polimorfizmden
kaynaklanir. Ancak giines 15181 gibi ¢evresel faktorlerden de etkilenebilir. Yelpaze
seklinde olan basidiyokarp, 10 cm c¢ap, 0.5 cm kalinliga kadar ulasabilir ve iist iiste
binmis raf seklinde biiyilir. Basidiyokarpin yilizeyi agik ve koyu konsantrik bantlar
seklindedir, yiizeyi diizden kadifemsiye kadar degisir.  Basidiyokarpin ylizeyinde
kiigiik, dairesel ya da kdseli bicimde olan, mm’de 3—-5 adet 20 spor tiibii bulunmaktadir.
Olgun basidiyosporlar zars1 ve 2x6 um kadardir. 7. versicolor, trimitik hif sistemine
sahiptir. Vegetatif  hif aralign  3-10 um  uzunlugundadir  (online:
https://fungalgenomics.concordia.ca/fungi/ erigim tarihi: 4-4-2008).



2.1.2.3. Ekolojisi

T. versicolor, tropik ve subtropik ormanlarda ¢ok yaygin bir tiirdur. Sert odunlu
agaclarda lignini parcalayan (delignifikasyon) énemli bir fungus tiiriidiir. Bu nedenle
beyaz clriik¢ilil funguslar arasinda siniflandirilir. Bazen canli agaglarda da odunun
cliriimesine neden olabilir (online: https://fungalgenomics.concordia.ca/fungi/, erisim

tarihi: 4-4-2008).

2.1.2.4. Enzimleri ve Etkileri

T. versicolor, odun lignoselulozunun parcalanmasinda rol oynayan birgok
enzimi sentezlemektedir. Bunlar lignin peroksidazin (LiP) 16 izoformu, mangan
peroksidazin (MnP) 5 izoformu, lakkaz, karboksimetil selliilaz, aviselaz ve sellobiyoz
dehidrogenazdir. 7. versicolor’un lignini parcalayan enzimlerinin ekspresyonunu
diizenleyen mekanizmalar1 yaygin bir sekilde ¢alisilmistir. LiP ve MnP nin izozimlerini
kodlayan genler tek bir gen grubu olarak toplanmistir. Hiicre i¢i ve hiicre disi
proteazlar, lakkaz ve peroksidaz aktivitesinin diizenlenmesinde rol oynar. Bakir
aligverisi enzimleri tahA ve CtaA, protein katlanmasi sirasinda bu kofaktoriin hiicre igi
varligin1 kontrol ederek lakkazin tiretimini diizenlerler. 7. versicolor potansiyel olarak
toksik metalleri selatlamak i¢in oksalik asit salgilar ve MnP ile Mn(III)’u stabilize eder.
T. versicolor’un irettigi lakkaz poliklorinlenmis bifeniller (PCB), tekstil boyalar1 ve
poliaromatik hidrokarbonlar (PAH) gibi biyolojik yikima direngli birgok yeni sentez
kimyasali (ksenobiyotikleri) par¢alamada kullanilabilir. Ayrica 7. versicolor’un
enzimleri kagit endiistrisinde de kendine yer bulmaktadir. Kagit hamurunu biyolojik
olarak beyazlatmak i¢in T.versicolor kullanilmaktadir. Bu tiliriin  kiiltiirleri,
antibiyotikleri sentezleyebilir ya da pargalayabilir, karoten tiirevli aroma bilesiklerini
iretebilir veya petrolun yiiksek molekiiler agirlikli asfalt bilesenlerini biyolojik olarak

parcalayabilir (Unal ve Kolankaya, 2001).
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2.2. Fenol Oksidaz Grubu Enzimler ve Uygulama Alanlar

Bitkilerdeki fenolik bilesiklerin olusum metabolizmas1 iizerine yapilan
caligmalar sirasinda adina “fenol oksidazlar” denilen yeni bir enzim grubu
tanimlanmistir. Bu tanimlamanin ardindan fenol oksidazlarin basit fenolik bilesikler

tizerine etki mekanizmalar1 ve biyolojik rolleri lizerine pek¢ok arastirma yliriitilmiistiir.

Fenol oksidazlar giiniimiizde lakkaz ve tirosinaz tipi fenol oksidazlar olmak
tizere iki gruba ayrilir. Fenol oksidazlar igerisinde dikkatleri ilk ¢eken lakkaz enzimidir.
[k olarak Schoenbein 1856 yilinda, Boletus luciferus adli bir mantarin ekstratinda mavi
bir pigment olusumunu bildirmis ve bundan 30 yi1l sonra Yoshida (1886), lak agacinin
lateksinde lakkazin varligin1 gézlemistir. Bu enzim ayrica, Bertrand (1896) tarafindan
birka¢ mantar varyetesinde de tanimlanmistir. Bourquelot and Bertrand (1895,1896)
tarafindan yiiriitiilen daha sonraki calismalarda, bazi mantar varyetelerinin, Russula
fortens ve R. nigricans ekstratlarmin renginin oksidasyon siirecinde dnce kirmiziya,
daha sonra koyu kahverengi ve siyaha doniistiigiinii gozlemlemislerdir (Zawistowski
vd., 1991). Bu arastiricilar, yaptiklari daha sonraki arastirmalarda R.nigricans’in
ekstratindan, ekstrattaki bir oksidaz sisteminin varlifinda melanin benzeri {irlinler
olusturan bir maddeyi kristalize etmiglerdir. Bu madde, Bertrand (1896) tarafindan
tirozin aminoasidi olarak olarak tanimlanmistir.  Lakkaz tirozine karsi inaktif
oldugundan Bertrand (1896) daha sonra tirozinaz olarak adlandirilan p-hidroksifenil
amin, p-hidroksifenil metil amin, p-kresol ve fenolii de iceren ¢esitli monohidroksi
fenolik bilesiklerin aerobik oksidasyonlarini1 katalizleyen yeni bir oksidaz sistemi
kesfettigini anlamistir (Bertrand 1908). Bertrand’in lakkaz ve tirosinaz ile ilgili yaptigi
calismalarin ardindan, fenol oksidazlar iizerine yapilan calismalar oldukga artmustir.
Kubowitz (1938); Keilin ve Mann (1938) yaptiklar1 caligmalarda her iki enzim
grubunda bakir igerdiklerini géstermislerdir. Ayrica, her iki enzim grubu da aktiviteleri
i¢cin molekiiler oksijenin varligina ihtiya¢ duyarlar. Buna karsilik, stearik etkiden dolay1
tirosinaz p-fenollere kars1 daha aktif iken, lakkaz o-fenollere kars1 daha aktiftir. Lakkaz

enzimi fenolik bilesikleri polimerize ederek toksisitelerini azaltabilme 06zelligine
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sahiptir. Bunun yanisira lakkaz, fenolik bilesikleri oldukg¢a reaktif olan serbest anyonik
radikallerine oksitler. Yapilan ¢alismalar sonucunda hem tirosinaz hem de lakkaz
enzimlerinin kresolaz ve katesolaz aktiviteden sorumlu aktif merkezlerinin oldugu

sonucuna varilmistir (Burges, 1963).

Son yirmi yil igerisinde, gerek organoklorlu fenolik bilesiklerin
detoksifikasyonunda gerekse atik aritiminda enzimlerin kullanimina yonelik oldukga
dikkate deger ¢alismalar yliriitiilmiistiir. Bu konudaki arastirmalar halen yogun bir
sekilde devam etmektedir. Enzimlerin, O6zellikle atik aritiminda sunduklari yeni
olasiliklarin yogun bir sekilde arastirilmaya devam edilmesinin baslica ii¢ temel nedeni
vardir: Bunlardan birincisi ¢evreye desarjlar1 her gecen giin artan ksenobiyotik ve
rekalsitrant nitelikteki atiklarin aritiminda konvansiyonel aritim siireglerinin yetersiz
kalmasi ve bu nedenle halihazirda kullanilmakta olan siire¢lerden daha ucuz, daha hizl,
daha giivenilir ve uygulamasi daha basit yontemlerin gelistirilmesine gereksinim
duyulmasidir. Ikinci temel neden enzimlerin belirli bir kirleticinin aritimi i¢in daha
0zgiil amacli kullanilabilmeleri, iigiinciisii ise son zamanlarda biyoteknolojide yasanan
gelismelere bagl olarak daha iyi izolasyon ve saflastirma yontemleri kullanilarak daha
ucuz ve daha kolay elde edilebilir enzimlerin {iiretimine olanak saglamis olmasidir

(Karam ve Nicell, 1997).

Konvansiyonel tipteki attk aritim teknolojileri fiziko-kimyasal ve
mikroorganizmal etkinlige dayanan biyolojik siiregleri icerir. Konvansiyonel aritim
teknikleriyle kiyaslandiginda enzimatik aritimin potansiyel avantajlar1 sunlar olacaktir;
biyolojik ataklara dayanikli kirleticilere uygulanabilmesi; diisiik ve yiiksek kirletici
konsantrasyonlarinda islev gorebilmesi; ¢ok genis pH, sicaklik ve tuzluluk araliklarinda
calisabilmesi; biyokitlenin yeni ortama uyumuna bagli olarak meydana gelebilecek
gecikmelerin  olmayisi; biyokitle olusmamasi nedeniyle aritim sonrast ortaya
cikabilecek atik miktarinda azalma ve siirecin kontroliiniin basit ve kolay olmasidir

(Karam ve Nicell, 1997).
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Bu potansiyel avantajlarin ortaya konmasina bagli olarak, aragtirmacilar
calismalarini, atiksularin kati atiklarin, zehirli atiklarin, topraklarin iyilestirilmesi ve
detoksifikasyona yonelik enzimatik aritim yoOntemlerinin = gelistirilmesi {izerine

odaklamislardir.

Klorlu fenoller ve aromatik aminleri iceren aromatik bilesikler onemli bir
kirletici grubunu olustururlar ve bu kimyasallarin yarattigi ¢evre kirlilikleri birgok
iilkede daha once de belirtildigi gibi siki bir sekilde kontrol altinda tutulmaktadir.
Fenolik kirleticiler komiir, petrol, odun, metal kaplama, re¢ine ve plastik, boya, tekstil,
maden, kagit ve kagit hamuru gibi ¢ok cesitli endiistrilerin atiksularinda bulunurlar
(Nicell vd., 1993). Aslinda hemen hemen biitiin fenolik bilesikler ve tiirevleri toksik
bilesikler olup; ¢evre icin tehlikelidirler .Bu nedenle ¢evreye desarjlarindan Once
atiksulardan uzaklagtirilmalart gereklidir.  Endiistriyel atiksulardaki klorlu organik
bilesikleri ve fenolleri gidermede kullanilan baslica enzimler perosikdaz ve fenol
oksidaz grubu enzimlerdir (Karam ve Nicell, 1997). Peroksidaz oksidorediiktaz
sinifindan enzimleri igeren bir grup olup; hidrojen peroksidi oksitleyici olarak
kullanmak suretiyle fenolleri okside edebilirler. Bu oksidasyon sonucunda fenoksi
radikaller ortaya ¢ikar. S0z konusu fenoksi radikaller daha sonra ¢ozelti igerisindeki
diger fenol molekiilleriyle veya aromatik bilesiklerle tepkimeye girerek, poli-aromatik
yapida polimerler olustururlar. Bu polimerler suda ¢dziinmeyen bilesiklerdir ve bu
nedenle sucul ortamlarda ¢okerler (Atlow vd., 1984). Fenolik bilesiklerin peroksidaz ile
katalizlenen presipitasyonu, bu kirleticilerin giderimini oldukg¢a kolaylastirmaktadir.
Ciinkii ¢oziinlir olmayan polimerler basit filtrasyon yontemleri kullanilarak atiksudan
kolayca uzaklastirilabilirler. Peroksidaz grubu enzimleri kullanarak atiksulardaki g¢esitli
fenolleri, aromatik aminlerihidrokarbonlart ve poliklorlu fenilleri uzaklastirmak
olanaklidir (Klibanov vd., 1980; Alberti ve Klibanov, 1981; Klibanov ve Morris, 1981;
Klibanov vd., 1983). Ancak ekonomik acidan bakildiginda, yukarida sozii edilen
yontemin en onemli dezavantajlarindan birisi, oksitleyici ajan olarak kullanilan H,O,’in
pahali olmas1 ve tepkime sirasinda yliksek miktarlarda tiiketildiginden bu sekildeki
aritim silirecinin isletim maliyetini artirmasidir. Bu nedenle son yillarda peroksidaz

enzimine alternatif olarak, fenol gideriminde fenol oksidazlarin kullanilmasi giindeme
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gelmigtir. Bu tercihin baglica nedeni, fenol oksidazlarin oksitleyici ajan olarak H,O,
yerine molekiiler oksijeni (O,) kullanmalaridir.  Bdylece, peroksidaz enziminin
kullanildig1 fenol giderimi siirecinde, H,O, kullannomina bagli olarak karsi karsiya
kalan ytliksek maliyet sorunu fenol oksidaz grubu enzimlerin kullanilmasiyla ortadan

kalkmaktadir (Atlow vd., 1984).

Fenol oksidazlar oksidorediiktaz sinifinda yer alan enzimlerin olusturdugu bir
grup olup; fenolik bilesiklerin oksidasyon tepkimelerini katalizler. Daha once de
belirtildigi gibi bu enzim grubu, lakkaz ve tirosinaz tipi fenol oksidazlar olmak {izere
baslica iki gruba ayrilir. Her iki enzim grubu da aktivite gostermek i¢in molekiiler
oksijenin varligina gereksinim duyar. Ayrica her iki enzimin de koenzimi yoktur

(Karam ve Nicell, 1997).

2.3. Lakkaz Enzimi (EC 1.10.3.2 para-difenol: oksijen oksidorediiktaz)

Cok bakirli mavi bir oksidazdir. Orto ve parafenolleri oksitleme yetenegindedir
(D’Annibale vd., 2000). Aromatik bilesiklerin hidroksil gruplarindan bir proton ve
elektronun ayrilmasi ile serbest radikal formlar olusturur (Mason, 1955). Lakkazlar
dogada genis capli bir dagilim gosterirler ve pekcok bitki ve fungus tiirlerinde
bulunurlar. Ekstraselliiler fungal lakkazlarla karsilastirmali caligmalar c¢esitli
arastiricilar  tarafindan  yapilmistir. Cesitli basidiomycetes, ascomycetes ve
deuteromycetes grubu mikroorganizmalar olduk¢a yiliksek miktarlarda lakkaz enzimi
iretme yetenegindedirler. 2,5 xylidine lakkaz iiretimi i¢in indiikleyici bir etki

gosterirler (Berry vd., 1991; Zawistowski vd., 1991).

2.3.1 Lakkaz Enziminin Molekiiler Yapisi

Lakkazlar, molekiiler oksijeni suya indirgemek suretiyle 6zellikle fenol ve

anilinler olmak {izere bir ¢ok aromatik bilesigin oksidasyonunu katalizleyebilen ¢ok
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bakirli enzimlerdir. Ayni reaksiyon bir¢ok tarimsal ve endiistriyel kimyasal maddenin

transformasyonunda da oriilmektedir. (Gienfreda vd 1999).

Lakkaz enzimi yapisal olarak bir glikoproteindir. Enzimin karbonhidrat igerigi,
protein molekiiliiniin agirlikca %15-45’ini olusturur. Enzimin i¢erdigi karbonhidratlar,
heksozamin, glikoz, mannoz, galaktoz, fruktoz ve arabinozdur. Degisik kaynaklardan
elde edilen lakkazin molekiil agirhigi genis bir aralikta degisir (Cizelge 2.3.1.1 )
(Yarapolov vd., 1994).

Cizelge 2.3.1.1. Degisik kaynaklardan elde edilen lakkaz enziminin molekiil agirliklart
(Yarapolov vd., 1994).

Lakkaz Kaynagi Molekiil Agirhgl, kDa
Pleurotus osreatus 59

Botrytis cinerea 72

Phellinus noxius 70

Trametes versicolor 66

Rhus vemicifera 140

Sycamore 95

Farkli kaynaklardan elde edilen lakkazlarin izoelektrik noktalar1 2.9 ile 4.5

arasinda degismektedir. Lakkaz molekiilii genellikle dort adet bakir atomu igerir.
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Sekil 2.3.1.1. A. Lakkazin ii¢ boyutlu sekli (Bakir atomlar1 golgeli daireler seklinde
gosterilmistir) (Mayer ve Staples, 2002). B. Lakkazin molekiiler yapisi

(www.bioeng.cstm.kyushu-.ac.tp/enzyme/sankalangenkauso.htm)
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2.3.2. Lakkaz Enziminin Aktif Bolgesinin Yapisi

Hidrojen peroksit olusturmadan dogrudan suya katilan oksijene dort elektron
aktaran oksidazlar genellikle kompleks enzimlerdir. Lakkaz bu tip enzimlerin en
basitlerinden birisidir. Bakir 1’in ligandlarindan biri, sistein veya metiyonin (lakkaz

kaynagina bagl olarak) olabilir.

Elektron Paramanyetik Rezonans (EPR) analizleri bakir 2’nin ii¢ azot atomuna
baglandigini gostermektedir. Dordiincii bakir 2 ligandinin da bir su molekiilii oldugu

gosterilmistir (Winkler vd., 1982).

Lakkaz enzimine anyonlarin baglanmasi iizerine yapilan kimyasal ve spektral
analizler N3', O, ve F~ iyonlar igin bakir 2 ve bakir 3 tipi bolgelerin yiiksek afinite

gosterdiklerini ortaya koymustur.

Bakir 2 ve 3 atomlarinin azot ile baglanmasi1 da olasidir. Lakkaz igine bir
elektron bakir 1 iizerinden girebilir ve bakir 2’ye gecebilir. Bakir 2°nin ayrilmasi Bakir
2 ve Bakir 3 atomlar1 arasinda elektron gecisini engeller. Bakir 2 ve bakir 3 molekiilleri
muhtemelen birlikte calismaktadir ve oksijenin indirgenmesinden sorumludur (Winkler

vd., 1982).

2.3.3. Lakkaz Enziminin Katalitik Aktivitesi

Bakir aktif bolgesi bulunan lakkazlar fenol bilesikleri, polifenoller, lignin
poliamin gibi pek c¢ok bilesigin oksidasyon reaksiyonlarini katalizlerler. Enzimatik
reaksiyonun ikinci substrati molekiiler oksijendir. Diger oksidorediiktazlarla

katalizlenen reaksiyonlardan farkli olarak lakkaz tarafindan katalizlenen reaksiyonlarda
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molekiiler halde bulunan oksijene elektronlarin transferi ile su molekiilii olusturulur

(Baybali, 2003).

2.3.3.1. Lakkaz Enzimi I¢in Katalitik Etki Mekanizmasi

Degisik lakkaz cesitlerinin reaksiyon verdigi substratlarin dagilimi ¢ok genistir.
Basit olarak, p-difenol ile benzer 6zellikler gosteren substratlar lakkazlar tarafindan
oksitlenirler. ~ Ancak bazi mantar kokenli lakkazlarin kresol gibi monofenolleri
oksitledigi ve bazilarinin da askorbik asiti oksitleme yetenegi oldugunu da belirtmek

gerekir.

Dairesel dikroizm ve EPR gibi fiziksel yontemler mantar kokenli lakkazlarin metal
merkezlerini incelemek i¢in kullanilmistir.  Bu incelemeler sonucu, lakkazlarin,

proteinin ikincil yapisina gore daha kararli oldugu ortaya ¢ikmistir (Bonomo vd., 2001).

Ne elektron transfer mekanizmasi ne de oksijenin suya indirgenmesi tam olarak

anlagilabilmis degildir. Fakat bilinen baz1 gercekler mevcuttur.

1) Lakkazlar bir elektronun ¢ikarilmas: seklinde T1 Cu'? tarafindan indirgenen
substrat1 okside etme reaksiyonunu gerceklestirirler. Sonug¢ olarak serbest
(katyonik) bir radikal olusturulur. Bu radikal, lakkazin katalizledigi
oksidasyon ya da enzimatik olmayan reaksiyonlarla (hidrasyon veya
polimerizasyon vb) ilerde isletilebilir.

2) Bir elektron substrat oksidasyonu, oksijenin 4 elektron indirgenmesine eslik
ettiginde reaksiyon mekanizmasi tamamen aciklanamaz. Lakkazlar
molekiiler oksijeni indirgemek i¢in tek oksidasyon reaksiyonlarindan
elektronlart depolayan bir pil gibi diisiiniilebilir. Bu nedenle 4 tane
indirgenen substrat molekiiliiniin oksidasyonu, molekiiler oksijenin suya
tamamen okside edilmesi i¢in gereklidir.

3) T1 bolgesinde 4 monoelektronik oksidasyondan ekstrakte edilen her bir

elektron Oy’nin baglandig li¢ ¢ekirdekli gruba transfer edilir. Bu nedenle T2
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ve T3 bolgeleri, molekiiler oksijenin indirgendigi ve suyun serbest kaldigi

lokasyonlardir.

Lakkaz icin yeni substratlarin baglanmasi olmadan Once {iriinlerin salindigi
anlamina gelen 2 bolgeli Ping-Pong Bi-Bi reaksiyon mekanizmasi onerilmistir. Mavi
bakir oksidazlarin solvent kanallar; ii¢ ¢ekirdekli gruba dioksijen molekiillerinin hizl
girisine ve sonugta da suyun kolayca aciga ¢ikmasina imkan veren uygunluktadir.
Bunun i¢in bir¢cok katalitik mekanizma Onerilmesine ragmen dongiiniin indirgeyici

kism1 ¢ok iyi bilinmemektedir.

2.3.4. Lakkaz Enziminin Biyolojik Fonksiyonlari

Lakkazlar i¢in bitki yaralanmasina cevap, fruktifikasyon organlarinin gelistirilmesi,
hiicre duvarinin yeniden yapilanmasi ve topraktaki humik maddenin metabolik
dontistimii gibi birgok farkli fizyolojik rol dnerilmistir. Ayni zamanda lakkazlarin genel
olarak patogeneziste (fungal virulans faktorleri), sporulasyon, fungal spor
pigmentasyonu ve fungal morfogeneziste rol oynadiklarina inanilmaktadir. Lakkazlarin
en tartisilan ve en ¢ok calisilan biyolojik fonksiyonlarindan biri bitki hiicre duvarlarinin
ligninlesme prosesi ve odunun beyaz ciirlimesi siiresince lignin polimerizasyonu ile

alakalidir.

Bitki hiicre duvarinin yapisal bileseni olan lignin, hidrolizlenemeyen C-C ve C-O
baglar1 ile baglanmis fenil propanoid birimlerinden olusan heterojen ve kompleks bir
polifenolik biyopolimerdir. Lakkaz iireticileri olarak odun ciiriitmede Bacidiomycete
funguslarinin fazla olmasi fungal lakkazlarin lignin depolimerizasyonunda baslica rolii
oynadiklarint gostermektedir.  Fakat bu fonksiyon, lignin sentezleyen sistemin
komponentleri olarak bitkisel kaynakli lakkazlar ile ¢elismektedir. Oysa ki genelde
enzimler ¢ok iyi bir sekilde substrata spesifiktir, fakat lignin parcalayan enzimlerin
onemli bir 6zelligi de substrat araliinin genis olmasidir. En 6nemli ligninolitik
enzimler lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkazdir yine de sellobioz:quinon
oksidorediiktaz, sellobioz dehidrogenaz, glioksalat oksidaz, glukoz oksidaz (glukoz-1-

oksidaz ve piranoz 2-oksidaz), veratril alkol oksidaz ve bazi esterazlar gibi diger bazi
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enzimler de odunun dogal bozunmasinin kompleks siirecinde rol almaktadir. Sonug
olarak ligninin biyolojik olarak par¢alanmasi; enzimatik polimerizasyon ile
depolimerizasyon arasindaki denklige ulasmak birbirini etkileyen bircok enzimin ve
enzimatik olmayan bilesenin sinerjik etkisi ile meydana gelmektedir. Gergekte de bazi
deneysel kanitlar lignin tiizerinde her iki aktivitenin de rol oynayabilecegini
gostermektedir.  Lakkazin fonksiyonlarindan biri de onlar hife girmeden once

polimerizasyonu ilerleterek bu bilesikleri ise yarar hale getirmek olabilir.

2.3.5. Lakkaz Enziminin Farkhh Organizmalarda Dagilis1

Cizelge 2.3.5.1.’de lakkaz iiretimi agisindan kanitlanmis funguslarin bir listesi
verilmistir.  Ozellikle bacidiomycete sinifindan beyaz ciiriik¢iil funguslar bu enzim
sayesinde substratlari1 mineralize edebilir. Azospirillum  lipoferum  gibi
mikroorganizmalardan elde edilen bakteriyel lakkazlar da mevcuttur. Azospirillum
bakterileri toprakta, ot ve tahillarin rizosfer kisminda bulunmaktadir. Bitki biiylimesini
arttirmak amaci ile kiiltiiri yapilan bitkilere bu bakteriler asilanir. Freire ve arkadaglari,
cesitli substrat ve inhibitorleri kullanarak A./ipoferum den elde edilen lakkaz ile fungal
lakkazlarin benzer oksidatif 6zelliklere sahip olduklarini gostermislerdir. Malliga ve
arkadaglar1 ile Uyama 2002 ve arkadaslar1 da bir siyanobakteri olan Anabaena

azollae’da lakkaz aktivitesini kanitlamislardir.

Yoshida tarafindan ilk olarak Rhus vernicifera’da lakkaz varliginin tespit
edilmesinden sonra diger bitki hiicrelerinde de lakkaz aktivitesi saptanmistir. Cinarin
(Acer pseudoplatanus) hiicre siispansiyon Kkiiltiirlerinde, kayisida, fasulye hipokotil
hiicre duvarlarinda, mango meyvesinin 6zsuyunda ve tiitiiniin ksileminde lakkaz ve
lakkaz benzeri aktiviteler bulunmustur. Bitkisel lakkazlarla ilgili yapilan ¢aligmalar da
daha ¢ok bu enzimlerin nerelerde lokalize oldugu, bitki iletim sisteminde nasil tagindigi,
enzim regiilasyon noktalar1 {lizerine yogunlasmistir. Bu enzimlerin bitkilerde lignin
birikmesine Onciilik eden son oksidatif basamakta rol oynadigi yoniinde yorumlar

yapilmaktadir.
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Cizelge 2.3.5.1. Lakkazlarin fungal iireticileri (Gienfreda vd 1999’a gore)

FUNGUS SINIF REFERANS

Abortiporus biennis Bacidiomycete | Nerud ve Misurcova, 1996

Agaricus bisporus Bacidiomycete | Giovannozzi-Sermanni  vd.,  1982;
Matcham ve Wood, 1992; Perry vd.,
1993; Ratcliffe vd., 1994; Wood, 1980

Agaricus brunnescens Bacidiomycete | Fagan ve Fergus, 1984

Armillara mellea Bacidiomycete | Bilal ve Thurston, 1996; Rehman ve
Thurston, 1992; Worral vd., 1986

Aspergillus nidulans Askomiset Aramayo ve Timberlake, 1990; Kurtz
ve Champe, 1982; Law ve Timberlake,
1980

Botryosphaeria sp. Askomiset Barbosa vd., 1996

Botrytis cinerea Deuteromiset | Bollag ve Leoowicz, 1984; Fortina vd.,
1996; Marbach vd., 1983; Nun vd.,
1988; Slomczynski vd., 1995; Viterbo
vd., 1993b

Ceriporiopsis Bacidiomycete | Fukushima ve Kirk, 1995; Ruttiman-

subvermispora Johnson vd., 1992, 1993

Cerrena maxima Bacidiomycete | Gindilis vd., 1990

Cerrena unicolor Bacidiomycete | Bekker vd., 1990; Gianfreda vd., 1998;
Pelaez vd., 1995; Zakariashvili ve
Elisashvili, 1993

Chaetomium thermophile Askomiset Ishigami vd., 1988

Coriolopsis occidentalis Bacidiomycete | Nerud ve Misurcoba, 1996

Coriolus consicolor Bacidiomycete | Zhou vd., 1993

Coriolus hirsutus Bacidiomycete | Gindilis vd.,1988; Kojima vd., 1990

Coriolus verllereus Bacidiomycete | Zhou vd., 1993

Curvularia sp. Deuteromiset | Banerjee ve Vohra, 1991

Cyathus bulleri Bacidiomycete | Vasdev ve Kulad, 1994

Daedalea flavida Bacidiomycete | Arora ve Sandhu, 1985
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1999’a gore)

(devam).

FUNGUS SINIF REFERANS

Flammulina velutipes Bacidiomycete | Lee ve Suh, 1985a

Fomes annosus Bacidiomycete | Bollag ve Leonowicz, 1984; Hars ve
Hitterman, 1983; Hars vd., 1981;
Kaufmann ve Wellendorf, 1980

Ganoderma lucidum PTK3 | Bacidiomycete | Perumal ve Kalaichelvan, 1996

Inonotus hispidus Bacidiomycete | Nerud ve Misurcova, 1996

Junghuhnia separabilima Bacidiomycete | Vares vd., 1992

Lentinus edodes Bacidiomycete | Buswell vd., 1995; Crestini vd., 1996;
Ikegaya wvd., 1993; Leatham ve
Stahman, 1981

Lentinus tigrinus Bacidiomycete | Nerud ve Misurcova, 1996

Deniz fungusu Cesitli irklar Raghukumar  vd., 1994, 1996,
Rohrmann ve Molitoris, 1992

Monocillium indicum | Askomiset Thakker vd., 1992

saxena

Myceliophtora thermophila | Deuteromiset | Berka vd., 1997; Xu, 1996

Neurospora crassa Askomiset Schilling vd., 1992; Shuttleworth ve
Bollag, 1986; Tamaru ve Inonue, 1989

Ophiostoma novo-ulmi Askomiset Binz ve Canevascini; 1996

Panellus stipticus Bacidiomycete | Nerud ve Misurcova, 1996

Panus tigrinus Bacidiomycete | Maltseva vd., 1991

Penicillium chrysogenum Imperfekt Rodriguez vd., 1996

fungus

Phanerochaete Bacidiomycete | Dittmer vd., 1997; Srinivasan vd., 1995

chrysosporium

Phanerochaete flavido-alba | Bacidiomycete | Perez vd., 1996
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Cizelge 2.3.5.1. Lakkazlarin fungal iireticileri (Gienfreda, 1999’a gore) (devam)

FUNGUS SINIF REFERANS

Phellinus igninarius Bacidiomycete | Szklarz vd., 1989

Phellinus torulosus Bacidiomycete | Pelaez vd., 1995

Phlebia brevispora Bacidiomycete | Ruttiman-Johnsin vd., 1992

Phlebia ochraceofulva Bacidiomycete | Vares vd., 1993

Phlebia radiata Bacidiomycete | Kantelinel vd., 1989; Lundell vd., 1990;
Moilanen vd., 1996; Niku-Paavola vd.,
1990; Rogalski vd., 1991

Phlebia tremellosa Bacidiomycete | Vares vd., 1994

Pholiota aegerita Bacidiomycete | Von Hunolstein vd., 1986

Pholiota mutabilis Bacidiomycete | Bollag ve Leonowicz, 1984; Leonowicz
ve Malinowska, 1983; Leonowicz vd.,
1979

Pleurotus eryngii Bacidiomycete | Munoz vd., 1997; Pelaez vd., 1995

Pleurotus spp. Bacidiomycete | Sanjust vd., 1991

Pleurotus ostreatus Bacidiomycete | Ardon vd., 1996; Bollag ve Leonowicz,
1983; Lee ve Suh, 1985b; Marzullo vd.,
1995; Nerud ve Misurcova , 1996;
Palmieri vd., 1993; Platt vd., 1984;
Sannia vd., 1986.

Pleurotus pulmonarius Bacidiomycete | Masaphy ve Levanon, 1992

Pleurotus sajor-caju Bacidiomycete | Fu vd., 1997; Kumaran vd., 1997;
Nerud ve Misurcova, 1996; Sollai vd.,
1996

Pleurotus tigrinus Bacidiomycete | Akhmedova vd., 1994

Polyporus anceps Bacidiomycete | Peire ve Gold, 1991; Petroski vd., 1980

Polyporus anisoporus Bacidiomycete | Vaitkyavichyus vd., 1984

Polyporus brumalis Bacidiomycete | Trojanowski vd., 1995
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Cizelge 2.3.5.1. Lakkazlarin fungal iireticileri (Gienfreda, 1999’a gore) (devam)

Polyporus ciliatus

Bacidiomycete

Nerud ve Misurcova, 1996

FUNGUS SINIF REFERANS

Polyporus hirsutus Bacidiomycete | Amin vd., 1985

Polyporus pinsitus Bacidiomycete | Xu vd., 1996; Yaver vd., 1996

Podospora anserina Askomiset Bollag ve Leonowicz, 1984; Hoffmann
ve Eser, 1997; Minuth vd., 1978;

Pycnoporus cinnabarinus Bacidiomycete | Eggert vd., 1996a; Gomez-Alarcon vd.,
1989; Qin vd., 1996

Pycnoporus coccineus Bacidiomycete | Oda vd., 1991

Pycnoporus sanguineus Bacidiomycete | Esposito  vd., 1993; Nerud ve
Misurcova, 1996

Rhizoctonia praticola Deuteromiset | Bollag vd., 1979; Bollag ve Leonowicz,
1984; Shuttleworth vd., 1986

Rhizoctonia solani Deuteromiset | Wahleithner vd., 1996; Xu vd., 1996

Rigidoporus lignosus Deuteromiset | Galliano vd., 1991; Nicole, 1982

Schizophyllum commune Bacidiomycete | De Vries vd., 1986

Scytalidium thermophilum Bacidiomycete | Berka vd., 1995; Xu vd., 1996

Trametes hirsuta Bacidiomycete | Arora ve Sandhu, 1984

Trametes sanguinea Bacidiomycete | Nishizawa vd., 1995

Trametes versicolor Bacidiomycete | Bollag ve Leonowicz, 1984; Katase ve
Bollag, 1991; Milstein vd., 1989; Paice
vd., 1993; Pelaez vd., 1995; Rogalski
vd., 1991b; Von Hunolstein vd., 1986

Trichocladium canadense Deuteromiset | Durrant, 1996

Trichoderma spp. Deuteromiset | Assavanig vd., 1992

Tyromyces incarnatus

Bacidiomycete

Tsujiyama ve Nakano, 1996




24

2.3.6 Lakkaz Enziminin Uygulama Alanlan

Trametes versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi ile klorofenolik bilesiklerin
direkt deklorinasyonu gerceklestirilmistir (Arcand ve Archibald, 1991; Unal, 2004).
Basidiomycetes grubu igerisinde yer alan beyaz-¢iiriik¢iil funguslardan olan Trametes
(Coriolus) versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi, tetrakloroguaiakol gibi cesitli
klorlu aromatiklerin klor gideriminde (deklorinasyon) kullanilmigtir. Klorlu organik
maddede yaklasik %85 oraninda bir yikim gézlenmistir (Iimura vd., 1996). Literatiirde
yer alan bir diger c¢alisma ise fenolik bilesiklerin lakkaz enzimi araciligiyla
detoksifikasyonudur (Bollag vd., 1988). Esmer selilloz hamurunun enzimatik olarak
biyolojik agartiminin yanirisa, poliliretan kopiiklere tutuklanmis Trametes versicolor’in
direkt kullanimai ile de biyolojik agartim ¢alismalar1 yapilmistir (Kirkpatrick vd., 1990).
Ancak direkt organizmanin kullanilmasiyla ger¢eklestirilen agartma isleminin enzimatik
siirece kiyasla daha uzun bir siirede gergeklestigi pekcok calismada gosterilmistir.
Ozellikle kraft seliilloz hamurunun enzimatik agartiminin ve klorolignin gideriminin 15
dakika gibi kisa bir silirede gergeklestigi bildirilmistir (Taspinar and Kolankaya, 1998).
Yapilan literatiir taramasina gore, bugiline kadar etkin olarak lakkaz enzimi ile yapilan

uygulama alanlar1 ve literatiir listesi Cizelge 2.3.6.1.° de verilmistir.
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Uygulama Lakkaz kaynag1 Referans
Boyalarin Aspergillus (genetigi modifiye | Soares vd., 2001a, Soares
dekolorizasyonu | edilmis) vd., 2001b, Soares vd.,
2002
Aspergillus niger Michniewicz vd., 2003

Cerrena unicolor
Coriolopsis gallica
Coriolopsis rigida
Funalia trogii
Irpex lateus

Myceliophthorathermophila,

Polyporus pinsitus, .T. versicolor

Pleurotus eryngii,
pinsitus, Trametes versicolor
Pleurotus ostreatus
P.ostreatus

P.cinnabarinus

P.cinnabarinus

Pycnoporus

Sclerotium rolfsii, Trametes hirsuta

Streptomyces cyaneus
T hirsuta
T hirsuta
T hirsuta
T hirsuta
T hirsuta
T hirsuta
T hirsuta

T.hirsuta

Reyes vd., 1999
Gomez vd., 2005
Unyayar vd., 2005
Kasinath vd., 2003
Claus vd., 2002

Camarero vd., 2004

Hou vd., 2004
Palmieri vd., 2005
Mccarthy vd., 1999
Scliephake vd., 2000
Campos vd., 2001
Arias vd., 2003
Abadulla vd., 2000
Dominguez vd., 2005
Moldes vd., 2003
Rodriguez Couto vd., 2004a
Rodriguez Couto vd., 2004c
Rodriguez Couto vd., 2005
Rodriguez Couto vd., 2006
Couto

Rodriguez ve

Sanroman, 2006
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Uygulama Lakkaz kaynagi Referans
Boyalarin T hirsuta Rodriguez Couto ve
Dekolorizasyonu | T.hirsuta, T.versicolor Sanroman, 2005
Rodriguez Couto vd., 2004b
Trametes modesta Nyanhongo vd., 2002
T.modesta Rehorek vd., 2004
Trametes trogii Levin vd., 2005
T.versicolor Maceiras vd., 2001
T.versicolor Lorenzo vd., 2002
T.versicolor Rodriguez Couto vd., 2002
T.versicolor Peralta-Zamora vd., 2003
T.versicolor Blanquez vd., 2004
T.versicolor Tavares vd., 2004
Trametes villosa Zille vd., 2003
T.villosa Knutson ve Ragauskas, 2004
Ksenobiyotiklerin | Chaetomiacea familyasinin 1-4 ki | Saito vd., 2004
Degradasyonu Cladosporium sphaerospermum Potin vd., 2004

Coprinus cinereus, Myceliophthora

thermophila, P.pinsitus, Rhizoctonia

solani

C.gallica

C.gallica

Coriolus hirsutus
Coriolus versicolor
C.versicolor
Myceliophtora
Trametes pubescens

Panus tigrinus

thermophyta,

Kulys vd., 2003

Pickard vd., 1999
Vandertol-Vanier vd., 2002
Cho vd., 2002

Itoh vd., 2000

Okazaki vd., 2002

Nicotra vd., 2004

Zavarzina vd., 2004
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Uygulama Lakkaz kaynag1 Referans
Ksenobiyotiklerin | P.ostreatus Eggen, 1999
degradasyonu P.ostreatus Hublik ve Schinner, 2000

P.ostreatus, T.versicolor
P.cinnabarinus
Pyricularia oryzae
P.oryzae

Rhus vernicifera

T hirsuta

T hirsuta D10
Trametes sp.
Trametes sp.
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.villosa

T.villosa

T.villosa

T.villosa
Trichophyton sp. LKY-7

Tanimlanmamis

Keum ve Li, 2004

Mougin vd., 2002

Lante vd., 2000

Carunchio vd., 2001

Moeder vd., 2004
Niku-Paavola ve Viikari,
2000

Bo6hmer vd., 1988

Tanaka vd., 2001

Tanaka vd., 2003

Collins vd., 1996

Johannes vd., 1998
Majcherczyk vd., 1998
Johannes ve Majcherczyk,
2000

Majcherczyk ve Johannes,
2000

Castro vd., 2003

Dodor vd., 2004

Fabbrini vd., 2001

Fukuda vd., 2001

Kang vd., 2002

Cantarella vd., 2003

Jung vd., 2003

Zhang vd., 2002
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Uygulama Lakkaz kaynagi Referans
Biyosensorler Agaricus bisporus, A.niger, | Timur vd., 2004
Biyosensorler T.versicolor

A.bisporus, R.vernicifera, | Vianello vd., 2004

Rigidoporus lignosus, T.versicolor
Aspergillus oryzae, Myceliophtora
thermophila, P.pinsitus

Kulys ve Vidziunaite, 2003

C.unicolor Jarosz-Wilkolazka vd., 2004
C.unicolor Jarosz-Wilkolazka vd., 2005
C.hirsutus Marko-Varga vd., 1995
C.hirsutus Lisdat vd., 1997

C. hirsutus Bauer vd., 1999

C. hirsutus Kuznetsov vd., 2001
C.hirsutus Freire vd., 2002

C.hirsutus, R.vernicifera
C.versicolor
P.ostreatus
P.oryzae
R.vernicifera
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor

T.versicolor

Gupta vd., 2003

Gomes ve Rebelo, 2003
Leite vd., 2003
Palmore ve Kim, 1999
Gardiol vd., 1996
Leech ve Daigle, 1998
Freire vd., 2001

Gomes ve Rebelo, 2003
Haghighi vd., 2003
Gomes vd., 2004

Roy vd., 2005

Ferry ve Leech, 2005




Cizelge2.3.6.1.Farkl1 lakkaz uygulamalari (devam)

29

Uygulama Lakkaz kaynagi Referans

Atik tyilestirme | C.gallica Calvo vd., 1998
Gliocladium virens Murugesan, 2003
Lentinula edodes D’ Annibale vd., 1999
L.edodes D’ Annibale vd., 2000
L.edodes Casa vd., 2003
P.tigrinus D’Annibale vd., 2004
P.ostreatus Aggelis vd., 2003
Pleurotus spp. Tsioulpas vd., 2002
Pycnoporus coccineus Jaouani vd., 2005
R.vernicifera Durante vd., 2004
Trametes sp. AH28-2 1rki Xiao vd., 2003
T.versicolor Jolivalt vd., 2000
T.versicolor Edwards vd., 2002
T.versicolor Lucas vd., 2003

Biyopulping Fomes  fomentarius, — Ganoderma | Bourbonnais vd., 1997

Biyopulping collosum, Lentinus edodes, Merulius

tremellosus, Phlebia radiata
P.ostreatus, T.versicolor
C.versicolor

Peniophora Pycnoporus

sp.,
sanguineus, T.hirsuta, T.versicolor
T.versicolor

T.versicolor

Tanimlanmamis

Tanimlanmamis

Tanimlanmamis

Tanimlanmamis

Tanimlanmamis

Bourbonnais vd., 1997

Call ve Miicke, 1997
(Lignozym®-prosesi)
Kandioller ve Christov, 2001

Archibald vd., 1997

Crestini ve Argyropolus, 1998
Jacob vd., 1999

Scaley vd., 1999

Chakar ve Ragauskas, 2001
Poppius-Levlin vd., 2001

Tamminen vd., 2003
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Uygulama Lakkaz kaynagi Referans
Organik sentez | C.hirsuta Baker vd., 1996
C.hirsutus Karamyshev vd., 2003

P.cinnabarinus
P.cocconeus
P.oryzae
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor
T.versicolor

T.villosa

Mikolasch vd., 2002
Uyama ve Kobayashi, 2002
Setti vd., 1999
Fritz-Langhals ve
1998

Aktas vd., 2001
Schafer vd., 2001
Aktag ve Tanyolag, 2003
Uchida vd., 2001

Kunath,

Gida endustrisi

Cin lak agaci reginesi
Myceliophtora thermophili,
P.pinsitius

P.cinnabarinus

T hirsuta

T.versicolor

Tanimlanmamis

Tanimlanmamig

Tanimlanmamis

Huang vd., 1995

Micard ve Thibault, 1999
Georis vd., 2003

Kuuva vd., 2003

Crecchio vd., 1995
Mathiasen vd., 1996
Petersen ve Mathiasen, 1997
Norsker vd., 2000

Biyolojik

agartma

C.versicolor
P.eryngii, P.cinnabarinus,
T.versicolor

P.cinnabarinus

T.versicolor

T.versicolor

Tanimlanmamis

Tanimlanmamis

Balakshin vd., 2001
Camaero vd., 2004
Georis vd., 2003

Paice vd., 1995
Archibald vr ark, 1997
Balakshin vd., 2001
Han vd., 2002
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Cizelge2.3.6.1.Farkl1 lakkaz uygulamalari (devam)

Uygulama Lakkaz kaynagi Referans
Kumas  (kot) | T.versicolor Pazarlioglu vd., 2005
beyazlatma Tanimlanmamig Vinod, 2001

2.4. Organik Klorofenolik Toksik Bilesikler ve Cevre Uzerine Etkileri

Giliniimiizde genis kullanim alanlarina sahip olan organotoksik kimyasallarin
ekosfere verildiklerinde c¢ok diisilk konsantrasyonlarda dahi toksik etkilere neden
olmalar1 bu bilesikler iizerinde c¢aligmalarin artmasina neden olmustur. Endistriyel
kaynaklardan kontrollii bir sekilde emisyonlarin yaninda bu kimyasal kirleticiler, yeralti
depo tanklari, istemeden meydana gelen sizintilar ve tarim amacli kullanilan pestisitler
aracilig ile ekosferin toprak kompartmanina girebilmekte ve gerek yeralti sularinda
gerekse toprakta yasayan mikroorganizmalar iizerinde toksik etkilerini gostermektedir

(Regno vd., 1998).

Bunun yaninda organik toksikantlar aritma tesislerinde bulunan organizmalar
icin oldukga toksik etkiye sahip bilesiklerdir. Bu maddeler sayesinde nitrifikasyon
stireci inhibe olabilmekte veya biyojenik organik bilesiklerin ortamdan uzaklastirilmasi

engellenmektedir (Bitton, 1994).

Ozellikle fenolik bilesikler gerek aritim tesisleri gerekse alic1 ortamlar {izerinde
yiiksek toksisiteye sahiptir. Fenoller, petrol rafinerileri, rezin, plastik, odun ve boya
endiistrilerinin, yiiksek sicakliklarda kdmiir doniisiimii gergeklestiren endiistrilerin atik
sularinda siklikla rastlanilan bilesiklerdir. Yiiksek seviyelerde bulunmalar1 halinde
toksik ve kanserojen olan bu bilesiklerin endiistriyel atiklardan uzaklastirilmasi biiytik

bir dnem tagimaktadir (Singh ve Singh, 2002). Bu inhibitorler olumsuz etkilerini,
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mikroorganizmalarda substrat tiiketimini etkileyerek iireme faaliyetlerini bozar ve

ayrica enzim aktiviteleri lizerinde de etki gostererek gerceklestirebilirler (Bitton, 1994).

Insan, hayvan ve bitki saghgm dis parazitlerden korumak, aym zamanda
tarimda verimin ve {riiniin kalitesini artirmada tarim zararlilarina karsi zorunlu olarak
kullanilan kimyasal maddeler genel olarak pestisit olarak tanimlanir. Toksik ve
mutajenik 6zelliklerinden dolay1 ¢evre ve saglik sorunlar1 yaratan pestisitler, uzun bir

siiredir pek ¢ok bilimsel arastirmanin temelini olusturmaktadir.

Pestisitler kullanim yerlerine gore insektisitler (boceklere karsi), herbisitler
(yabanc1 otlara kars1), fungisitler (mantarlara karsi), molusisitler (yumusakcalara kars1),
rodendisitler (kemiricilere karsi), akarasitler (uyuz bocekleri ve parazitlere karsi) ismini

alir (Vural, 1984, Arisoy, 1993).

Pestisitler organik toksikantlar arasinda yer almaktadirlar. Bunlar arasinda
organokloriir ve organafosfat insektisitleri ilk olarak sinir sistemi fonksiyonlar1 lizerinde
yikict etkiye sahipken, herbisitler fotosentez reaksiyonlar1 iizerinde etki eder.
Pestisitlerin mikroorganizmalar iizerindeki etkileri her bir hedef tiir icin farkl
olmaktadir. Mikroorganizmalar iizerinde yapilan calismalar sonucunda pestisitlerin
solunum, fotosentez, biyosentetik reaksiyonlar, hiicre biliyiimesi ve bdliinmesi ve
molekiiler kompozisyonlar lizerinde etki gosterdikleri tespit edilmistir (DeLorenzo vd.,

2001).

Pestisitler igerisinde siniflandirilan klorofenoller, siklikla kullanilan, genis
spektrumlu  biyositlerdir. Klorofenoller, gerek endistriyel atiklarda, gerekse
yasadigimiz ¢evrede bulunan kirleticilerdir. Suda kismen c¢oziiniirler, dolayisiyla bu
toksikantlara nehirlerde, gollerde ve toprakta kolaylikla rastlanilmaktadir. Cevrede

bulunan fenoksiasetik asit, klorobenzenler gibi kompleks molekiillerin yikimi1 sonucu
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olusabilirler. Bu nedenle ¢evrede bulunan organizmalar iizerinde gosterdikleri olumsuz

etkilerin degerlendirilmesi biiyiik 6nem tasimaktadir (Miyazaki vd., 2002).

Klorofenollerin ¢evreye karigsmasinda en Onemli kaynaklar arasinda suyun
dezenfeksiyon islemleri, atiklarin yakilmasi ve biyositlerin kontrolsiiz kullanimi gibi
endiistriyel ve tarimsal faaliyetler bulunmaktadir. Bu bilesikler ayrica, yapilarindaki
klorofenoksi bilesikler igeren herbisitlerin biyokimyasal reaksiyonlart sonucunda ara

irlinler olarak da olusabilmektedir (Jardim vd., 1997).

Klorofenoller, canlilardaki oksidatif fotofosforilasyon, protein sentezi ve lipid
biyosentezi gibi faaliyetler {izerinde etkilerini gosterirler.  Klorofenollerin sucul
ortamlar {izerindeki etkilerini incelemek amaciyla gergeklestirilen akut toksisite
calismalar1 sonucunda, bu bilesiklerin mg/l diizeyindeki konsantrasyonlarinda sudaki

organizmalara yiiksek oranda toksik oldugu gosterilmistir (Guerra, 2001).

Fenolik bilesiklere maruz kalmalar1 halinde baliklarda sinir ve dolasim
sistemlerinin etkilendigi ve kan hiicrelerinin sayisinda azalma oldugu belirlenmistir. Bu
toksik fenolik bilesiklerin ¢evredeki yiikiinii azaltmak i¢in bu maddelerin atik sulardan
desarjlarinin  engellenmesi veya desarj sularinin zararli etkilerinin azaltilmasi

gerekmektedir (Guerra, 2001).

2.5 Calismalarda Kullanilan Klorofenoller

2.5.1 Pentaklorofenol (PCP)

Pentaklorofenol, endiistride fungusid olarak kullanilan ve hekzaklorobenzen
(HCB), pentaklorobenzen (PCB) ve Pentaklo-ronitro-benzen (PCNB) gibi diger
fungusidlerin ana metaboliti olan bir pestisittir. Insanlarin sozii edilen fungusidler ile

bunlarin icerdigi dioksin kirlilikleri ve poliklorlu bifenil bilesiklerine gidalarla veya
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calisma ortamlarinda dogrudan maruz kalmalari sonucu, tiroid bezinde hipertrofi ve
serum tiroksin (T4) seviyesinde ise bir azalmanin oldugu ortaya konmustur (Arslan vd.,
1999).

Pentakloeofenol, diinyada en yaygin kullanilan biyositlerden bir tanesiydi. Fakat
giiniimiizde bu pestisidin kullanim1 siirlandirilmigtir.  PCP akut olarak gidalarla ve
solunum yoluyla alindiginda insanlarda oldukg¢a toksik etki gostermektedir. PCP
insanlar tarafindan solunum yoluyla alindiginda sinir ve dolagim sistemi ile karaciger

tizerinde etkili olup gozlerde de tahrise neden olmaktadir.

Kronik olarak insanlara solunum yoluyla aliman PCP, solunum dolasim,
bagisiklik sistemi, gbz, burun, deri, bobrek ve karaciger iizerinde etki gdsterir. Insanlar
lizerinde yapilan ¢alismalar kanser ile PCP’ ye maruz kalma arasinda bir iliski oldugunu
gostermektedir. Hayvanlar iizerinde yapilan ¢alismalarda ise bilesigin agiz yoluyla

alindiginda karaciger timorlerinde bir artis gézlemlenmistir.

2.5.1.1. Kullanim Alanlari

PCP, endiistriyel bircok alanda yaygin kullanimi olan genel biyosit ajandir.
Bakterisid, fungisid, insektisid, herbisid ve molluskisid etkilere sahiptir. PCP ve tuzlari
giiniimiizde, baslica aga¢ koruyucu ve daha az oranlarda deri ve tekstil koruyucu olarak
uygulanmaktadir. PCP farkli amaglarla ¢ok ¢esitli uygulama alanlarina sahip olmasi
nedeniyle, ekosistemde genis bir dagilim gostermektedir (online:

http://www.epa.gov/ttn/atw/hlt/hef/pentachl.html, erigim tarihi: 9/3/2008).

2.5.1.2. Kaynaklar ve Potansiyel Etkileri

Kapal1 alanlarda PCP’ ye maruz kalma 0,0005 — 0,01 pg/l olarak dl¢tilmistiir.
Acik alanlarda bu deger ¢ok daha diisiiktiir. Genel olarak insanlarin yaklasik 0,063
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mg/giin soludugu tahmin edilmektedir. Aga¢ sanayisinde ¢alisan is¢ilerin giinde

yaklasik olarak 10,5 — 154 mg PCP soludugu tahmin edilmektedir.

PCP igme suyu ve gidalarda diisiik diizeyde bulundugu belirlenmistir. Maruz
kalma ise ya PCP ile islem gormiis odun ya da direk PCP’ye temasla deri yolu ile
olmaktadir. PCP ve onun yikim iiriinleri kan, idrar ve dokularda olgiilebilmektedir.
EPA, PCP i¢in izin verilen Referans Konsantrasyonunu heniiz belirlememistir. Fareler
tizerinde karaciger ve bobrek hastaliklar1 baz alinarak yapilan ¢alismalarda referans
dozu 0,03 mg/kg/giin olarak belirlemistir. Kaliforniya Cevre Koruma Ajansi (CalEPA)
kronik olarak solunum yoluyla maruz kalinan deger 0,1 mg/m3 olarak hesaplamistir.
Yapilan bir ¢alismada 90 kadindan 22 tanesinde diisiik ve kisirlik goriildiigii rapor
edilmistir. Kanda yliksek diizeyde PCP ve /veya lindane tespit edildiginde ise menstrual

diizensizlikler goriilmiistiir.

2.5.1.3. insan Saghg Uzerindeki Etkileri
2.5.1.3.1. Akut Etkileri

Insanlar tarafindan akut olarak solunum yoluyla maruz kalindigi zaman
kardiovaskiiler sistemi, dolasim sistemi, karacigeri (sarilik), gozii (anlasilir bir etki ve
tahrig) etkiler. PCP’ye yiiksek derecede maruz kalindigi zaman gdzlenen norolojik
degisiklikler; uyusukluk, solunumun hizlanmasi tasikardi, sayiklama ve titremedir.
Fareler lizerinde yapilan ¢alismalarda PCP agiz yoluyla alindiginda daha toksik etki

gosterdigi goriilmiistiir.

2.5.1.3.2. Kanserojenik Olmayan Kronik Etkiler

Insanlarda solunum yoluyla maruz kalma iist solunum yollar1 enfeksiyonlar,

bronsit, aplastik anemi, bobrek, karaciger, bagisiklik sistemi géz, burun, deri tahrisine

neden olmaktadir.
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2.5.1.3.3. Kanser Olusturma Riski

Yapilan calismalar PCP’nin solunum yoluyla alinmasi ile kanser (Hodgkins
hastalig1 sarkoma akut 16semi) arasinda muhtemel bir iliski oldugunu gostermistir. PCP
ile diger toksik maddelere maruz kalma kanser agisindan sinerjistik etki gostermektedir.
Hayvanlar iizerinde oral yolla yapilan ¢alismalarda karaciger tiimorleri (hepataselliiler
adenomlar ve karsinomlar) olusumunu artirmaktadir. EPA PCP’nin oral yolla alindigi

durumda kansere egilim faktoriinii 0,12 (mg/kg/giin)"' olarak hesaplamistir.

2.5.1.4. Fiziksel Ozellikleri

PCP saf haldeyken renksiz ya da beyaz kristaller halinde, sicak ortamlarda
keskin fenolik bir kokuya sahiptir. Ortamda PCP yaklasik olarak 12 mg/l oldugu zaman
koku duyulmaya baslamaktadir. Kimyasal formiili C¢HCIsO ve molekiiler agirlig
266,35 g/mol diir.

2.5.2. 2,6 Diklorofenol (2,6 DCP)
2.5.2.1. Fiziksel Ozellikleri

Molekiiler formiilii CcH4Cl,0O ve molekiiler agirligi 163 g/mol diir. 2,6 DCP beyaz ya
da ac¢ik mor kristal halde goriilmektedir. Erime sicakligi 68-69 °C kaynama sicakligi ise

218-220 °C’dir (online: http://toxnet.nlm.nik.gov/cgi-bin/sis/search/, erisim tarihi:
9/3/2008).

2.5.2.2. Kullanim Alanlari

2,6 DCP insektisit, herbisit yapiminda katki maddesi olarak, ayrica antiseptik

dezenfektan ve diger organik bilesiklerde bulunmaktadir. Genellikle aga¢ endiistrisi,
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tabakhane tekstil fabrikasi, pulp ve kagit fabrikalarinda calisan is¢ilere ilaveten pestisit
sprey operatorleri 2,6 DCP’ ye maruz kalmaktadirlar (online:

http://toxnet.nlm.nik.gov/cgi-bin/sis/search/, erisim tarihi: 9/3/2008)

2.5.2.3. insan Saghgina Etkileri

Agiz ve bogaz yanmast ve agrisi. Agiz, 6zefagus ve midede beyaz nekrotik
lezyonlar olmaktadir. Abdominal agri, bulant1 ve kanl ishal goriilmektedir. Terleme,
bas agrisi, bas donmesi gorilmektedir. Zayif diizensiz nabiz, diisiik tansiyon, zayif
solunum ve viicut sicaklifinda ciddi bir diisiis gozlemlenmektedir. Muhtemel kisa
stireli heyecan ve diizensizlik daha sonrasinda da bayginlik gériilmektedir. Koyu renkli
idrar goriilmektedir. Methemoglobini, hemolitik anemi ve hiperbilirubinemi gorildigi

rapor edilmistir.
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3. YONTEM VE GERECLER

3.1. Caliymada Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismalarda, Basidiomycetes smifina ait Polyporus arcularius (T 438),
Schizophyllum commune (T 701), Clavariadelphus truncatus (T 192), Pleurotus eryngii
M 102), Ganoderma applanatum (M 105), Trametes versicolor (D 22), Cerrena
unicolor (D 30), Schizophyllum commune (D 35), Ganoderma lucidum (D 33) ve
Trametes versicolor ATCC (200801) kullanilmistir. Mikroorganizmalar Eskisehir
Osmangazi Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Béliimii 6gretim iiyesi Yrd.
Doc. Dr. Mustafa Yamag ve Hacettepe Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Boliimii
Biyoteknoloji Anabilim Dali 6gretim iiyesi Prof. Dr. Nazif Kolankaya’dan temin
edilmistir. Caligma siiresince kiiltlirler potato dekstroz agarda +4 °C’de muhafaza

edilmistir.

3.2. Tarama Calismasi

Oncelikle calismada kullanilmas1  dngoriilen  kiiltiirlerin - lakkaz iiretim
yetenekleri 5 farkli besiyeri kullanilarak karsilastirilmistir. Bu amagla, Stok Bazal
Medium, Mikolojik Sivi Besiyeri, Potato-Dekstroz Broth (PDB), Modifiye Vogel
Ortam1 ve Mikiashvili 2006 tarafindan Onerilen besiyeri olmak tizere 5 farkli besiyeri

ortami1 denendi.

3.3. Kullanilan Besiyerleri ve Icerikleri

Calismalarda, Basidiomycetes smifina ait Polyporus arcularius (T 438),
Schizophyllum commune (T 701), Clavariadelphus truncatus (T 192), Pleurotus eryngii
M 102), Ganoderma applanatum (M 105), Trametes versicolor (D 22), Cerrena
unicolor (D 30), Schizophyllum commune (D 35), Ganoderma lucidum (D 33) ve
Trametes versicolor ATCC (200801) lakkaz iiretme yetenekleri 5 farkli besiyerinde test
edilmistir. Bu besiyerleri; Stok Basal Medium, Mikolojik Sivi Besiyeri, Potato-
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Dekstroz Broth(PDB), Modifiye Vogel Ortami, ve Mikiashivali (2006) tarafindan

oOnerilen besiyeridir.

3.3.1. Stok Basal Medium (SBM): Forney ve Reddy (1979)

Bilesimi 2/100 ml
KH,PO,4 0,02
MgS0O,4.7H,0 0,05
NH4H,PO4 0,05
Maya Oziitii 0,001
Glukoz 1,0

Stok Mineral Medium (SMM) Besiyeri

Bilesimi £/100 ml
ZnS0,4.7H,0 0,14
FeSO, 0,1

Hazirlanan SMM besiyeri, SBM besiyeri ortamina % 0.1 olarak ilave edildi.
Hazirlanan besiyeri ortamlarinin pH’s1 4.9°a ayarlandi. SBM besiyerinin sterilizasyonu
110 °C’de 25 dakika siireyle otoklavda gergeklestirildi. SMM besiyerinin

sterilizasyonunda ise milipor filtrasyon teknigi kullanildi.

3.3.2. Mikolojik Sivi1 Besiyeri Paice ve Jurasek (1989)

Bilesimi 2/100 ml
Bacto-trypton 1,0

Bacto-dextrose 4,0
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Besiyeri bilesenleri, 100 mL distile su igerinde ¢oziindiikten sonra besiyeri
ortaminin pH degeri 5.6 olacak sekilde ayarlandi ve 121 °C’de 15 dakika siireyle

otoklavda sterilize edildi.

3.3.3. Potato Dextrose Broth (PDB):

Hazir besiyeri kullanilmistir (Acumedia).

Bilesimi /100 ml
Potato Infusion Solids 4,0
Dextrose 20

Hazir karisimdan 24 g tartilarak son hacim 1,000 mL olacak sekilde ditile su ile
hazirlanmustir. pH=5,1, 121 °C’de 15 dk, otoklavda steril edilmistir.

3.3.4. Modifiye Vogel Besiyeri:

Ana Stok Cozeltisi g/100 mL Iz Element Cézeltisi g/100 mL
Na-sitrat 15,0 Sitrik asit.H,O 2,5
KH,PO4 25,0 ZnS0,4.7H,0 2,5
MgSO0,4.7H,0 1,0 Fe(NH4)2(S04),.6H,00,5
CaCl,.2H,0 0,2 CuS04.5H,0 0,125
NH4NO; 0,8 MnSO4.H,O 0,025
H;BO; 0,025

H3(P(MO3O10))4.H20 0,0025

Karbon ve vitamin kaynaklar1 degistirilerek elde edilen Modifiye-Vogel sivi

besiyerinin hazirlanmasi i¢in iz element ¢ozeltisinden 1 mL ana stok ¢ozeltiye ilave



41

edilmistir. Elde edilen karistm 1 N HCL ile pH=4,7’ye ayarlanmistir. Bu sekilde
hazirlanip 1000 ml’lik Erlen-Mayer siselerine 500 ml hacminde dagitilan ve daha sonra
1.5 atmosfer basing altinda 110 °C de 25 dakika siireyle otoklavda strilize edilen
glukoz-mineral tuz ¢ozeltilerine milipor filtrasyonuyla sterilize edilmis % 0.1 thiamin-

HCI ¢ozeltisinden % 0.1 oraninda (v/v) eklendi.

3.3.5. Mikiashivali vd., (2006) Tarafindan Onerilen Besiyeri:

Basal Ortam 2/100 ml
Glukoz 10
KH,PO4 0,8
NH4NO; 2
Na,HPOy4 0,4
MgSO4 7TH,0 0,5
maya Ozutl 2
Mikro Elementler g/LL
ZnS0O47H,0 0,001
FeSO47H,0 0,005
CuSO4 7H,O 0,005
MnSO4H,0O 0,005

Bazal ortam 121 °C’de 15 dakika otoklavda steril edildi. Daha sonra bazal

ortama mikro elementleri membran filtreden gegirilerek eklendi (Mikiashvili vd 2006).

Her bir besiyerine 3 paralel olacak sekilde denemede kullanilmasi planlanan tim

fungal kiiltiirlerden aseptik kosullarda ekimler yapilarak inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyon sonunda lakkaz aktiviteleri oOlciilerek fungal tiirlerin lakkaz iiretim

potansiyelleri belirlendi.

Tarama calismasi sonucunda segilen tiir ve besiyerinde giinliik lakkaz aktivitesi

degisimi takip edilerek en uygun giin belirlendi.

3.4. Lakkaz Aktivitesinin Olciimii

Lakkaz aktivitesi 6l¢timiinde Taspinar ve Kolankaya (1998)’de belirtilen yontem
izlenmistir. Lakkaz aktivitesi 0l¢iimil i¢in tepkime tiiplerinde toplam hacim 5 ml olacak
sekilde substrat olarak 4.9 ml ve 1 mM Guaiakol iceren 50 mM Sodyum-Asetat
tamponu (pH: 4.5) ve enzim kaynagi olarak 0.1 ml kiiltiir siipernatant1 kullanildi. 37
°C’de 15 dakika inkiibasyondan sonra 465 nm dalga boyunda spektrofotometrede (Sp-
2102UVP Spectrum UV Visspectrophotometer) absorbans olgiildii (Taspinar ve
Kolankaya, 1998).

Calismada, 37 °C, 1 dakika, 465 nm dalga boyunda absorbansi 0.1 birim artiran

enzim aktivitesi 1 Unit aktivite olarak tanimlanda.

3.5. Serbest Klor Ol¢iimleri

Deklorinasyon ¢alismalarinda yapilan klor dl¢iimleri literatiirde civa tiyosiyanat
yontemi olarak bilinen ve serbest klor Ol¢limiine dayanan bir yoOntemle
gerceklestirilmistir.  Bu yonteme gore, 9 M (100ml) HNOs;, 0,25 M (100ml)
Fe(NH4)(SO4), 12 H,0O ve doymus Hg(SCN,) ¢ozeltileri hazirlanmistir (Greenberg vd.,
1992).
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3.6. Coziinmiis Oksijen Olgiimleri

Deklorinasyon kosullarinin optimizasyonu c¢alismalarinda elde edilen veriler
sabit tutularak deklorinasyona kosut olarak ortamda tiiketilen oksijen miktar1 (Jenway

9071 Model) oksijen metre ile Ol¢iilerek takip edildi.

3.7. Deklorinasyon Cahismalari

3.7.1. Deklorinasyon Calismalarinda Kullanilan Biyoreaktoriin Ozellikleri

Enzimatik deklorinasyon c¢aligsmalari i¢in gerekli olan biyoreaktor, reaktor-kabi,
karistiricili-isitict sistem, 1s1 kontrollii su-banyosundan olusmaktadir. Bu calismada
Unal, (2004) tarafindan tasarlanan biyoreaktér kullanilmstir.  Biyoreaktdr kabi
borosilikat camdan yapilmig ve toplam c¢alisma hacmi 100 ml’dir. Karistiricili-1sitict
sistem ise, digital isiticili tablast olan ve reaktor-kabi’nin igine yerlestirildigi su
banyosunda sicaklik-probu ile sicaklik kontrolii yapabilen termostatli bir manyetik

karigtiricidan olugmaktadir (Sekil 3.5.1.1).
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Sekil 3.7.1.1. Deklorinasyon c¢alismalarinda kullanilan reaktoriin goriiniimii (A: Isiticili
manyetik karistirici, B: Reaktor kabi, C: Is1 probu, D: O, elektrodu, E: Oksijen metre)

3.8. Biyoreaktorde Deklorinasyon I¢in Optimum Kosullarin Belirlenmesi

Biyoreaktorde enzimatik deklorinasyonun optimazyon kosullarinin belirlenmesi
amactyla inkiibasyon siiresi, ortam pH’si, substrat konsantrasyonu ve enzim
konsantrasyonlarinin etkisi her iki bilesik (pentaklorofenol ve 2,6-diklorofenol) i¢in ayr1
ayr1 denendi. Denemelerde enzim kaynagi olarak tarama calismasinda etkin tiir olarak

secilen fungal tiir ve besiyerinde elde edilen lakkaz kullanildi.
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3.8.1. Inkiibasyon Siiresinin Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Inkiibasyon siiresinin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla
klorofenolik bilesikler (pentaklorofenol, 2,6-diklorofenol) ile enzimin etkilesim siiresi
0-10 dakika arasinda degistirildi. Siirenin etkisinin belirlenmesi sirasinda diger
kosullar, reaksiyon hacmi 100 ml, klorofenolik bilesik miktar1 1 ml ve 200 uM, serbest
enzim miktar1 1 ml, ortam sicakligi 25+1 °C, ortam pH’s1t 5.0 ve enzim aktivitesi
pentaklorofenol denemeleri i¢in 6.9 ve 2,6-diklorofenol denemeleri i¢in 7.6 U/mL
olarak sabit tutuldu. Klorofenolik bilesiklerin ¢coziintlirliiglinii saglamak i¢in ortama %1

etanol ilave edilmistir.

3.8.2. Ortam pH’simin Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Arastirmanin bu bdliimiinde ortam pH’sinin enzimatik deklorinasyona etkisi
incelendi. Bu amagla ¢esitli tampon ¢ozeltilerle farkli pH’larda ortamlar hazirlandi ve
pH 3-10 araliginda degistirildi. pH 3-5 i¢in 0.2 M asetat tamponu, pH 6-8 icin 0.2 M
fostat tamponu, pH 9-10 i¢in ise 0.2 M Tris-HCI tamponlar secildi ve kullanildi. Bu
deneyler sirasinda reaktordeki reaksiyon hacmi 100 ml, klorofenolik bilesik
(pentaklorofenol, 2,6-diklorofenol) miktar1 200 uM, serbest enzim miktart 1 ml,
deklorinasyon siiresi 3.6.1°de belirlenen siirede, ortam sicakligi 25+1°C’de ve enzim
aktiviteleri pentaklorofenol denemeleri i¢in 6.9 ve 2,6-diklorofenol denemeleri igin 7.6
U/mL olarak sabit tutuldu. Klorofenolik bilesiklerin ¢oziiniirliigiinii saglamak igin

ortama %1 etanol ilave edilmistir.
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3.8.3. Substrat Konsantrasyonunun Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Substrat konsantrasyonunun enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi
amactyla klorofenolik bilesik (pentaklorofenol, 2,6-diklorofenol) miktar1 50-700 pM
arasinda degistirildi. Substrat konsantrasyonunun etkisinin belirlenmesi sirasinda diger
kosullar; reaksiyon hacmi 100 ml, serbest enzim miktar1 1 ml, ortam sicakligi1 251 °C,
enzim aktiviteleri pentaklorofenol denemeleri i¢in 6.9 ve 2,6-diklorofenol denemeleri
icin 7.6 U/mL olarak sabit tutuldu. Klorofenolik bilesiklerin ¢oziiniirliiglinii saglamak

icin ortama %1 etanol ilave edilmistir.

3.8.4. Enzim Miktarimin Enzimatik Deklorinasyona Etkisi

Enzim aktivitesinin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla
0.5-4 ml araliginda degisen farkli miktarlardaki lakkaz enzimi, klorofenolik bilesikler
olarak pentaklorofenol ve 2,6-diklorofenol ile ayr1 ayr1 muamele edildi. Enzim
miktarinin etkisinin belirlenmesi sirasinda diger kosullar; reaksiyon hacmi 100 ml,

ortam sicakligir 25+1 °C ve ortam pH’s1 5.0 olarak sabit tutuldu.
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4. BULGULAR

4.1. Calismada Denenen Kiiltiirlerin Lakkaz Uretim Yetenekleri Acisindan

Karsilastirilmasi

Tarama g¢alismasinda, lakkaz liretim yeteneklerini belirlemek amaciyla toplam
10 fungal kiiltiir kullanilmistir. Bu tiirlerin lakkaz {iretim yetenekleri her biri icin 5
farkl1 besiyerinde yapilan lakkaz aktivitelerinin Slgiimlerine gore karsilagtirilmistir.
Tarama c¢aligmasi sonucunda Trametes versicolor ATCC (200801) kiiltiirii ile Modifiye
Vogel besiyerinde en yiiksek aktivite elde edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1.1,
4.1.2,4.1.3, 4.1.4, 4.1.5’te verilmistir. Ayrica yiiksek lakkaz aktivitesinin elde edildigi
Trametes versicolor ATCC (200801) Modifiye vogel besiyerinde gelistirilerek giinliik
lakkaz iiretme yetenegi takip edilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.1.6’da

verilmektedir.

5
a5 | 4276

4
35

3
2,5

2
1,5

1
0,5

lakkaz aktivitesi (U/ml)

Sekil 4.1.1. Denemede kullanilan fungal kiiltiirlerin Potato Dekstroz Broth

besiyerinde, lakkaz aktivite degerlerinin karsilagtirilmasi (¢calisma kosullari: 30° C, 150
rpm, 10 giin)
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Sekil 4.1.2. Denemede kullanilan fungal kiiltiirlerin Modifiye Vogel besiyerinde,
lakkaz aktivite degerlerinin karsilastirilmasi (¢alisma kosullari: 30° C, 150 rpm, 10 giin)
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Sekil 4.1.3. Denemede kullanilan fungal kiiltlirlerin Mikolojik S1vi besiyerinde,
lakkaz aktivite degerlerinin karsilastirilmasi (¢alisma kosullari: 30° C, 150 rpm, 10 giin)
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Sekil 4.1.4. Denemede kullanilan fungal kiiltiirlerin Stok Basal Medium

besiyerinde, lakkaz aktivite degerlerinin karsilastirilmasi (¢calisma kosullari: 30° C, 150

rpm, 10 giin)
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Sekil 4.1.5. Denemede kullanilan fungal kiiltiirlerin Mikiashvili 2006 tarafindan
Onerilen besiyerinde, lakkaz aktivite degerlerinin karsilagtirilmasi (¢alisma kosullari:

30° C, 150 rpm, 10 giin)
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lakkaz aktivitesi (U/ml)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15

inklibasyon suresi (glin)

Sekil 4.1.6. Modifiye Vogel Besiyerinde iiretilen Trametes versicolor
(ATCC200801)’in lakkaz aktivitesinin zamana bagli degisimi (hata ¢ubuklari standart

sapmay1 gostermektedir)

4.2. Lakkaz Enzimi ile Pentaklorofenol Deklorinasyonu i¢cin Optimum
Kosullarin Belirlenmesi

4.2.1 Siirenin Pentaklorofenol Deklorinasyonuna EtKisi

Inkiibasyon siiresinin pentaklorofenoliin enzimatik deklorinasyonuna etkisinin

belirlenmesi amaciyla yapilan g¢alisma sonucunda en uygun siire 5 dakika olarak

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.2.1.1.’de verilmistir.
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Sekil 4.2.1.1. Lakkaz enzimi ile pentaklorofenolden klor uzaklastirilmasinda siirenin
etkisi.
(calisma kosullar1: baglangi¢ substrat konsantrasyonu, 200uM; enzim aktivitesi

6,91U/ml; 1 ml enzim miktar1;5 dakika; pH 5)

4.2.2. pH’1n Pentaklorofenol Deklorinasyonuna Etkisi

Pentklorofenolden klor uzaklastirilmasinda pH’1n etkisini belerlemek i¢in genis

bir pH araliginda yapilan calisma sonucunda en uygun degerin pH 5 oldugu

gorilmistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.2.2.2°de verilmistir.



54

180 4

160 -

140 4

120 +

100 4

CluM

80 -

60 -

40 -

20 4

Pentaklorofenol

pH

12

Sekil 4.2.2.2. Lakkaz enzimi ile pentaklorofenolden klor uzaklastirilmasinda ortam pH

degerinin etkisi. (¢alisma kosullari: baslangic substrat konsantrasyonu, 200uM; enzim

aktivitesi 6,91; 1 ml enzim miktar1;5 dakika; pH 5; )

4.2.3. Substrat Konsantrasyonunun Pentaklorofenoliin Deklorinasyonuna Etkisi

Substrat konsantrasyonunun enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi

amaciyla yapilan deneysel calismanin sonucunda en uygun baslangic substrat

konsantrasyonu 200 uM olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar sekil 4.2.3.1°de

verilmistir.
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Sekil 4.2.3.1. Lakkaz enzimi ile pentaklorofenolden klor uzaklastirilmasinda substrat
konsantrasyonunun etkisi. (calisma kosullari; baslangi¢ substrat konsantrasyonu,

200uM; enzim aktivitesi 6,91; 1 ml enzim miktari; 5 dakika; pH 5).

4.2.4. Enzim Miktarimmin Pentaklorofenoliin Deklorinasyonuna Etkisi

Enzim miktarinin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla
farkli miktarlarda enzim kullanilarak yapilan c¢alismanin sonucunda 2 ml enzim
miktarindan baslayarak onemli bir artis goriilmiistiir. 3 ml enzim miktarindan sonra
neredeyse onemli bir degisim gozlenmemistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.2.4.1°de

verilmektedir.
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Sekil 4.2.4.1. Lakkaz enzimi ile pentaklorofenolden klor uzaklastirilmasinda enzim
miktarinin etkisi (¢alisma kosullari: baglangi¢ substrat konsantrasyonu, 200uM; enzim

aktivitesi 6,91; 1 ml enzim miktar1;5 dakika; pH 5.0 )
4.3. Lakkaz Enzimi ile 2,6 Diklorofenol Deklorinasyonu icin Optimum Kosullarin
Belirlenmesi
4.3.1. Siirenin 2,6-diklorofenol Deklorinasyonuna Etkisi
Inkiibasyon siiresinin 2,6-diklorofenoliin enzimatik deklorinasyonuna etkisinin

belirlenmesi amaciyla yapilan c¢alisma sonucunda en uygun siire olarak 2 dakika

belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3.1.1°de verilmistir.
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Sekil 4.3.1.1. Lakkaz enzimi ile 2,6-diklorofenolden klor uzaklastirilmasinda siirenin

etkisi. (calisma kosullari: baslangic substrat konsantrasyonu, 200uM; enzim aktivitesi

7,6; 1 ml enzim miktar1;2 dakika; pH 5; )

4.3.2. pH’1n 2,6-diklorofenol Deklorinasyonuna Etkisi

Pentklorofenolden klor uzaklastirilmasinda pH’in etkisini belerlemek i¢in genis

bir pH araliginda yapilan c¢alisma sonucunda en uygun degerin pH 5.0 oldugu

gorilmistiir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3.2.1°de verilmistir.
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Sekil 4.3.2.1 Lakkaz enzimi ile 2,6-diklorofenolden klor uzaklastirilmasinda ortam
pH’min etkisi. (Calisma kosullari: baslangi¢ substrat konsantrasyonu, 200uM; enzim

aktivitesi 7,6; 1 ml enzim miktar1;2 dakika; pH 5;)

4.3.3. Substrat Konsantrasyonunun 2,6-diklorofenoliin Deklorinasyonuna

Etkisi

Substrat konsantrasyonunun enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan deneysel calismanin sonucunda en uygun baslangic substrat
konsantrasyonu 600 pM olarak belirlenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3.3.1°de

verilmisgtir.
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Sekil 4.3.3.1. Lakkaz enzimi ile 2,6-diklorofenolden klor uzaklastirilmasinda substrat
konsantrasyonunun etkisi. (¢calisma kosullari: baslangi¢ substrat konsantrasyonu,

200uM; enzim aktivitesi 7,6; 1 ml enzim miktar1;2 dakika; pH 5; )

4.3.4. Enzim Miktariin 2,6-diklorofenoliin Deklorinasyonuna Etkisi

Enzim miktarinin enzimatik deklorinasyona etkisinin belirlenmesi amaciyla
farklt miktarlarda enzim kullanilarak yapilan c¢alismanin sonucunda 2 ml enzim
miktarindan baglayarak 6nemli bir artis goriilmiistiir. Elde edilen sonuclar Sekil

4.3.4.1°de verilmektedir.
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Sekil 4.3.4.1 Lakkaz enzimi ile 2,6-diklorofenolden klor uzaklastirilmasinda enzim
miktarinin etkisi (¢alisma kosullari: baglangi¢ substrat konsantrasyonu, 200uM; enzim

aktivitesi 7,6; 1 ml enzim miktar1;2 dakika; pH 5 )

4.4. Belirlenen Optimum Kosullarda Deklorinasyon Sirasinda Oksijen

Tiiketiminin Belirlenmesi

Belirlenen optimum kosullar sabit tutulmak kayd: ile PCP ve 2,6 DCP
bilesiklerinin lakkaz enzimi ile deklorinasyonlar siirecinde ortamda bulunan ¢oziinmiis
oksijen miktarindaki degisim takip edilmistir. Elde edilen veriler Sekil 4.4.1. ve
4.4.2.°de verilmektedir.
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Sekil 4.4.1. Lakkaz enzimi ile pentaklorofenol’den klor uzaklasmasi sirasinda
ortamdaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonundaki degisim (¢alisma kosullari: pH 5,

200 puM baslangi¢ substrat konsantrasyonu, enzim miktar1 1 ml)
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Sekil 4.4.2. Lakkaz enzimi ile 2,6 diklorofenol’den klor uzaklagsmasi sirasinda

ortamdaki ¢oziinmiis oksijen konsantrasyonundaki degisim (¢alisma kosullari: pH 5,

600 uM baslangic substrat konsantrasyonu, enzim miktar1 1 ml)
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5. SONUCLAR VE TARTISMA

Cevre ve insan saglhig agisindan sahip olduklar1 toksik ve mutajenik
Ozelliklerinden dolay1 benzer sorunlar olusturan pestisitler de organik toksikantlar
arasinda yer almaktadir. Pestisitler igerisinde siniflandirilan, klorofenoller siklikla
kullanilan genis spektrumlu biyositlerdir. Klorofenoller gerek endiistriyel atiklarda ve
gerekse yasadigimiz ¢evrede bulunan kirleticilerden sadece bir grubu temsil etmektedir.
Suda kismen ¢dziinmeleri nedeniyle bu toksikantlara nehir, gél ve diger sucul alanlarda
bol miktarda rastlanilmaktadir. Endiistriyel aktivitelerin yogun oldugu gelismis ve
gelismekte olan iilkelerde, benzer kirleticilere rastlanilmasi, bu gelisim siireci ile kosut
olarak insanlarin yasamlarinda yer eden dogal bir siiregtir.  Cevrede bulunan
fenoksiasetik asit, klorobenzenler gibi kompleks molekiillerin yikim1 sonucu olusabilir.
Bu nedenle ¢evrede bulunan organizmalar {izerinde gosterdikleri olumsuz etkilerin

degerlendirilmesi biiyiik bir 6nem tasimaktadir (Miyazaki vd., 2002).

Klor iyonu cevresel kirleticiler agisindan ilging bir 6zellige sahiptir. Organik
bilesiklerle kompleks olusturdugunda ortaya ¢ikan klorlu-organik bilesik toksik bir
ozellik kazanir. Klorun organik bilesiklerin yapisina girmesiyle ortaya ¢ikan diger bir
Ozellik de kloru yapisinda tasiyan organik bilesigin rekalsitrant (biyolojik yikima
dayanikli) bir nitelik kazanmasi, elektron alma potansiyelinin artmasidir. Klorlu
organik bilesikte organik molekiiliin aromatik yapida olmasi durumunda rekalsitrant
Ozelligi daha da artar. Nitekim, tarimsal savasimda kullanilan klorlu-organik
bilesiklerin klorlu-aromatik yapida olanlari, kullanildiklar1 dogal ortamlarda ¢ok daha
uzun siire yikilmadan kalabilmektedirler (Matsumura, 1985). Ote yandan klorlu
bilesiklerin olusturdugu polimer yapilar dogal kosullarda uzun siire kalabilme 6zelligi
gosterirler.  Vinil kloriir monomerinin olusturdugu polivinil kloriir (PVC) buna bir
ornek olusturur (Brock vd., 1994). Bir¢ok klorlu aromatik yapinin rekalsitrant ve toksik
Ozelliklerinin  yanisira mutajenik ve kanserojen &zelliklerinin  de bulundugu
gosterilmistir (Shoham vd., 1992). Lipofilik karakterde olmalar1 da bunlarin yag

dokularinda birikim gdstermelerinin nedenini olusturmaktadir (Unal, 2004).
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Cevresel kirleticilerin nitelik ve nicelik olarak artisgininin yani sira bu
kirleticilerin toksik ozelliklerini azaltic1 ve/veya tamamen detoksifiye edici enzim veya
enzim sistemleri de canlilar tarafindan Ozellikle mikrobiyal tiirler tarafindan
gelistirilmektedir. Bu etkilesim igerisinde belirli organizma gruplar1 sahip olduklari
genis substrat spesifitesi gosteren enzim ve iligkili sistemleri ile 6dnemli avantajlar
sunmaktadir.  Bu organizmalar arasinda hemen ilk akla gelenler bakterilerden
Pseudomonas genusu ve funguslardan Basidiomycetes iiyeleridir. S6z konusu hiicreleri
saf kiiltiir veya bir konsorsiyum halinde pek ¢ok cevresel kirleticiyi yikima ugratma

yetenekleri bu alanda c¢alisan aragtirmacilar tarafindan ortaya ¢ikartilmisgtir.

Basidiomycetes iiyeleri ve Ozellikle beyaz ciliriik¢iil funguslar, pestisit,
trinitrotoluen (TNT) igeren atik su desarjlar1 ve kagit endiistrisi tarafindan iiretilen
klorlanmis lignin atiklar1 gibi cesitli kompleks fenol igeren bilesikleri parcalamakta da
kullanilmaktadirlar. Bu funguslar lakkaz, lignin peroksidaz ve mangan peroksidaz gibi
sekonder metabolitleri araciligiyla polisiklik aromatikleri, poliklorlanmis bifenil ve
dioksinleri, ve hatta DDT'yi ve bir¢ok klorlu fenolik bilesikleri pargalayabilirler. Bu
Ozellikleri nedeni ile arastirmacilarin yogun olarak caligmalarini siirdiirdiikleri bazi
tirler vardir ki, literatiirde siklikla rastlanilan ve hatta ¢evresel uygulamalarda da
karsimiza c¢ikan tiirlerdir. Bunlarin baslicalart Phanerochetae chrysosporium ve
Trametes versicolor’dur. Cevrede bulunan ve/veya yeni sentezlenen ve kullanilan pek
cok cevresel kirleticiler s6z konusu organizmalarin sahip olduklar1 ¢esitli enzim
sistemleri aracilifiyla parcalanabilmektedir (Shah vd., 1992; Arisoy and Kolankaya,
1997; Taspmar and Kolankaya, 1998; Yesilada vd., 1998; Tuomela vd., 2000; Unal and
Kolankaya, 2001; Lara vd., 2003; Cabuk vd., 2006; Leitao vd., 2007).

Bu ¢alismada klorlu yapilari nedeni ile mikrobiyal yikima direngli olan ve sahip
olduklar1 toksik ozellikleri ile biyosit olarak kullanilan pentaklorofenol ve 2,6-
diklorofenoliin  deklorinasyonunda etkili bir enzimatik ¢6ziim yolu aramak

hedeflenmistir.
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Calismada 10 farkl:i fungal izolat, 6ncelikle lakkaz iiretim yetenekleri agisindan
kargilastirilarak etkin lakkaz iireticisi ya da ireticilerinin belirlenmesi saglanmaistir.
Burada amag, elde edilecek yiiksek lakkaz aktivitesi ile deklorinasyon arasinda
beklenen korelasyonun saglanmasi diisiincesidir. Elde edilecek yiiksek lakkaz aktivitesi
ile deklorinasyonda basarili olabilecek tiir ya da tiirler enzim kaynagi olarak
kullanilacaktir. Enzim tretiminde segilecek besiyeri hem maliyet hem de aktiviteyi
etkileyeceginden tarama calismasi yapilirken 5 farkli besiyeri kullanilmistir. Bdylece
yiiksek aktivitede lakkaz iireticisi bir organizma ve uygun ortam belirlenmis olacaktir.
Bu tarama c¢alismasinda Basidiomycetes smifina ait Polyporus arcularius (T 438),
Schizophyllum commune (T 701), Clavariadelphus truncatus (T 192), Pleurotus eryngii
M 102), Ganoderma applanatum (M 105), Trametes versicolor (D 22), Cerrena
unicolor (D 30), Schizophyllum commune (D 35), Ganoderma lucidum (D 33) ve
Trametes versicolor ATCC (200801) kullanilmistir. Burada siralanan her bir tiir i¢in
Stok Bazal Medium, Mikolojik Sivi Besiyeri, Potato-Dekstroz Broth (PDB), Modifiye
Vogel Ortam1 ve Mikiashvili vd. 2006 tarafindan onerilen besiyeri olmak tizere 5 farkli
besiyeri kullanilarak lakkaz iiretim yetenekleri karsilastinnlmistir (Sekil 4.1.1 — 4.1.5).
Bu calismanin sonucunda Trametes versicolor ATCC (200801)’un Modifiye Vogel
Ortaminda lakkaz iiretme potansiyelinin digerlerine kiyasla daha yiiksek oldugu
belirlenmistir Literatiirde de Trametes versicolor ATCC (200801)’un g¢esitli
basidiomycetes liyeleri ile yapilan karsilastirmalarinda genellikle en yiiksek lakkaz
tireticisi oldugu dikkat ¢cekmektedir. Bulgularimiz bu bilgi ile uyumludur (Pallerla ve
Chambers, 1998; Unal, 2004). Lakkaz iiretiminde énemli bir belirte¢ de inkiibasyon
siirecidir. Litaeratiirde inkiibasyon siirecinde giinliik olarak aktivitenin degisebilecegi
bildirilmektedir. Bu nedenle secilen tir ve besiyerinde yapilan giinliik lakkaz
aktiviteleri 6l¢iimleri 15 giin boyunca siirdiiriilmiis ve en uygun giin olarak 12. giin
belirlenmistir (Sekil 4.1.6). Bundan sonraki calismalarda Trametes versicolor ATCC

(200801) ile Modifiye vogel Ortaminda lakkaz iiretimleri 12 giin siirdiiriilm{istiir.

Calismada deklorinasyonu hedeflenen pentaklorofenol ve 2,6 diklorofenol
bilesikleri i¢in, secilen fungus, ortam ve belirlenen siirede iiretilen lakkaz enzimi ile,

ayr1 ayr1 optimizasyon c¢aligmalar1 yapilarak deklorinasyon i¢in uygun kosullar
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belirlenmistir.  Bu amagla sirast ile siire, pH, substrat konsantrasyonu ve enzim
miktarinin deklorinasyona etkisi her iki bilesik i¢in ayr1 ayr1 ve en az 3 tekrarli olarak

incelenmistir.

Optimizasyon c¢alismalarinda 3.5.1.’de ozellikleri anlatilan ve Sekil 3.5.1.1°de
gosterilen reaktore 100 ml klorofenolik bilesik konularak iizerine belirli miktarda enzim
ilave edilmis ve aninda 6rnek alinarak baslangi¢c klor miktar: tespit edilmistir. Tim
optimizasyon caligmalarinda denatiire enzim konularak kontrol gruplari olusturulmus
elde edilen sonuclar kontrol gruplar1 ile kiyaslanmistir. Siirenin etkisini incelemek
amactyla toplam 10 dakika siirede ¢alisma siirdiiriilmiis ve her dakika 6rnek alinarak
klor miktar takip edilmistir. Denemelerde kullanilan pentaklorofenol i¢in en uygun
siire olarak 5 dakika bulunurken, 2,6 diklorofenol i¢in en uygun siire olarak 2 dakika
olarak bulunmustur. Sekil 4.2.1.1 incelendiginde pentaklorofenoliin deklorinasyonun
stire artik¢a nispeten dengeli bir egri elde edilirken, Sekil 4.3.1.1.’den de goriilebilecegi
gibi 2,6 dikloro fenolde 6. dakikaya kadar salinimlarin oldugu ve ancak 6. dakikadan
sonra bir dengeye ulasilabildigi soylenebilir. Literatiir ile karsilastrildiginda elde edilen
optimum siire degerlerinin nispeten diisiik oldugu sdylenebilir (Zhang vd., 2008)).
Burada kisa siirede elde edilen yiiksek deklorinasyon degerleri ¢evresel uygulamalar

acisindan 6nemli bir avantaj saglayacagi diisiiniilmektedir.

Enzimlerle yapilan deklorinasyon ve benzer ¢alismalarda énemli bir ¢evresel etken
de ortamin pH degeridir. Bu nedenle genis bir pH araliginda (3-10) ¢alisma yapilmustir.
Elde edilen sonuglara gore hem pentaklorofenol hem de 2,6 diklorofenol bilesiklerinin
T. versicolor’dan elde edilen lakkaz enzimi ile deklorinasyonu i¢in en uygun pH degeri
olarak 5.0 belirlenmistir (Sekil 4.2.2.1 ve 4.3.2.1). Unal (2004), yaptig1 benzer bir
calismada  2.4,6-triklorofenol,  2,4-diklorofenol, = 4-klorofenol  bilesiklerinin
deklorinasyonunda yine lakkaz enzimini kullanmis ve optimum pH degerini 5.0 olarak
belirledigini bildirmistir. Elde edilen bu degerin literatiirde de pek ¢ok arastirmaci
tarafindan yapilan ve farkli substratlar kullanildiginda lakkaz enzimi i¢in elde edilen

optimum pH degerine yakin bir deger oldugu sdylenebilir (Zhang vd., 2008).
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Ortama ilave edilen substrat konsantrasyonunun etkisini belirlemek amaci ile 50 pM
ile 700 uM araliginda degisen miktarlarda klorofenolik bilesik ilave edilmis ve elde
edilen sonuglar Sekil 4.2.3.1 ve 4.3.3.1° de verilmektedir. Ortama ilave edilen
pentaklorofenol miktart 200 pM oldugunda en yiiksek deklorinasyon degerine
ulastlmistir. 200 uM’dan sonra bir diisiis gozlenmis ve 300 uM’dan itibaren neredeyse
dengeli deklorinasyon degerleri elde edilmistir. 2,6 diklorofenol igin substrat
konsantrasyonu artik¢a degisen deklorinasyon degerleri elde edilmistir. 50-150 uM
araliginda bir artig kaydedilmis fakat 150-300 uM arasinda ise bir denge goriilmiistiir.
Baslangic substrat konsantrasynu 400 uM oldugunda bir diisiis goézlenmis, ancak
baslangi¢ substrat konsantrasyonu artik¢a en yiiksek deklorinasyon degerine 600 uM’da

ulasilmstir.

Enzim miktariin etkisinin arastirilmasi amaciyla yapilan ¢alismada reaktore ilave
edilen enzim miktarlart 0.5-4.0 ml arasinda degistirilmistir. Elde edilen sonuglar Sekil
424.1 ve 4.3.4.1°de verilmistir. Pentaklorofenol ile yapilan c¢alismada elde edilen
veriler incelendiginde, beklenildigi gibi enzim miktarinin artisina kosut olarak
deklorinasyon degerinde de artis kaydedilmistir. En yliksek deklorinasyon degerine 4
ml enzim miktar1 ile ulagilmistir. Benzer bir durum 2,6 diklorofenol ile yapilan
caligmalar i¢inde sOylenebilir. Yine en yiliksek deklorinasyon degerine 4 ml enzim ile

ulasilmstir.

Her iki bilesik icin elde edilen optimum kosullar sabit tutularak deklorinasyon
caligmasi sirasinda ¢oziinmiis oksijen miktar1 ile klor olusumunun korelasyonunun
belirlenmesi amaciyla yapilan ¢alismanin sonuglart Sekil 4.4.1. ve 4.4.2°de
verilmektedir.  Her iki grafikten de goriilebilecegi gibi, her iki bilesik ig¢in
deklorinasyon arttik¢a oksijenin tiiketildigi goriilmektedir. Burada oksijen tiikketiminin
az oldugu diisiiniilebilir. Ancak inkiibasyon siiresinin 10 dakika gibi ¢ok kisa olmas1 bu

durumu agiklamaktadir.
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Bu c¢alisma ile elde edilen veriler gostermektedir ki; 7. versicolor ATCC
(200801)’den {iretilen lakkaz enzimi ile pentaklorofenol ve 2,6-diklorofenol
bilesiklerinden etkin olarak klor uzaklastirilmasi yapilabilmektedir. Pentaklorofenol
icin uygun kosullar siras1 ile 5 dakika, pH 5.0, 200 puM baslangi¢ substrat
konsantrasyonu ve 4 ml enzim miktar1 olarak belirlenirken; 2,6 diklorofenol i¢in, siire 2
dakika, pH 5.0, 600 uM baslangi¢ substrat konsantrasyonu ve 4 ml enzim miktar1 olarak
belirlenmistir. Bu c¢alismanin devaminda belirlenen optimum kosullarda
deklorinasyonu yapilan s6z konusu bilesikler icin detoksifikasyonun degisip
degismedigi ve deklorinasyon sonucunda olusan bilesiklerin  belirlenmesi
gerekmektedir. Ancak bu tez ¢alismasinin amact dncelikle her iki bilesik i¢in etkili bir
enzim kaynagi belirlemek ve deklorinasyon siireci i¢in optimum kosullar1 belirlemek ile
sinirlt tutulmustur. Bu tez ¢alismasindan elde edilen bulgular incelendiginde literatiirde
pek cok klorofenolik bilesik ile yapuilmis ¢aligmalara rastlanirken, pentaklorofenol ve
2,6 diklorofenol ile yapilan calismalar oldukca az sayidadir. Bu nedenle elde edilen

verilerin literatiire katki saglayacagi diistiniilmektedir.
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