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llk bélimde bugday samam lignolitik aktiviteli funguslarla degisik
strelerde inkiibe edilerek ham besin maddelerindeki degismeler, ikinci bdltimde
ise bu besin maddelerinin in-sit yikilabilirlikleri incelenmistir. Son bdlimde ise
funguslarin degisik ortamlardaki ligninaz enzim aktiviteleri tesbit edilmig ve
saman numuneleri enzim igeren sv1 ortamlarda 4 gan stire ile inkibe edildikten
sonra in-sitii yikalabilirlik incelenmistir.

Diigiik kaliteli bir yem olan samamn degerlendirilebilirliginin arttinlma
olanaklanmin biyoteknolojik olarak arastnlmas: g¢aligmanmin amacim
olusturmustur.

Bu ¢alisma A.U. Arastirma Fonu 9130004 proje ile desteklenmigtir.
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1.GiRiS ve GENEL BiLGILER

L]

1.1. Girig

Diinya'da ve tilkemizde hizh bir nifus artiginin olmasi gida maddeleri
tiretiminin yanisira hayvansal Gretimin arttnlmas: ve daha az yem materyali ile
daha fazla hayvansal frtin alinmas: zorunlulugunu ortaya ¢ikarmaktadir.
Bu baglamda insanlann tiiketemedikleri yem maddelerini tiketerek degerli be-
sin ve sanayii ham maddeleri saglayan ve bu dzellikleri nedeniyle gelecegin hay-
vanlan gozii ile bakilan ruminantlarin beslenmesi ayn bir énem tagimaktadir.

Hayvan varhgimiz fazla olmasma kargin otlamaya ayrlan ¢ayir ve mera
alanlanmn her gegen yil azalmas: ve {zerindeki otlarin baytk bdlimina ya-
rarsiz bitkilerin olusturmasi ve baz1 yillar iklimin kurak ge¢mesi gibi nedenlerden
otirt kaliteli kaba yem ag@imiz hizla artmaktadir. Ruminant beslenmesi ise te-
mel olarak kaba yemlere dayanmaktadir. Hiktmetler tarafindan yapilan
kalkinma planlanmin hepsinde kaliteli kaba yem tretimi planlar dahiline
alinmasina ragmen yeterli sonuglar ahnamamaktadir. Oysa ki yurdumuzda kaba
yemlerin dnemli bir kismim hububat samanlan olusturmakta ve yihk saman
tretimimiz 25-30 milyon ton civaninda olmaktadir. Temel olarak kaba yeme da-
yanan ruminant beslenmesinde sindirim faaliyetlerinin normal bir sekilde
yuritilebilmest i¢in rumenin % 75'inin dolu olmas: gerekmektedir. Ancak bu sa-
yededir ki ahnan tim yemler optimum bir gekilde degerlendirilebilir. Bu durum
kaba yemlerle saglarur ve aym zamanda kaba yemin kalitesi nedenli yiksek ise
'kpnsantre yemden de o oranda daha az verilerek ekonomik bir fayda saglanur.

: Kaba yemsiz digdnidlemeyen ruminant beslenmesi yurdumuzda ligno-
isellﬁlozlu materyal olarak daha ¢ok samana dayanmaktadir. Her ne kadar yem
"bitkileri dretimi arttnlmaya cahsiirsa cahgisin her yil glderek arttinimaya
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¢absgilan tahil Gretimimiz olduk¢a bunlann artig olan samanda olacak ve hayvan
besleme alaminda kullarlacaktir. Samanin daGsik kaliteli bir yem maddesi ol-'
masmda igerdigi lignin kompleksinin etkisi ¢ok btytktar. Lignin kompleksini
yikimlayarak samam degerli bir yem maddes! yapmaya yodnellk c¢ahgmalar
yuzyihimizin bagindan beri devam edegelmektedir ve devam etmek zorundadur.
Cianki hizla artan diinya niifusu; aghk, enerji agi@ ve gevre kirliligi gibl dneml
sorunlarla kars: karsiyadir. Bu sorunlar gin gectikce artan bir gsekilde kendini
hissettirmektedir. Bu sorunlarla miicadelede lignin kompeksinin yikimlanmas:
da dnemli rol oynayacaktir. Clinki;

a) artan Diinya niifusu ile hayvanlara ayrilan alanlar azalacag gibi birim
yemden hayvan basma daha fazla tirin ahinma zorunlulugu ortaya ¢ikacaktir,
bu durum lignin kompleksinin yikamlanmasa ile yalandan ilgilidir,

b} selliiloz kullanan sistemlerde yiiksek oranda lignin ve tirevlerinin bu-
lunmasi bu bilesiklerin yogunlastinlarak yalat maddesi olarak kullammina im-
kan vermektedir. Elde edilis yontemine bagh olarak 1650 ila 6000 kilokalori/Kg.
enerji elde edilebilmektedir.

c) lignoselliilozlu materyali ham madde olarak kullanan kagit sanayiinde
fazla miktarda su kullamlmakta, lignin ve lignostilfat igceren atiklar dogal ¢evreye
verilmektedir. Bu durum sulann oksijen miktanm azaltmakta ekosistemi boza-
rak bitki ve bahklann yok olmasmna neden olmaktadwr. Oksijen tiketiminde
biyiik rol oynayan lignin ve tiirevieri parcalanmaya kars: oldukca direnglidirler.
Yukanda siralanan nedenlerden 8tiirft lignin kompleksinin parcalanmas: ile igili
aragtrmalara hiz verilme zorunlulugu vardir, | -

Yizyihimizin basindan beri hayvan be§lane alaninda samamn lignin
kompleksini yrkamlayarak, onu, daha degerli bir yem maddesi haline getirmeye



ydnellk cahgmalar daha ¢ok flziksel ve kimyasal ydntemler {zerinde
yogunlasmusg, ancak her ikisinde de uygulamalann pratige aktanlamamalan ve
ekonomik olmamalanmn yam sira kimyasal ydntemlerin ¢evre kirliligine de yol
ac¢malan ve yeterli olmayan sonuglann ahnmas: bagka metodlann aragtinlmas:
zorunlulugunu ortaya ¢ikarmugtir. Bu nedenledir ki gerek insan ve gerekse hay-
van beslenmesindeki alternatif arayislar bizi biyoteknolojik c¢aligmalara
yOneltmistir. Biyoteknolojik cahgmalarnin ekonomik oluglar, cevre kirliligine yol
acmamalan ve pratife aktanlabilmeleri riedeniyle popilariteleri tim dinya'da
hizla artmaktadir.

Diinya'da adeta bir patlamamn yagandi bilimsel yansta hayvan besle-
me alanunda da bu yansta geride olmadigmmzi gdstermeyi amaglayan bu
caismada tlkemiz icin vaz gecilemez bir yem maddesi olan samamn
degerlendirilebilirliginin arttnlmas: amaclanmgtr. bu c¢ahgsmada ilkemizde
yilda 25-30 milyon ton miktannda tarimsal artik olarak elde edilen ve sindirile-
meyen lignin kompleksi nedeniyle degersiz bir yem niteligi tagiyan samamn lig-
nolitik aktiviteli degisik tir furguslarla muamele edilerek yem degeri ve sindirile-
bilirliginin arttinimas: amaglanmgtir.
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1.2. GENEL BiLGILER
1.2.1, Lignoselliilozlu Materyal Olarak Saman

Kaba yemsiz olarak dagtnialemeyen ruminant beslenmesi yurdumuzda
lignoselliilozlu materyal olarak daha ¢ok samana dayanmaktadir.

Saman; tahillann, baklagillerin ve benzeri bitkilerin olgunlagmg tohum-
lan elde edildikten sonra harmanda ele gecen kahntlan olup elde edildigi bitki-
nin sap ve yapraklarindan meydana gelir. Harman kahntilan, bitkinin hayat dev-
relerini tamamlamg ham sellilozca zengin ksimlan olduklarindan besin
degerleri digtktiir. Suda kolay eriyebilen, yani kolay sindirilebilen besin madde-
leri daha sonraki yasam ddéneminde bitkiye hayat verecek olan tohumlara
tasindigindan sap ve yapraklarda sindirimi zor olan besin maddeleri kalmigtir,
aym zamanda bitki hiicre duvan lignin, kitin ve silisyum birikimi nedeniyle
parcalanamaz yada ok zor parcalanabilir bir hal almigtir. Samann besin degeri
bitkinin yetistigi toprak ve iklime gore degisiklik gdstermektedir. Asil degisiklik
bitkinin tar ve ¢esidine gore olmaktadir.

Tablo - 1.1, Yurdumuzda elde edilen kimi saman
tiirlerinin besin maddeleri kompozisyonu {%)

Kuru Ham Ham Ham N-siz Ham Silindirilebilir
Madde Protein Yag  selliloz OzMadde Kiil Ham Protein

Bugday 92.8 3.6-4.2 1,5-1.8 33.4-40,7 35.6-39.8 ;' 9,0-9.4 0.6

Arpa 926 3445 1119 336353 373393 ' 71-116 0.2
Cavdar 924 2936 1315 314363 3877962 52113 1.2
Yulaf 929 3145 1625 345 363 : 5576 2.8

Celtik 04.7 4.5 1.6  33.2-42.4 375418 17.9 0.5




Topragin yapist lizerinde yetisén bitkinin yapisim dolayisiyla samamn
yapisim etkilemektedir. Omegin azotlu giibrelerle giibreleme o topraktan elde
edilen samamn ham protein miktarim akttirmaktadir.

Hizh geligen bitkilerde degerli besin maddelerinin hepsi tohuma
tasimadan yasam siklusu sona erdiginden bir kusm sap ve yapraklarda kalmak-
ta ve bu tir bitkilerin samanlan daha degerli olmaktadir. Bu sebeptendir ki
yazhk samanlar kighk samanlardan daha degerlidirler. Yine aym sebeptendir ki
daha bol yaprakhdirlar, saplar daha yumusgaktr ve dolayisiyla ¢igneme sirasinda
daha az enerji harcamr. Fakat yazlik saman daha higroskopik oldugundan
yagish mevsimlerde veya bdlgelerde daha kolay bozulabilir.

Ekstansif tarimla elde edilen saman entansif tanimia elde edilenden daha
degerli olmakta, bu durum samanin kendisinden degil tarlay1 sarmug olan ya-
banc otlann hasat zamamnda hentiz kartlasmamg olmalarindan ilerl gelmekte-
dir. Bol yapish yillarda ve sulanan tarlalardan elde edilen samanlar ham protein
ve mineraller bakimindan kurak yillar veya susuz tanm yapilan yerlerden elde
edilenlerden daha degerli olmaktadur.

Samanlann yap: ve besin degerleri arasinda farkhiiklar bulunmakla be-
raber bu farklar aym yemin danesi veya yesillerl arasindaki kadar biyak
degildir. Baklagil samanlan bugdaygll samanlarindan daha degerlidirler.
Bugdaygil samanlan sindirilebilir ham protein balamindan oldukga fakirdirler
(%1-0.2), ham selliiloz miktan ise % 50'nin zerinde gikabilir, ham yag miktan %
1-2 civanndadir. Yararlanulabilen besin maddelerinin % 28-50'sini N'siz 8z mad-
deler olusturur ki bu miktann da % 32'si lignin benzeri karbonhidratlar, % 54
kadan pentozonlar ve % 14 kadan diger karbonhidratlardan olugsmaktadir. Mine-
rallerden faklr olup silisyumdioksit miktan ydksektir. Vitaminler dnemsiz mik-



tarda olup bir miktar D-vitamini igerirler. Baklagil samanlarinda lignin: heml-'
selliloz oram ylhksek olmasina kargin bugdaygil samanlarinda silika oram daha
fazladir. Lignin ve silika nefatif korrelasyona egilimli olduklan halde her ikiside
selliiloz ve hemiselliiloz gibi striiktiirel karbanhidratlanin sindirimini engellerler.
Karbonhidratlar genellikle striktirel ve non-striktiirel olmak dGzere ikiye
aynlarak incelenirler. Non-striiktiirel bilegikler olan gekerler, nigastalar ve fruk-
tozanlar % 20'den daha az yer iggal ederler. Bu bilegikler yliksek sindirilebilirlik-
tedirler ve etkili olarak kullarubirlar. Striikttirel karbonhidratlar olan hemi-
selliloz, selliiloz, pektin ve lignin, ham selltiloz adi albinda incelenir, miktan
bitkinin yas: ile birlikte artarken eriyebilirlik ve sindirilebilirlik de azalirr. Bitki
hiicre duvan yapisinda bulunan sellilloz amorf bir matriks olugturacak sekilde
organize olmustur. Geng bitkide 1. hiicre duvan matriksi bashca selliloz ve he-
miselliilozdan olugmasina ragmen olgun bitkide polisakkarit materyalden olusan
ve lignin adi verilen 2. bir hiicre duvan bulunmaktadir. Heniiz yapisi1 tam an-
lamiyla ¢bziimlenememis kompleks bir bilesik olan lignin; phenyl-propamn 3
tirevi olan p-coumaryl alkol, coniferyl alkol ve sinapyl alkolden kdken alms bir
polimerdir (34, 100). Tam bir lignin molekiili kompleks bir sekilde biribirleriyle
¢apraz bagh phenylpropanoin birimlerinden olugmustur. Lignin fiziksel ve kim-
yasal parcalanmaya kars: biiytik bir diren¢ gdstermektedir, ancak bu sayededir
ki; yer ¢ekimi, riizgar, yagmur gibi mekanik etkilere kars: bitkiyl koruyabilmekte-
dir. Bitkiler bu zorlamalara kars: lignin ile desteklenmis destek organlanm evrim
siiresince kazanmg ve kara hayatina adapte olmuglardir. Bitkinin destek ve da-
yamkhhk kazanmasx icin duvar yapisinda biriken lignin gerek sellitloz ve gerekse
hemiselliiloz ile baglantih olup bitkiyi mikroorganizma saldinsina kars: koruyucu
gice sahiptirf | IJgumn kompleks yapisi rumen mikroorganizmalanmn
parcalayia etldfsme kars: koyabilmekte bdylelikle yapisinda bulunan besin mad-
delerinin smdlrihnwme engel oldugu gibi aym zamanda bunlan hilicre i¢erisinde
tutsak ederek besin maddelerinden yararlanmay: da engellemektedir.
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Bu bakimdan samanlann sindirilme derecesi digiik bir kaba yem o&zelligl
kazanmalannda lignin kopleksinin etkisi ¢ok btytktar.

Kaba yemin sindirilebilirligindeld olumsuz etkisl nedeniyle lignin
hakkinda pek ¢ok arastirma yapilmustir. Ligninin kendisi hayvan tarafindan sin-
dirilemedigi gibi kaba yemin sindirilmesini de mikroorganizmalann veya sindirim
sularimn niifuz etmesini dnleyerek inhibe etmektedir. Ogatme, fiziksel inhibisyo-
nun bir miktar {istesinden gelirse de asil dnemlisi lignin ile karbonhidrat poli-
merleri arasindaki ¢apraz baglardir. Bu ¢apraz baglar enzim aktivitelerini inhibe
etmekte bdylelikle enzimier karbonhidrat zincirlerini hidrolize edememekte ve ru-
men mikroorganizmalannca kullamlamamaktadir. Lignin aym zamanda protein
ve karbonhidratlan hiicre duvarlarinda baglamakta, bunun sonucunda da hicre
duvan diisiik sindirilebilirlikte olmaktadir (101).

Bitki gévdesindeki lignin miktan yapraklardakinden fazladir. Lignifikas-
yon arthikca yemin kaliteside diismektedir bu ylizdendir ki digik kaliteli yemler
yiksek lgnin miktarnna sahiptirler. Ogiatme islemi genellikle sindirilebilirlii bir
miktar arthrmaktadir, Yiiksek oranda lignifiye olmus kaba yemlerin kuvvetli asit
ve alka'lllerle muameleleri sindirilebilirligi artbrmaktadir. Bu durum bu tir kim-
yasal maddelerin bitki liflerini sisirmesi ve baz: lignin-karbonhidrat baglarnm yar-
mas1 sonucu olmaktadir. Silolamamn lignin icerigl Gzerine etkisi dnemsizdir. Lig-
nin formasyonunu etkileyen bilinen 4 faktér vardir. Bunlar dnem sirasina gore;
iklim, bitkinin yas1, 151k yogunlugu ve azotlu gibrelemedir. Yaksek 1s1 ve bitkinin
yasiun ilerlemesi lignin formasyonunu arttirmakta ve bdylelikle bitkinin sindiri-
lebilirligini azalmaktadir. Isik yogunlugunun artmas: sindirilebilirlifi arttinrken
azotlu giibrelerle yapilan giibreleme lignin formasyonunu arttirmakta hiicre du-
van igerigini azaltmaktadir. Isik yogunlugu ve azotlu gibrelerle yapilan giibrele-
menin, 1st ve bitkinin yas: ile karsilagtinidifinda lignin formasyonu #zerindeki
rolleri daha az olmaktadir.



1.2.2. Lignoselliilozlu materyalin rumen i¢i sindirimi

Ruminantlar tarafindan t(ketilen yemler rumende mikroorganizmalar
yardimiyla yikilma ve sentez gibi dnemli kimyasal degisikliklere ve metabolik
cevrimlere ugramaktadirlar. Ruminantlann beslenmesi ger¢ekte rumen mikroor-
ganizmalarinin beslenmesi anlaminda olup stirekli olarak 8n midelerden aboma-
suma gegen mikroorganizmalar burada gercek sindirime ugrayarak yikilrlar.
Yem maddelerinin kimyasal yikamm retikiilo-rumende olup bakteri ve protozoa-
larm ekstraselliiler enzimleri aracih@: ile olmaktadir. Retkilo-rumen enaerobik
olan bu mikroorganizmalar i¢in strekli uygun bir kiiltir ortarm saglamaktadir.
Rumene alinan besin maddeleri son riin olarak ugucu yag asitleri, mikrobiyal
hiicreler, metan ve karbondioksit gibi gazlara g¢evrilirler.

Metan ve karbondioksit ruktusla atihir. Ugucu yag asitlerinin ise biytik
bir béltim&i rumen duvanndan emilmektedir. Mikroorganizmalar ise rumende
sindirilemeyen yada by-pass olarak ge¢en besin maddeleriyle birlikte abomasum
ve ince barsaklara gecerek mide asidi ve enzimlerce sindirilip absorbe edilirler.
Ruminal sindirimin optimum kosullarda devam edebilmesi i¢in; rumende 39-
40°C'lik bir 1s1, yiiksek bir nemlilik, fermantasyona elverisli besin maddelerinin
stirekli olarak rumene aktarm, fermentasyondan ileri gelen asit ortamin
ndtralizasyonu igin' tiikiirikle araliksiz olarak sodyumbikarboat tamponunun
rumene verilmesti (Ph;'6.5-6.8). anaerobik bir ortam ve fermentasyon tiriinlerinin
rumenden siirekli olarak uzaklagtinimasi gerekir. Uygun bir rumen ortamm mik-
roorgamzmalann \jfane. gelisme ve cahgmalanna etkili oldugu gibi istenilen
oran ve harmoruyi de saplar. Ancak bu sekilde ruminantlar tiketilen rasyondan
geredi gibi yararlanabmrler 60'dan fazla tiirin identifiye edildigi 1 ml. rumen
smvisinda 109-10;1 9" adet bakteri ve 105 adet kadar protozoon bulunmakta ve bun-
lar arasinda simbiyotik bir yasam sdz konusu olmaktadr.
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Ornegin : tiyamin en az iki bakterinin karsiikli etkisiyle sentezlenmekte-
dir, aym gekilde suksinik asit bir bakterinin son Grdinii iken bir diger bakter! ta-
rafindan kullamlarak proptyonik aside ¢evrilmekte ve bundan da stit kompo-
nentlerinin olugumunda yararlamlmaktadir.

Ruminant rasyonlan fazlasiyla selliloz, hemiselliloz, nisasta ve genellik-
le fruktan formunda suda eriyebilir karbonhidratlar icermektedir. Ruminantlann
siklikla tek gidasi olugturan gayir otlan % 40 civaninda selliloz ve hemiselliiloz
ile % 20 civarinda suda eriyebilir karbonhidratlan icermektedir. Kuru ot ve sa-
manda ise selliiloz ve hemiselliiloz oraru daha ytiksek, suda erlyebilir karbonhid-
ratlar ise daha dagitik miktarlardadirlar. B-bagh karbonhidratlar lignin ile iligkili
olup kuru maddede % 2-12 arasinda olabilir.

Lignin disindaki tiim karbonhidratlar mikroorganizmalarca pargalanabil-
mektedir. -

Karbonhidratlannn rumede wykalimm iki degisik yolla® olabilmektedir.
Eriye'bi]ir karbonhidratlar ekstraselliler mikrobiyal enzimlerce aynen mono-
gastrik hayvanlarinkine benzer bir sekilde basit gekerlere indirgenerek me-
tabolize edilmektedir.

Kampleks karboﬁhldratlardan ise; selliiloz bir yada daha fazla sayidaki
B-1,3 glikozidaz'larca sellobiyoza yikilir. Sellobiyozda glukoza veya fosforilaz etlkd-
siyle glukoz-1-fosfata gevrilir. Nigasta ve destirin: Once amilaz etkisiyle maltoz ve
izomaltoza daha sonra ise maltoz; maltozfosforilaz veya 1,6- glukozidaz etkisiyle
glukoz veya glukoz-1-fosfata gevrilir. Fruktanlar: 2.1 ve 2,6 baglanna saldiran
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enzimlerce fruktoz verecek gekilde hidrolize edilirlerki sukrozun sindirimi sonu-
cunda da fruktoz ve glukoz elde edilir.

Pentozlar hemiselliiloz yikimumn ana {riinleri olup enzimlerin p-1,4
baglanna hiicumlariyla ksiloz ve tironik asite daha sonra ise ksiloza gevrilirler.
Uronik asit ilk dnce pektinesteraz tarafindan pektik asit ve metanole hidrolize edi-
len pektinlerden elde edilir. Daha sonra pektik asit poligalakturonidazlarla galaktu-
ronik asit ve sanugta ksiloz verecek sekilde cevirime ugrar. Yesil yem kuru maddele-
rinin éneml bir kuismm olusturan ksilanlann hidrolizinden de ksiloz elde edilebilir.
Bitkd hiicre duvanimn temel striiktiirii olan selliiloz bir glukandir. Sellloz ve lignin
arasinda oldugu gibi sellillozla hemiselliiloz ve diger bitki duvan bilesenleri
arasmnda da baglar vardir. Selltiloz hemen hemen saf bir formda olarak pamukta iz-
lenebilir. Yiiksek molekiil agirhkh bir homoglikan olan selliiloz ard arda dizili sello-
biyoz tinitelerinden meydana gelmis olup B-glikoz artiklan 1,4 baghdir. Polimer zin-
ciri 15.000'den fazla bap icerir ve yaygin bir gekilde hidrojen kdprileri vardir.
Sonugta kompakt, oldukea siki baglanms gii¢lii, fibrdz bir yap: ortaya ¢ikar.

Sekil - 1.2. Selliiloz Molekiilii
- .

CHZOH H OH
H H OH
OH I-LOH

Sellilozla birlikte bulunan hemiselltloz ise ¢esitli pentoz ve heksozlar ile
birlikte dronik asitlerden olugmusgtur ve kimyasal yap itibariyle selliilozla bir
benzerligi yoktur. Hemiselldloz polisakkaridi sellilozun bir prekirsdrii olmayip
iki gruba aynhr. Bunlar;
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a) Ksilanlar
b) gluko ve galakto-gluko mannanlar'dir.

Hemisellilozlar temel olarak D-gltkoz, D-mannoz, D-ksiloz ve L-arabinoz
tinitelerinin birlikte degisik kombinasyonlarla ve cgesgitli glikozidik baglarla bir-
lesmeleri sonucu olusurlar ve aym zamanda tironik asitleride icerebllirler. Angi-
osperm tar bitkilerdeki hemisellitlozlarin bityiik bir kism ksilan tipte olup, gym-
nosperm tir bitkilerdeki ise gluko ve galakto-mannan tiptedirler. Kaba yem-
lerdeki hemisellillozlar B-1,4 bagh D-glikoz tUniteler ile metilglukronik asit ve
sikhkla glikoz, galaktoz ve arabinoz l?eren yan zincirlerden olusmusg ksilan ana

zincirini icermektedirler (73).

Sekil - 1.3, Glukomannan yapist

CH,OH
ey
) OH \0
CH,OH CH,OH c{ CH,OH
o o = ° o
TN )G e ) e ™
OH OH OH p4
CH,,
$ekil - 1.4. Ksilan yapis
1
: : - ’
[}
o ! o] ] O !
/7 \! VRN RN VAN (o]
OH o OH / oH




-

13

Karbonhidratlann rumen mikroorganizmalannca parcalanmalanndan
sonraki bashca son Qiriinler; asetik, propiyonik ve btittirik asitler {le karbondiok-
sit ve metan gazlandir. Pirdvik, suksinik ve laktik asitler ara metaboltzmada
oneml! olup, laktlk asite bazen rumen sivisinda rastlanabilmektedir. Ayrica az
miktarda olmak (izere amino asitlerin rumende deaminasyonu sonucu yag asitle-
rine de rastlanir. Bunlar; valin'den izobitlirik, prolinden valerik, izoldysinden 2-
metil 7-biitirik ve 18ysinden 3-metil biittriktir. Ugucu yag asitlerinin rumen
sivisindaki{ toplam konsantrasyonu 2-15 gr./Lt. arasinda degismektedir ki bu
miktar rasyona baghdir. Predominant olan asetik asit olup selliilozdan zengin
kaba yemler asetik asit miktanm artirmaktadir. Rasyonda konsantre yemin pay
arttinidiginda ise asetik asit miktan diigmekte, propiyonik asit miktan artmak-
tadir.

Tamamiyle konsantre yemden olugan bir rasyon verildiginde propiyonik
asit miktan asetik asit miktarim agabilir. Bu tiir rasyonlarda bile rumen protozo-
alan hayatiyetlerini koruyorlar ise asetik asit predominanthiim stirdGiribil-
mektedir. Yetiskin bir sigir tarafindan dretilen asitlerin miktan génltik ola-
rak 4Kg. 'n tizerinde olmaktadir.

Uretilen asitlerin bilytik bir kism rumen, retikulum ve omasumdan emi- oo

lirken gerl kalan kismi abomazum ve ince barsaklardan emilmektedir. Ayrica ru-
mende sindirilen karbonhidrat drtnlerinin bir b8ltmi bakteri ve protozoonlarca
kendi hicre polisakkarilerinin yapiminda kullamlmaktadir. Aynca az miktarda
polisakkarit rumen mikroorganizmalannda depo edilmektedir. Bu gsekilde mikro-
organizmalarca barsaklara gecen karbonhidrat miktan 5-6 gr." agsmamaktadir.
Bu durum ruminantlarda aym zamanda beslenmeye bagh bir hipergliseminin
meydana gelmemesinin nedenini de agiklamaktadir. Ruminant yem ttiketimini

takiben saatie 30 Li.'nin (izerinde gaz olugturur ki rumen gazlannin tpik kom-
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pozisyonu % 40 karbondioksit, % 30-40 metan, % S hidrojen ile birlikte degisen
miktarlarda oksijen ve azottur. Karbondioksit; fermentasyonun bir yan {rfint ve
organik asitlerin tikarikteki bikarbonatla reaksiyonu sonucunda ortaya
cikmaktadir. Metan olusumu ise; karbondioksidin hidrojen ile rediiksiyona
ugramas ve bir kismunin formattan firetilmestyle olmaktadir. Metanojenezis folik
asit ve vitamin-B,,'yl de iceren komplike bir islem olup, sindirilen her 100 gr.
karbonhidrattan yaklagik 4.5 gr. metan olugmakta ve ruminant. yem enerjisinin
yaklasik % 7'sini metan olarak kaybetmektedir. Besin maddeleri sindirimini en-
gelleyen faktdrlerin basinda lignin miktan gelmektedir (101). Omegin % 5 lignin
iceren cayrr otunda selliilozun sindirilebilirligi % 80 iken, bu oran % 10%a
cgktiginda selliloz sindirilebilirlidi % 60 'n altna inmektedir. Ay sekilde
selliiloz sindirimi rasyonun artan seker ve nisasta miktaryla asalmaktadir.

Rumende karbonhidratlarn yikilmasiyla baglica asetik asit ve propiyonik
asit sekillendigi halde proteinlerin yikalmasiyla biitirik asit olugmaktadir. Ugucu
yag asitlerinin % 50-60'iu asetik asit, % 20 - 25'ini propiyonik asit ve % 15-
20'sini biitiirik asit olugturmaktadir. Kisa zincirli yag asitleri emilmeden dnce
degisikliklere ugrayabilmektedirler. Ornegin bitiirik asidin bir kismu asetik aside
propiyonik aside ve valerik aside cevrilebildigi halde propiyontk asit oldugu gibi
emilir. Ayrica yag asitlerinin ¢evrimi rumen duvan epithelinde de dwgm etmek-
tedir. Bir miktar batirik asitle asetik asit keton cisimlerine (evrilmektedir. Bu
tir bir ¢evirim pmblyomk asitte goriilmemektedir. Rumenden emilen kisa zincir-
Il yag asitlerinin biyik bir losm karacigerde degerlendiriimektedir. Ruminant
kanunda kisa zinclrll yag asitlerinin yogunlugu monogastriklerinkinden daha faz-
ladir buna karsm ruminant kaninda glikoz miktan daha diuktir. Rumende
sekillenen kxsafzmcirn yag asitleri dnemll bir enerji kayna@ olup ruminantin
yasama payl ent:éle gereksiniminin tamamm veya toplam enerji gereksiniminin %
50'sini karslamaktadir. Asetik asit siit yagiun sentezl igin en dnemli bir ana
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maddedir, aynica asetik asit siit sentezi i¢in gerekli enerjinin bir kismum da
saplamaktadir, Propt;}onik asit karbonhidrat sentezl i¢in dnemli bir madde olup
st gekerinin sentezinde biytlk rol oynar. Propiyonik asit bazi amino asitlerin
sentezine de katilmaktadir. Batarik asit ise gerek siit yag: ve gerekse st gekeri
sentezine girmesinin yar sira sit proteininin sentezinde de yer almakta, aym za-
manda sit olugumunu enerji ydniinden desteklemektedir. Asetik asit siit yagimn
sentezine % 70, Laktoz ve protein sentezine ise % 15-20 orarunda katilmaktadir.
Propiyonik asidin siit yag) sentezine katihm diigiik oldugu halde laktoz sentezin-
deki pay1 % 60 kadardir. Biitirik asidin siit yag) sentezine etkisi azdir, st prote-
inine katilma pay: her iki asitten daha yiiksek olup % 40 kadardur.

1.2.3. Ligninin biyosentezi ve Olugumu

Bitki hiicre duvarinin temel bir unsuru olan lignin fenil propan birimleri-
nin dazensiz bir bi¢imde biribirleriyle ¢esitli baglar aracihigiyla Baglanmas: sonu-
cu olusan aromatik bir bilegiktir (55). Ik olarak 1865 yiinda izole edilerek

tanmimlanmstir.

Bitkd dokulanmn kuru agirhginda % 1-40'a kadar degisen degerlerde bu-
lunmaktadir. En ytiksek lignin miktanna gymnosperm bitkilerde (¢cam, kayin gi-
bi) rastlanmaktadir. Bununla beraber odun dokulanmin genellikle % 15-35'1ni
olusturmaktadir. Lignin hemisellilozla birlikte bir matriks olugturarak selliiloz
mikrofibrillerini korumaktadr.

Bitkilerin evrimi Qizerine yapilan ¢cahgmalar karasal bitkilerin her ydnden
esit hidrostatik basinca maruz kalan basit sucul bitkilerden kéken aldigxm
gostermektedir. Karasal bitkiler her zaman yer ¢ekimi, yagmur, rizgar gibi me-
kaniksel zorlamalann etkisi alhnda bulundugundan bu zorlamalara kars: koya-
bilmek i¢in ligninle kuvvetlendirilmis destek organlan gelistirmiglerdir. Diger bir
degisle lignifikasyon bu destek organlanmn varhg ile ilgilidir. Bu ytzdendir ki
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lignin karakteristik olarak gymnospermlerde, anglospermlerde ve likopodlarda
bulunmaktadir (43). Pinus radiata ¢am tiirtine ait hiicre duvaninda llgmﬂkasyon'
ultraviole mikroskopla incelendiginde hticre duvanmn boliimlere ayrildig:
gozlenmektedir. Bunlar sirasiyla en dista primer duvar, daha sonra hiicreler
aras: bosluk ve en icte sekonder duvardir. sekonder duvar ise digtan ice dogru
S). S, ve S3 olmak iizere alt bdliimlere aynilmgtir (100).

$ekil - 1.5, Bitki hiiere duvan

/

t/'\‘/.\l/.\. /'\ /.\
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Ligninin olugumu ile {igili gesitli fadyoizotopik calismalar lignifikasyonun
farkhlagmg odun hircrelerinde primer duvara komsu hicrelerin kdselerinden
baglayarak hiicreler arasi bagluga, primer ve sekonder duvara dogru yayldigim
gostermigtir. Odun hiicrelerindeki toplam lignin miktarinm yaklasik % 70-
80'inin sekonder duvarda % 9-10'unun hiicre koselerinde, % 10-16'simn
hiicreler arasi boglukta yer aldig: saptanmgtir (105).

Lignin, gikimik asit-sinnamik asit metabolik yoluyla L-fenilalanin ve L-
tirozinden sentezlenmektedir. Sikimik asit ve sinnamik asit ise sekerlerden
olusmaktadir. L-fenilalanin ve L-tirozin lignin biyosentezinde rol oynayan iki
Onemli aromatik asittir. L-fenillalanin pek ¢ok bitkide bulunan esansiyal bir ami-
no asit olup fenilalanin amonyak liyaz enzimi ile transsinnamik aside (sinnamik
asit) donigmektedir. Yapilan caligmalar lignin biyosentezinin angiosperm ve
gymnospermlerde L-fentlalaninden, ¢imlerde ise L-fenilalanin ve L-tirozinden
olustugunu géstermistir. Buna bagh olarak sinnamik asit 8zgil hidroksilazlarla
trans- p-kumarik aside, daha sonra kafeik aside hidroksile edilmektedir. Kafeik
asit, O-metiltransferazlarla felurik aside déniismektedir. O-metiltransfefazlar bit-
kilerde yaygin olarak bulunan ve metilasyou saglayan enzimlerdir. Olusan felu-
rik asit hidroskilasyon ve metilasyon kademeleriyle sinapik aside déniismektedir.
Ferulik asit ve sinapik asit; hidroksisinnamat CoA liyaz, hidroksisinnamil CoA
rediiktaz ve hidroksisinnamil alkol oksidaz sistemleriyle sinnapil alkollere indir-
genmektedir. Sonucta sinapik asitten sinapil alkol, ferullik asitten koniferil alkol
ve p-kumarik asitten p-kumaril alkoller ligninin 8nciil molekiilleri olarak
olusmaktadirlar (43).
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$eklil - 1.6. Lignin prekiirsdrleri

H CH.OH
CH,OH CHO e
HG HE HG
H En H
OCH, Hy
OH OH OH
P-kumaril alkol Koniferil alkol Sinapil alkol

Sinnaplil alkoller oksidatif polimerizasyona ugrayarak serbest mezomerik
radikal sekillerine dontsmektedirler. Bu agsamada fenol okside edici enzimler
(lakkaz : Oy, peroksidoz : Hy O5) gbrev almaktadir (52, 43, 105).

Lignin polisakkarit kompleksinin olugsumu 0zerine pek ¢ok ¢ahgma
yapimgtir. Ozellikle lignin polisakkarit kompleksini aywrma ve inceleme
yontemleri ligininin polisakkantlerle baglantisun hemiselliilozla oldugunu
gosterilmigtir (36). Lignin, dzellikle hemiselliiloz birimleri olan ksiloz, arabinaz ve
galaktrozla kovalent veya hidroen veya Van der Waals baglanyla baglanmaktadir.
Bununla birlikte yapilan c¢abhsmalar sonucu ligninin polisakkaritlerle
baglanmasinda kovalent baglann daha etkin oldugu bildirilmistir (31, 40).
Yapian caligmalarla lignin polisakkarit olusumu Ozerine bazi modeller (40)
olusturulmustur (Sekil 1.7}.
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1.2.4. Lignoselliilozlu Materyalin Delignifikasyonu

1.2.4.1. Lignoselliilozlu Materyalin Fiziksel ve Kimyasal Yéntemlerle
sindirilebilirliklerinin arttinlmas:

Bitki hiicre duvarinda bulunan lignin kompleksini yikimlayarak saman
gibi dastik degerlikli lignosellilozlu artiklarnt degerli bir yem haline getirmeye
yonelik calismalar yiiz yilimizin bagindan beri devam edegelmistir. Bu ¢cahgmalar
daha ¢ok fiziksel ve kimyasal metodlar (izerinde yogunlagmugtir.

Kimyasal ydntemler arasmda samamn asit ve alkalilerle muamelesi
tizerinde durulmus, bunlar arasinda; alkol (1), formik asit (126. 127), kalsiyum
klorir (128), silaj yapma (86), tre (18, 19, 21 22, 81, 111, 112), bidre (3), orga-
nik klor (128), amonyak (15, 44, 67, 78, 91, 96, 98, 99, 132), formaldehid (106,
126, 106, 127), amonyum hidroksit (41), hidrojen peroksit (48, 49, 78, 107, 110),
ferrokloriir (67), ferri nitrat (67), ferri sodyum tartarat (67), potasyum hidroksit
(9. 103, 104), sodyum klorit (128), sodyum hipoklarit (128), sodyum peroksit
(63), hidroklorik asit, siilfiirik asit ve dzellikle de sodyum hidroksit (45, 46, 63,
84, 103, 128) tizerinde ¢ahgilmgtr.

Fiziksel ydntemler arasinda ise; su emdirme (64), kaynatma (64), otokla-
ve etme (38, 64, 113), 1s1tma (85, 113, 129), dograma (46), irradyasyon (128), in-
ce 8gitme, un haline getirmg tzerinde calisilmigtr. Fiziksel metodlar uygulan-
malan sirasindaki enerji sarﬂyau ghbi ekonomik nedenler ve sonuclanmn
yetersiz olmas: nedentyle uygulama alam bulamamsg, kimyasal metodlarn ise
cevre kirliligine yol agmalan pratige aktanmlanm engellemistir.

Bunlar arasinda sodydm hidroksit, tizerinde en ¢cok calisulan alkali ol-
mus, ancak gerek uygulama: zorludu ve gerekse sodyum hidroksitin samandan
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ayrimasi sirasinda yapilan yikama isiemmde ¢ok fazla miktarda suyun kul-
lanilarak c¢evre kirliligine yol agilmas: ve yikamayla eriyebilir besin maddelerinin
kayb1 nedeniyle pratige aktanlamamgtir. En ¢ok kullanilan bir diger kimyasal
madde olan amonyak ve fire ile muamele ise lignin kompleksini yakmayip sadece
samam azot ydniinden takviye eden bir ydntem olarak kalmistir.

1.2.4.2. Ligninin Biyolojik Parcalanmas:

Yagh Diinyamuzin kimyasal atk ve artiklarla giderek kirlenmesini
Oonlemek ve daha ekonomik bir fayda saplayabilmek i¢in ¢caligmalar giderek artan
bir hizla biyolojik metodlara kaydinlmaktadir.

Mikroorganizmalann bulunduklan ortam ve metabolik aktiviteleri goz
Oniine ahnarak mikrobiyoloji; tibbi mikrobiyoloji, veteriner mikrobiyoloji, tarim
mikrobiyolojisi, toprak mikrobiyolojisi, deniz mikrobiyolojisi ve endiistriyel mik
robiyoloji gibi boliimlere aynlmishr. Cok genis cahgma alam olan endustrlyel
mikrobiyoloji mikrobiyolojinin ekonomik ydnii olan her konusu ile ilgilidir.
Enddstriyel mikrobiyolojinin uygulama konulan arasinda; organik ¢dziictilerin
ve organik asitlerin elde ediligi, alkolli i¢kilerin yapimu, dekstanlann elde edilme-
si, amino asitlerin elde edilmesi antibiyotiklerin elde edilmesi, enzimlerin elde
edilmesi, vitaminler ve diger gelisme faktdrlerinin elde edilmesi, cesitli gidalann
elde edilmesi, steroidlerin transformasyonu, besin maddelerinin protein mik-
tarnmn artbnlmasi, gesitli virus ve bakteri asilanmn elde edilmesi ¢esitli amaclar
icin kullamlan hidrojen, karbondioksit gibi gazlarin elde edilmesi, biyogaz
uretimi ve atk maddelerin degerlendirilmesi bulunmakta ve her gecen gin yeni
uygulama alanlan katilmaktadr.

Tanmsal artiklann degerlendirilmesi dzerine yapilan ilk ¢cahsmalar uzak
doguda odun ¢iriticl funguslann ormanhk arazideki artik aga¢ kitikleri
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tizerine yapilan ekimleri ve sonucunda odun fizerindeki etkilerinin incelenmesty-
le baglamustir (68, 14).

Bitki hiicre duvan polimerlerinin biyolojik olarak ayrigmasi mikroorga-
nizmalarca sentezlenen enzimlerle biyokimyasal olarak gergeklesmektedir. Bitki
hiicre duvan polimerlerinin enzimler veya diger bilegikler arasindaki iligkileri
hidrolitik yada oksidatif bir olay seklinde olmaktadir. Ctnki duvar polimerleri
olan selliiloz, hemiselliiloz ve lignin suda ¢éziinmeyen molekiiler yapirya sahip ve
fiziksel olarak biribirleri ile sik fligki halindedirler. Bitki hiicre duvannda selliiloz
mikrofibrilleri hemiselliilozla ve her ikiside lignin muhafazas: igerisinde bulun-
makta olup lignifiye dokulann sindiriminde lignin miktanimn rolii dnemlidir. Lig-
nin icerigi ne kadar fazla ise selliiloz ve hemiselliilozun sindiriminde o denli az
olmaktadir (36).

Bitki hiicre duvarinda lignin engelinin kaldmimasinda 3 biyolojik meka-
nizma gdrev almaktadir. Bunlar :

1) Bcekler : Fiziksel olarak bitkiyl parcalarlar ki bu durum agz orga-
nellerinin kuvvetine baghdir. Bdcekler genellikle seliloz ve hemiselliilozdan ya-
rarlanirlarsa da baz tiirlerin lignini sindirdikleri radyo izotop ¢cahgmalanyla orta-
ya konmustur. Buna goére émegin bir termit olan Nasutitermes exitiosus'un .
sindirim sisteminde C14 ile igaretli ligninin karbondiokside cevrildigl bildiril-
migtir. Bundan bagka baz Coleoptera, Isoptera, Hymenoptera cinsi bdcek
tarlerinin de lignini slndlrebﬂdikleri bilinmektedir.

2) Bakteriler : Pseudomonas, Xantomanas, Nocardia cinsi baz bakter!
tarlerinin uzun bir lnkt'.\basyon stresi sonunda lignini parcalayabildikleri, yine
baz Mycobacterium, Arthmbacter Aeromonas ve Flavobacterium tin) bakterilerin
de parcalanmada rol oynadxidan saptanmustr.



3) Funguslar : Baz tar yiiksek funfuslar lignini par¢alayarak polisakka-
ritler] serbest hale gegirmektedirler. Bu tiir furguslann bitkide meydana getirdik-
leri parcalanmaya ¢tiriime ad: verilmekte olup 3 tiir ¢lirime olugturmaktadirlar.
Bunlar; a) beyaz ¢tiriime, b) kahverengi ¢iirtime, ¢) yumusak ¢iiriimedir (34, 51,
52, 56, 62).

Lignin dahil tim odun bilesenlerinin parcalanmas ile meydana gelen ve
saglam odundan daha acik renge ddniigmiis odundaki ¢lirimeye beyaz ¢iirime
ve buna neden funguslara da beyaz-¢firtik¢il funguslar (Coriolus versicolor, Pha-
nerochaete chrysosporium vb.) adi verilmigtir. Yapidaki lignin parcalanmadig
halde selliiloz ve hemiselliilozun parg¢alanmasi ile meydana gelen ve saglam odu-
na oranla kahverengiye déniGsen odunda meydana gelen ¢firimeye kahverengi-
cliriime ve bu tip ¢iirimeden sorumlu funguslara kahverengi ¢tiriiketil funguslar
(Goelphyllum trabeum, Poria placenta, Merulius lacrymans vb.) adi verilmigtir.
Kahverengi ciiriokciller selltlozu parcalayip lignini parcalayamadiklarindan
renkleri ve ortamda biraktiklan kahnt: ligninden dtirii kahverengidir, Yumusak
clirtikcal funguslar ise Ascomycetes ve Fungi imperfecti stmifina dahil olup (Chae-
tomium globoosum, Paecilomycetes spp., Allescheria spp., vb.) bu tir ¢lirlimede
lignin parcalanmas: polisakkarit parcalanmasmn gerisinde kalmaktadir. Bu tip
¢irimeden sorumlu olanlara da yumusak -¢iiriik¢iil funguslar adi verilmektedir
(51, 82, 83)

Beyaz ve kahverengl ¢iirikgiil funguslar taksonomik olarak biribirleriyle
yakin ilgili olmalanna ragmen lignin tizerine olan etkileri selliiloza oldugu gibi
farkhdir. Her iki grup fungusun lignini aym reaksiyonlarla par¢alamalan
mimkinddr. Ancak kahverengi-ciirikcill funguslarda baz reaksiyonlar bloke
edilmis olup bunlar gerceklesememekte ve polimer tamamiyle dekompoze olama-
maktadir. Yumusak cirikeil funguslann diger polisakkaritleri lignine oranla
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daha hizh kullandiklan, beyaz-¢tirtik¢(il funguslann tGm lignosellGilozlu madde-
leri es zamanh olarak metabolize ettikleri kahverengi-c¢tirikefil funguslann ise
yalrzca lignin disindaki polisakkaritleri kullanabildikleri, buna bagh olarakta
lignini ortama artik olarak biraktiklan ve ortamun kahverengi oldugu sap-

tanmgtir (61).

Beyaz-¢iiriik¢il funguslarla yapilan caligmalar lignin parg¢alanmasimin
aerobik sartlarda, oksidatif bir sireg icerisinde, 0zgin olmayan bir sistemle
gerceklestiini  gostermistir. Lignin parcalanmasiun anaerobik sireci
gozlenmemis olup Dinya kdmir yataklann bunun en iyi kautidir.

Lignin polimerinin pargalanmasmndaki baghca oksidatif reaksiyonlar; pro-
pil yan zincirinde oksidatif aynlmalar, metoksil gruplaninin demetilasyonu ve
aromatik halka aqilmasidir (60, 62, 95). Funguslann lignini parcalamalan sekon-
der metabolizmaya bagh olarak tremenin duraklama faznda, aerobik
kosullarda, siurh azot kaynaklannn varliginda ve selliilozun kosubstrat olarak
kullamldig) ortamlarda olabilmektedir (39). Lignin par¢alanmasimn enzimatik ve
enzimatik olmayan mekanizimalarla gerceklestirildigine dair farkh gérisler mev-
cuttur.

Enzimatik olmayan mekanizmada baslangi¢ par¢alanmasinda ¢esitli oksi-
jen tihrlerinin gérev aldif: dne sﬁrﬁﬁnektedir. Bu durumun oksijenin serbest radi-
kalleri etkistyle olustugu ve hidroksi radikallerin lignin pargalanmasindan sorum-
lu olabildikleri ileri stiriilmistur. Bir diger degisle molekiller oksijenden tireyen
superoksit radikalleri gibi dm‘uze @labnen tirler lignin parcalanmasmndan sorum-
lu olabilmektedirler. Aktf oksijen tirleri olarak kabul edilen siiper oksit anyon
radikalleri (O,), hidrojen peroksit m,oz). hidrokst radikaller (OH), ve signlet oksi-
jen (.04 .) lignin parcalanmsmda rol oynayan oksidant tirleridir. Ozellikle son
iki tar kuvvetli oksidant karakte;rde olup lignini okside edebilmektedir (7, 37, 77).
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Lignin pargalanmasinda etkili olan funguslarda (6rnegin : Coriolus verst-
color'un stiper oksit ‘anyon radikalleri, Phanerochaete chrysosporiumun hidroksil
radikalleri ve yine bir ¢ok fungus tiriintin hidrojen peroksit tirettigi) bu aktif ok-
sijen tiirlerinin {ireme ortamlaninda ortaya ¢iktigs tesbit edilmistir. Lignifikasyon
baslangi¢ olugumunda molekiiler oksijene gereksinirken ilging olam baz1 fungus-
larin lignin pargalanmasinda oksijen konsantrasyonuna ¢ok hassas olmalan ve
distk konsantrasyonlarda bu islemi gerceklestirememeleridir. Bakterilerin lig-
nin parcalamalan tzerine yeterli bilgl mevcut olmayip ksilem dokulann
parc¢alanmasinda dnctil bir role sahip degil gézikmektedirler. Bir hipotez olarak
lignin polimerinin pargalanmasi her iki yan zincirde bulunan a- karbonil ve « -
karboksil grup formasyonlanyla ve fenollkk tnitelerin 3,4-dihidroksifenil
parcalarina demetilasyonu takip ederek oksidatif olarak yanlan aromatik
cekirdekte olmaktadir. Bu sekilde yanlan halkada devam eden erozyonla alifatik
driinler ve fenolik hidroksiller doguran dnitelerin ardisik bir sekilde salindig .
tahmin edilmektedir.

Ligninin baglangic pargalanma mekanizmasimn enzimatik olarak
gerceklestigi fikrini ileri siirenler bu stiregte 4 oksidatif enzimin gorev aldigim be-
lirtmekte olup, Bunlar; fenol oksidazlar (lakkaz, peroksidaz) alkol oksidazlar, sel-
lobiyoz oksidaz ve sellobiyoz derndrojena,zlardlr (124). Fenol oksidazlar lignin
parcalanmasinda gdrev alan dnemli enzimlerdir. Nitekim beyaz-¢triikg¢il fungus-
larin kahverengi-ciiriikciillere oranla lignin par¢alanmasinda daha etkin rol oy-
namalan onlann fenol oksidaz aktivitelerine baglanmaktadir. Aym gekilde Phane-
rochaete chrysosporium kiltlrleriyle yapilan cahgmalarda peroksidaz enzimi
saptanmugtir. Sporotrichum pulveralentum'un fenol oksidazsiz mutanti ve fenol
oksidaz aktiviteli mutantimn lignin parcalamadaki rolii araghnidiinda fenolok-
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sidazsiz mutantlarda odun ve kraft (stlfat) ligninin par¢alanamadi@, fenol oksi-'
daz aktivitell mutantlannmin ise odun ve kraft ligninini pargaladiklan sap-
tanmigtir. Aynica fenol oksidazsiz mutantlarda selliloz ve ksiloz enzimlerinin
sentezide lignin bilegiklerinin varhginda inhibe edilmektedir. Fenol oksidazsiz
mutantlann bulundugu kraft lignini igeren ortama lakkaz eklenmestyle endo-1-
4- glukonaz sentezinin arttipy gozlenmigtir. Biitin bu verilere kargin fenolokst-
dazlann lignin parcalanmasinda tek baslanna etkili olmadiklan kabul géren ya-
ygm bir kamdir. Ligninin biyolojik par¢alanmasinda gbrevli olan alko! oksidazlar
ligninde bulunan primer alkol gruplanmn okside edilmesinden sorumludurlar,
reaksiyon sirasmnda HyO4 ftiretilmektedir. Bu enzimler alkil zincirindeki ve B-
karbon atomlan arasmndaki baglan okside etmektedirler. Sellobiyoz oksidaz enzi-
mide oksijenin serbest radikallerini arttirarak Hgninin biyolojik par¢alanmasinda
gorev almaktadir. Sellobiyoz dehidrojenaz enzimi de fenol oksidazlann
olusturduklann minon ve radikalleri indirgemektedir, bdylelikle ligninin yeniden
sentezi dnlenmektedir (31, 34, 52, 53, 69).

Ligninin biyolojik par¢alanmas: ile ilgjli veriler mekanizmamn bi¢imini ve
bundan sorumlu enzim sistemlerinin neler oldugunu tamamiyle aciklhiga ka-
vusturamamgtir. Bir enzimler sistemi geklinde oldukca kompleks bir sekilde ve
biribirlerini tamamlayarak seyreden bu olaydaki enzim sistemlerine kisaca ligni-
naz ad: verilmektedir.

1.2.4.2. Funguslar ve Sitematikteki Yerleri

Funguslar bitkiler alemi lclﬁcie yer alan canhlar olup hareket etme yete-
neklerinin olmaygi. hicre duvannn bulunugu ve sporla ¢ogalmalan nedeniyle
bitki kabul edilmektedirler. Genell.ikle ¢ok hiicreli olmalan, hicre ¢ekirdegi et-
rafinda bir membran varh@x ve n_t;ikleusa sahip olmalan nedeniyle bakteriler-
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den,klorofll icermemeleri nedeniyle de alglerden ayrliriar. Yine klorofilden yok-
sun olmalan, k8k, gévde, yaprak, tohum gibi organellerinin olmayis: le yiiksek
bitkilerden farkhdirlar. Klorofilsiz olmalan funguslar karbon sentezi yapmaktan
alikoyan bir oOzelllktir bu yiizden gereksindigi karbonu c¢evre dokulardan
saplamak zorundadir, yani karbon agisindan heterotrofturlar. Canli veya 8la do-
kulardan veya artiklarindan yararlanarak beslenip geligebilirler. Funguslar diger
bitki ve alglerden ayiwran bir bagka zellikte kimyasal yap1 farkhhgidir. Yiiksek
bitki ve alglerdeki nigasta birikiminin aksine funguslarda glikojen aktimiilasyonu
s8z konusudur (14).

Bazn fungus tarleri yasamlarim yalmzca canh varhklar Gzerinde
siirdiirtbilir, 8l dokularda gelisemezler, bunlara parazitik funguslar ad verilir.
Bunun tersi durumundaki saprofitik funguslar ise ¢iirtimiig ve ¢hrtiimekte olan

artiklar tizerinde gelisebilirler. Diger bazx funguslar ise fizerinde bulunduklan

canhlarla ortak bir yagsam halindedirler simbiyotik bir yagam bi¢imi olarak

amlan bu durumda fungus ve konakg kargsihkh olarak biribirlerinden yarar- .

lamirlar. Gida olarak tiiketilen funguslar saprofitiktirler. Bu nedenle dogada 8l
vejetasyonun bol olarak bulundugu ortamlarda yani ormanlarda ¢ayir ve mera-
larda, ¢esitli arbklarin bulundugu ortamlarda gortilmektedirler. Yetigtiricilikle-
ride buna benzer olarak sap, saman, gﬁbre,‘ talas, yaprak gibi 8l organik mad-
deler iizerinde gergeklestirilir.

Yer yiiziindeki mevcut bitkiler 4 grup icerisinde simflandinhrlar. Bunlar;

— Thallophyta (talli bitkiler)

— Byrophyta (yosunlar)

— Pteriodphyta (egrelti otlan)

— Spermatophyta (tolumlu bitkiler)

" !l



Funguslar Tallopyta grubu igerisinde yer almaktadirlar. Talli bitkiler ola:
rak adlandinlan bu canhlar oldukca ilkel olup tall adi verilen tek veya ¢ok
hacreli yapilardan olugurlar. Tallf bitkiler organizmalarinda klorofil bulunup bu-
lunmamas: bakimundan ikiye aynlirlar;

— klorofilli talli bitkiler (mavi ve yesil algler)
— klorofilsiz talli bitkiler (funguslar)

Algler ve mavi algler nemli ytlizeylerde veya sularda yagayan akuatik
canhlardir. Buna kargin funguslar biytik ¢cogunlukla karasal hayata adapte ol-
mugtur, yalmzca ¢ok ilkel baz1 fungus tirleri su icerisinde yasamaya devam et-
mektedir. 110.000'e yakin fungus tiiri tesbit edilmis olup ancak mikroskop
altinda goériilebilenlerinden dev yapih olanlara kadar biiyiik bir cesitlilik
icerisinde ayn bir diinya olusturmaktadirlar. Biytik bir bitki grubunu olugturan
funguslar her ydnden tamamiyle incelenememis olduklarmdan mevcut bilgiler
yetersizdir. Bundan 8tiiri funguslanin simflandinimasi ¢ok giiclesmektedir (68).

Modern sistematikeiler funguslan cvik funguslarla beraber mycota divi-
zyosu altinda degerlendirmektedirler.

Mycota divizyosu da 2 alt bdliime aynlr;

——Mgpaongcotirm(cmkﬁmguslar)
— Eurmycolina (hakiki funguslar)

Omegm calsmalanmzda kullamlan Agaricus bisporus fungusunun sis-
tematigl asa@dalki gibidir.
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Alem : Plantae

Grup : "Thallophyta

Sube : Mycota

Alt sube : Eumycotina

Suuf : Basidiomycetes

Alt smuf : Homobasidiomycetidae
Talam : Agaricales

Familya : Agaricaceae

Cins : Agaricus

Tar : Agaricus bisporus

Eumyocotina (hakiki funguslar) 8 smuf ve 1 form smf icerisinde top-
lanmuglardir. Bunlar :

Chytridiomycetes
Hyphochytridiomycetes

thsmodiophoromyoetés

Oomycetes

Zygomycetes

Trichomycetes

Ascomycetes

Basidiomycetes

Deuteromycetes (Fungl imperfecti)

© © N o g s W N -

Funguslar iklimsel istekler agsindan segici bitkilerdir. Ozellikle 1si,
nem, havalandirma gereksinimleri depisik gelisme ddnemlerinde farkhliklar
gosterir. Optimal degerler oldukca dar simrlar igerisinde bulunmaktadir. Opti-
mum 151 isteklert genellikle 20 - 30 C° arasinda degisir. Yagayabildikleri 1s1 dere-
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celerine gore psikofllik (10 C° 'ye kadar), mezofilik (10 - 40 C° aras), ve termofilik
(40 C° 'nin {izeri) olarak simflandinlabilirler. Gelisme ddnemlerine gore 1s1 gerek-
sinimleri degismektedir. Ornegin ¢aligmalarimizda kullandiimz Agaricus bispo-
rus'un misel gelisimi 23-25 C° 'de olurken karpofor meydana getirme agamasinda
151 istegi 14 - 16 C° arasindadir. Nem miktarimin ise % 70 civarinda olmas: yeter-
lidir. Isik konusunda fazla seg¢ici degildirler. Ancak émegin Agaricus bisporus ge-
lisme ve fruktifikasyon déneminde 15182 gereksinmezken yine c¢alismalarnimizda
kullandipimiz Plewrotus tiirleri fruktifikasyon dénemlerinde 1518a gereksinmekte-
dirler. Yapilan analizlerde mantarlann genellikle C, H, O, P, K, N, S, Fe, Mg, Mo,
Cu, Zn, B, Ca gibi elementlere gereksindikleri ortaya ¢ikmugtir. Gelisme or-
tarmmin asiditesi dnemli olup funguslar asit ortam bazik ortama tercih etmekte-
dirler. Genellikle optimum Ph gereksinimleri 6 civarindadir (14).

_ Toplam amino asit miktannin % 25 - 40'm esansiyel amino asitler
olusturmakta, yine toplam amino asitlerinin % 25 - 35'ini serbest amino asitler
olusturmaktadir. Funguslar ttre gore degismek tzere kuru agirhgin % 9-44
arasinda degisen miktarlarda ham protein igerigine sahiptirler. Ham yag miktan
ise kuru maddenin % 1 - 20'si arasinda degismektedir. Ham yag serbest yag asit-
leri, mono, di- ve trigliseridler, steroller, sterol esterler ve fosfolipidlerde dahil
tim yag bilesiklerini igermektedir. Karbonhidrat olarak pentozlar (ksiloz ve ri-
boz), metil pentozlar (ramnoz ve fukoz), heksozlar (glukoz, galaktoz ve mannoz).
disakkaritler (sukroz), amino sekerler (glukozamin ve N-asitilglukozamin), seker
alkoller (mannitol ve inositol), seker asitler (galakturonik ve glukuronik asit) ve
hentiz tam olarak taumlanamamg ﬁromdler:vé metil sekerleri ve dzellikle man-
nitolil fungus tinine bagh olmakla beraberyﬁksek konsantrasyonda igerirler.
Polimerik karbonhidratlar yﬁksek‘bitkﬂerdelq nisastanin yerine funguslarda gli-
kojen seklinde depolanirlar. Funguslar Uyanlfh. riboflavin, niyasin, biyotin ve as-
korbik asit gibi vitaminler ydniinden iyl bir kaynaktir (14, 39, 68).
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1.2.4.3. Funguslann lignoselliilozlu materyal ilizerine etkileri ,

Funguslann lignolitik akttvitelerinin bakterflerinkinden {istGn olmasi ve
uygulama kolayhfmin bulunmas: gibi nedenlerden o&tirt delignifikasyon
calismalan funguslar tizerinde yogunlagtinlmgtir.

Lignolitik aktiviteleri yksek olan funguslar kigit sanayii atiklan olan lig-
nin icerikli kirli sulann delignifiye edilerek antilmasinda kullanilmug ve bagsarih
olunmustur (10, 16, 29, 35, 89, 97). Yine kagit endistrisinde aga¢ yongalanmn
asit ve alkalilerle muamelesi yerine funguslarla inkiibasyonu sonucu gerilme,
kopma ve uzama katsayillan daha yiiksek ve daha beyaz kagit elde edildigi gibi
daha az miktarda kimyasal artigin ortaya ¢ikti: bildirilmistir (2, 65, 79, 92, 102,
122). Buradan hareketle lignolitik aktivitesi ytliksek olan funguslarla saman gibi
yiiksek lignin igerikli tanmsal atk ve artiklann delignifiye edilmesine ydnelik
cahsmalar giincellik kazanmugtir. Lignini parc¢alayabilme yeteneklerinden 8tiari
delignifikasyon isleminde beyaz-¢iriikgil funguslar kullamlmaktadir. Funguslar
bu par¢alanmay: yapis1 heniiz tam olarak agiga kavusturulamammg bir enzim
kompleksi olan ligninaz enzimiyle yapmaktadirlar. Funguslann lignolitik etkin-
liklerinin bunlann sekonder metabolizmalan ile ilgili oldugu saptanmgtir. Fun-
guslar sekonder metabolizmaya duraklama fazna ulasidiyi ddnemde
baslamaktadirlar (95). '

Polyporus versicolorun kullamldig bir cahsmada geker kamis: lignininin
% 97 orarunda pargalandipl, beyaz-¢iiriikgtillerin lignin ve lignin tarevleri bulu-
nan ortamlarda lignini karbon kaynag olarak kullandiklan saptanmsgtr (50). Bir
diger cahsmada pamuk tohumu ¢r ¢ir artiklan Pycnoporus cinnabarinus ile 30
gin sure ile inkilbe edildiginde lignosellilozlu materyalin % 58.6'siun
parcalandi®) bildirilmigtir (109). *



32

LI

Pleurotus ostreatus beyaz-¢trik¢tlt ve Erwinia corotovora bakterisi ile
inkiibe edilen bugday samamnda in-vitro sindirilebilirligin % 32.7'den % 47.7'ye
ytkseldigi bildirilmigtir (108). Bir diger aragtirmada Pleurotus ostreatus ve Pleuro-
tus florida ile 21 ganlik inkGbasyona tabi tutulan bugday samam ve pamuk
saplannda parcalanabilirlik sirasiyla % 10.8 ve % 17.05 oraminda artmustir (87).
22 degisik fungal kiltarin kullamildig: bir bagka ¢alismada bugday samamnn
30, 60 ve 90 ganliik inkabasyonlannda 30. gin sonunda lignin kaybimn % 12.5
ile 35 arasinda degistigi bildirilmistir (75). 60 gtnliik inkGibasyon uygulanan 45
degisik fungal kaltarin kullamldi® bir gahgmada samandaki lignin kayb: Phane-
rochaete chrysosporium ile inktibasyonda % 52.5, Ganoderma sp. de % 51 ve Fo-
wes fowentarius' ta % 50 olarak bulunmus, kaymn agaa talasinda ise Armillaria
sp.’ de % 33.3, Trametes versicolor'da % 27.6 ve Ganoderma sp.'de % 52.4 olarak
bulunmustur (120). Bir bagka calismada Stropharia rugosoannulata, Pleurotus
florida, Pleurotus comicopiae ve Agrocybe aegerita ile inktibe edilen kaym talas,
saz, kolza ve aygicegi samam ile piring kavusunda en ytiksek dekompozisyon Ple-
wrotus cornicopiae ile inktibe edilen kolza samam (% 44.5) ve aycicegi samamnda
(% 45.2) bulunmustur. Aym ¢alismada lignolitik aktivitenin uygulanan fungusa
ve substart olarak kullanilan bitkisel abigin tiirine gore degismekte oldugu, Pleu-
rotus florida ile Stropharia rugosannulatarun iyi bir lignin aktivitesi gdstererek
yiksek bir dekompozisyon yaptig) ve in-vitro sindirilebilirligi artirmasina karsin
Agrocybe aegerita ile inkiibe edilen aym pirin¢ kavusunda ligninin ¢ok digiik
miktarda dekompoze edildigi ve in-vitro sindirilebilirlifin etkilenmedigi bildiril-
mistir{(130). Yapilan bir bagka ¢alismada ¢esitli lignoselliilozik tanmsal atiklann
alkali deilgifikasyona ugratilmalanmn fungal gelisimi stimule ettigi fakat Grin
miktarninda her hangl bir artisa neden olmadi® belirtilmistir (90). Yulaf samam
kullamlan bir bagka ¢alismada fermentdrde oksijen : karbondioksit oramu ve fer-
mentasyon 1sisiun lignin kayb: Qzerine etkisi incelendiginde Phanerochaete chry-
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sosporium fungusu ile muamele edilenlerde intermittent oksijenin % 60 - 40,
karbondioksit konsdntrasyonunun % O - 20 ve 1siun 30 C° oldugunda lignin kay
binin % 31.9 oldugu, Polyporus tulipiferae fungusunun kullamldigy ayru ¢alig-
mada oksijen konsantrasyonunun % 20'nin tizerinde olmasimn lignin kaybi
tizerine etkili oldugu bildirilmig ve % 85 civannda strekli bir oksijen alarm ve %
2 - 3' lik karbondioksit konsantrasyonunun % 26.9 oramnda lignin kaybina ne-
den oldugu bildirilmistir (66). Bir bagka ¢ahsmada CO; 'in fungus gelisimi ve lig-
nin yikimu tizerine inhibitér etkide bulundugu bildirilmistir (131).

Diplodia gossypina fungusu ile inkiibe edilen pamuk tohumu artklan,
yer fistiy kabuklan, musir kogam, musir sap1 ve bugday samannda inkiibasyon
stiresi sonunda NDF, selliiloz ve hemiselliiloz miktarlarindaki azahisa kargin ADF
ve lignin fraksiyonlan 28 giinltk inkiibasyon i¢in sirasiyla ADF i¢in % 56.2'den
% 59.1'e ve lignin i¢in % 14.6'dan % 18.7'ye yiikseldigi bildirilmistir (70). Bu fun-
gusla inkdbe edilen pamuk tohumu artiklariyla % 40 oramnda beslenen ratlarda
kan kreatin ve amino asit azot seviyelerinin, dastiigi, Gire azotu ve tim kan azot
miktarmn degismedigi, idrar kreatin ve amino asit azotu attminin azaldig: bildi-
rilmistir (70). Phanerochaete chrysosporium fungusunun SC26 mutanti ile
yapilan bir cahgmada 10 giinliik bir inkiibasyon sonunda bugday samam lignin
miktarinda ¢ok az bir dedisim oldugu ve baslangi¢ seviyesini % 83.5 oraminda
korudupu tesbit edilmistir (125).

Beyaz-ciiriikgiller olarak Colybia velutipes, Echinodontium tinctorium. Fo-
mes annosus, Peniophora gigantera, Pleurotus ostreatus.. Polyporu.s adustus, Poly-
porus dichrous, Polyporus fumosus, Poria taxicola, Schizophyllum commune, Stere-
um grustulatum, Stereum subpileatum, Stereurn sanguinolentumn ve kahverengi-
¢urikciller olarak Fomes officinalis, Lentinus kawfmanii, Polyporus balsameus,
Poria monticola, Trametes heteromarphan’n kullamldi®) ve cam ve ladin agaa ka-



g

buklan ile yapilan inkGibasyon sonunda hemen hepsinde belirgin agirhk kayb: ol-
masina ragmen C.velutipes ve S.commune funguslanyla inkiibasyonda 8nemsiz
kayiplar olmustur. Yine C.velutipes ve S.commune hari¢ tim diger beyaz-
cariukculler cam ve ladin kabuklanindaki lignin icerigini % 12.7 fle % 54.7
arasinda azaltmuglardir (57). Phanerochaete chysosporium fungusunun kul-
lamildig) bir baska ¢aligmada kavak agaci lignininin parcalanmas: tizerine oksfje-
nin lgsmi basina incelendiginde fungusun 2 atmosferlik basingta da 1 atmosfer-
lik basingta oldugu gibi tireme ve parcalama yaparak karbondioksit Grettigi 3
atmosferik basingta firemenin inhibe edildigf ve 4 atmosferik basing¢ta ise

0ldagn saptanmugtir (93).

Ligninaz sentezl Gizerine yapilan ¢aliymalarda Phanerochaete chrysospori-
umun ligninaz dretimi tizerine sorbitan polioksietilenmonooleat ve oleik asidin
arttinc: yonte etkisi bildirilmigtir (6). Bir bagka ¢caligmada karbon kaynaginn ta-
biatina bagh olarak ortama veratril alkol ilavesinin ligninaz aktivitesini arttirdi)
saptanmstir (32).
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2, MATERYAL ve METOT
2.1. Materyal
2.1.1. Calismalarda Kullanilan Miroorganizmalar

Cahsmalarda gerek lignolitik aktivitelerinden yararlanmak ve gerekse lig-
ninaz enzimi Gretmek amaciyla Basidomycetes simfina ait 9 degisik fungus tiarii
kullamldi. Bu funguslardan Pleurotus ostreatus, Pleurotus florida G-9 Essen, Ple-
urotus eryingii, Pleurotus sapidus Ungarn HK-35, Pleurotus flagellatus Indien, Ple-
urotus comeopia TMI 30015 ve Pleurotus Sgjor-caju Dr. F.Zadrazil (Almanya),
Agaricus bisporus U-1 Koy Islerl Merkez Laboratuar: (Ankara) ve Phanerochaete
chrysosporium ME 446 Prof.Dr.Micheal H.Gold'dan (ABD) temin edildi. Getirtilen
bu funguslar yatik yeast ekstrakt agarh besi yerinde bir hafta siire ile iiretilerek
elde edilen stok kiiltirler cahsmalarda kullanilmak tGizere +4 C° 'de saklandi. Ple-
omorfizme engel olmak amaciyla kiltirler ara sira sm1 besi yerine ekilerek
tretildi ve buradan tekrar yatik agarh besi yerine pasajlar yapildi.

2.1.2. Hayvan Matei-}ali

Cahsmada Tirkiye koyun varlgmn % 70'ini olusturan Akkaraman
rkina ait 2-2.5 yagh ortalama 70 Kg. canh agirhkta 3 bag erkek toklu kullamldi.
Hayvanlann ayn yas ve agirhikta olmalanna dikkat edildi. Hayvanlar Bila tanm
Isletmeleri Genel Midarlaginden temin edildi. Olas: i¢ ve dig parazitlere kars:
flaglandiktan sonra operasyonla 4 cm. i¢ ¢apinda rumen kandulleri takaldi.

2.1.3. Delignifikasyonda Kullamilan Materyal

Cahsmalarda lignoselliilozlu materyal olarak yurdumuz i¢in ekonomik
onemi biydk olan ve en fazla miktarda dretilen bugday samam kullamldi
Cahsmalarda pratige aktanlabilirlik ve ekonomik olug géz dniinde Bulundurul-
dugundan saman, patozdan cekildigi gibi dogal hali ile kullamlnusnr: Ancak tozu
elenmis ve i¢erisine kansms olabilen yabana otlardan anndinlmustir. Kullamlan
samann partikil boyutlan 1 - 5 cm. arasinda degismektedir.
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2,2, Metot '
2.2.1. Omeklerde kimyasal analizler

Inkiibasyon &ncesi ve sonrasindaki saman drneklerinde ve in-situ dene-
melerde kullanulan hayvanlara verilen rasyonlara ait besin madde analizleri
A.O.A.C.'de bildirilen analiz metodlartyla saptand (5).

Nétral deterjan fiber ve lignin tayinleri Van Soest metoduna goére yapildi
(121).

2.2.2. in - sitii yikilabilirligin tesbiti

Funguslar ve enzimle muamele edilmis olan saman numunelerinde in-
situ yikilabilirligin tayininde naylon kese teknigl kullamlmustrr. In-situ bir
yontem olan naylon kese teknigi normal rasyonlarla hayvanlan besleyerek bir
¢cok yem maddesinin aym anda sindirilme derecesinin tesbitinde kul-
lanulabilmektedir (8, 17, 24, 119). 4

Kullamlan naylon keseler 90 x 140 mm. dlgtilerinde olup goz acikligy 45
mikron olan naylon materyalden (dakron) imal edilmigtir. l¢erisine konan numu-
ne miktan ortalama olarak 2 gr. civanindadir. numunelerin kondugu keselerin
apizlan paket lastipi ile baglanarak 25 cm. uzunlugundaki plastik hortumlara
tutturulmustur. Her bir plastik hortuma 4 adet kese tutturulmus ve her hayvana
S'er hortum olmak iizere 12 adet kese fistill aracihiflyla rumene sarkitilmugtir.
Keseler rumen icerisindeki sv1 ve kat1 fazla birlikte serbestce hareket edebilir bir
pazisyonda bulundurulmuslardir. Hortumlann uglan kandl kapagna tutturul-
mus ve inkilbasyon suresince kanil kapag kapah tutulmugtur. Keseler rumen-
de 48 inkibe edilmislerdir. Inkilbasyon siiresi sonunda rumenden geri alnan
keseler hemen soguk su igerisine konularak mikrobiyel aktiviteye san verilmistir.
Daha sonra keseler hafif siddette akmakta olan musluk suyu altinda berrak su
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akincaya kadar bas ve igaret parmaklan arasinda ovalanarak yxkanmugtir. Plas-
tik hortumdan ¢ikanlan keseler 65 C° kurutma dolabinda sabit agirhk alincaya
kadar kurutulup desikatdrde sagitilurak tartildilar.

Yikilabilirlik hesab: su sekilde yapilds :

Keseye konan __ Inkiibasyon siiresi sonunda
numune miktan kesedeki kalint1
% Yikilabilirlik = x 100
Numune miktan

Besin maddelerinin yikilabilirlik hesab ise su gekilde yapilds :

Numune miktanx .= Kalinti x kalintimin
% bes
% Besin maddelerinin = % besin maddesi % besin maddesi 100

yikalabilirligi Numune miktan

Her hayvan i¢in konan paraleller ayn ayn torbalarda birlegtirildi. bu
kalintilar daha sonra ham protein, ham selliloz, NDF, Lignin analizleri yapilmak
nzere saklandi.

2.2.3. Deneme hayvanlanimn beslenmesi

Rasyonlar deneme hayvanlanmn ginlik yasama payr besin madde ge-
reksinimlerini kargilayacak sekilde hazirlandi. Hayvanlann ginlik tuketilebile-
cekleri yem miktan gdz 8ninde bulundurularak Orskow'un Onerdigi “yasama
pay1 x 1.25 (Kg) "formilane gdre belirlendi (80). Verilen rasyonun % 60"t kon-
santre yem, % 40'm kaba yem olusturmustur. Giinlak olarak hayvan basina
840 gr. konsantre yem ve 560 gr. kaba yem verildi. Yemleme iki esit 830n ve
miktarda yapildi. Onlerinde temiz ve taze igme sulan her an i¢in hazir bulundu-
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ruldu. Deneme hayvanlarninda kullanilan bazal rasyonun bilesimi ve dzellikleri
agagidaki gibidir.

Tablo 2.1. Deneme Hayvanlaninda Kullamlan Rasyonun dzellikleri (%)

Kuru Madde......cccoeeeeevevcrerrrvnnccenens 91.30
Ham Protein.......cceceeeeeivcennrsneionnenn 12.84
1204100 .1 SR 2.31
Ham Selltiloz.....cccoeemvrmeeecirerenenncsennne 4.70
Ham Kill.......cccoveeierimnnenurerisrernenvenssenes 4.39
N-siz 0z Madde .......cceeeeeererersenuene 75.75
Metabolik Enerji (kcal / Kg.)....... 2904.00

Tablo 2.2. Bazal Rasyonun Bilesimi (% )

ATPA..ciuereniisannnnnircnsncetseeenssensaanaes 97.60
Kireg TaSl..ccceeeeeeriensencrnescsncransenssnnes 0.50
TUZ..oocirreiinininnniiornreseranecrensserncesannens 1.00
DCP c.criirinricineniinniniiniicenecssesneeenses 0.50
Vit + MIN®...ciiinnnniniiienencennenennnnnns 0.40
Besin Maddeleri ;

Ham Protein (%) «...ccoevvvniienninniannnne 11.66
Metabolik Eneri (kcal/Kg.) ........ 2650.00

* X Vit. + Min. Karmas: : Her Kg Kavimiks VM-812'de A-vitamini 10.00
IU; D3-vitamini 1.000.000 IU: Mangan 10.000 mg. ; Demir 10.000 mg. : Cinko
10.000 mg. ; Bakir 5.000 mg. : lyot 100 mg. ; Kobalt 100 mg. ; Selenyum 100
mg. ; Kalsiyum 330.906 mg. bulunmaktadur.

5y
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2.2.4. Ekim ve Uretim

>

Literatar 20, 23, 25, 29, 109'da onerllen besi yerleri baz1 degigiklikler
yapilarak kullamldi. Stok temel besi yeri olarak tanimlanan bes{ yeri tablo 2.1'de
izlenmektedir.

Tablo - 2.3. Stok temel besi yeri

gr. / Lt.
138 2o R 02
CaCly cuenuccrerrevvrnnnerireceeneeeennannsenens 0.1
MgSO04 . 7THoO .....uvueeinvverccnveeenens 0.5
11153 713 (0 0.5
Yeast ekstrakt ......ccocoueeciinvnennene 0.1
(€31 5721 ) QR 0.5

-

Besi yerinde karbon kayna@i olarak gliserol ve ¢ahismamzin hedefini
olusturan bugday samam kullaruldi. Besi yeri Ph 's1 4.5 olacak sekilde 0.1 N HCI
ve 0.1 N NaOH ile ayarlandi.

250 ml.lik erken mayerlere 10’ ar gr. miktannda konulan bugday sa-
mamn tlizerine 35 ml. miktannda stok temel besi yeri kondu ve otoklavda 121 C°
'de 1 atm. basing altinda 15 dakika sire ile steril edildikten sonra otoklavda bo-
zulmas:1 nedeniyle milipor filtrasyonla steril edilmis stok temel mineral
soliisyondan 1 ml. / 1 Lt. stok temel besi yeri olacak gekilde ilave edildi.



Tablo - 2.4. Stok mineral Soliisyon

gr. / Lt.
MNCL, . 4Hg0uennveeevvonneroneee, 1.0
COCly . 7 HgOunrvvomreeernsvronsnsreons 0.1
ZnSO0y . 7 HgO covmmrererreesssrnns 1.4
FeSOy . 7 HgOvvvummnrerrmnrsremnessrenns 1.0
3 £- 102 L 0.5

Ekimlerde; spor sisyanstyonu, migelyal siisyansiyon ve disk ekimi gibi
farkh ekim teknikleri denendi ve bunlar igerisinde en az kontaminasyon riskli ve
en pratik olarak disk ekim ydnteminin olduguna karar verilerek saman {izerine
yapilan ekimlerde bu yontemle ¢ahsildi. Buna gore funguslar stok kiltiir olarak
2 mm. kahnhgmnda kati agarh besi yeri iceren petrilerde tiim ytizeyi Ortecek
sekilde tiretilmis ve bu stok kiltirlerden 14 mm. ¢aph cam borularla kesilen

fungus diskleriyle ekim yapilmustr. Cam borular alkol-ates agsamalarindan

gecirilerek steril edilmis ve 3 fungus diski / besi yerl olacak gekilde ekilmistir.

Kiltiir ortamu olarak pratige aktanlabilirliginin tesbiti amaciyla kat
tretim teknigi uygulanmigtir. Ekilen funguslar 20, 40 ve 60 gtin stire ile her bir
fungusun tiretim istegi dikkate alinarak inkiibe edilmiglerdir. Pleurotus grubu ve
Agaricus bisporus 24 - 25 C° civannda Phanerochaete chrysosporium fungusu ise
28 - 30 C° civaninda inkiibe edilmiglerdir.

Bugday samammn partikil baytklikleri daha dnceki ¢calismalann aksi-
ne pratige aktanlabilirlidinin tesbiti amaciyla patozdan gikhklan gibi (1 - 5 cm.

R
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uzunlukta) kullamlmuglardir. Inkiibasyon siiresi boyunca besi yerinin hizla bu-
harlagmasim engellemek i¢in inktibatdr igerisindeki nem % 70 - 80 bagil nem

degerinde tutulmaya ¢alisilmstir.
2.2.5. Enzim tliretimi i¢cin besi yerinin hazirlanmas:

Bu amacla literatiir (4, 12, 33, 77, 117)'da dnerilen ve ligninaz Gretimini
indikleyen veratril alkollt sv1 besi yeri kullarldi. Besi yerinin bilegimi tablo -

2.5'de verilmistir

Tablo 2.5. Ligninaz tiretiminde kullamlan besi yeri

gr. / Lt
KHyPO g .ooonerevenmemeseeseesseereoens 0.2
(072 PO 0.02
MgS04 . 7H,0 ......... | .................. 0.05
NHNOg cccocereeirnnncnenesnecsssensnncens 0.5
ZnSo4 . 7 HpO ..ouueveccneennnenencnnnns 0.0462
FeNH,4 ( SO4)5 . 12 HpO....oucueeee. 0.084
%1 s 1570 JUD ¢ 2 o L 0.035
COCly . 6 HyO..oevecrrerarernernennsenns 0.007
Yeast ekstrakt .......ceuuueeeueennnnnnnennes 0.2
GUSETOl ....uueereirrierisinnecssenencnnnns 10.0
Tween = 80 ....ccvvereirrinnncsinanessnnenee 0.01
Veratril alkol (0.4 mM).................. 0.01

Asparagin.......ccceccerrennnsiennenenectanes 1.0
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Besl yerinin hazirlanmasinda distile su yerine sodyum-sitrat tamponuy
(0.1 M, Ph : 5.0) kullamldi. 100 ml."lik erlenmayerlere siv1 besi yeri olacakgekilde
konuldu ve otoklavda steril edildi. Asparagin ve veratril alkol milipor filtrasyonla
(0.45 mikron) steril edildikten sonra besi yerine ilave edildi.

2.2.6. Enzim i¢in ekim ve kiiltiirasyon

Yatik agarh besi yerinde tretilen Pleurotus cinsine ait funguslann enzim
dretimi amaciyla svi besi yerine ekimlerini yapmak i¢in bu kultarler Gizerine
10'ar ml. steril distile su ilave edilerek micelyum stispansiyonu haline getirildi ve
bu siispansiyondan stok temel besi yerine ekimler yapildi. Fungus kiiltiirleri
30 °C'de 100 rpm. calkalama hizina sahip inktibatdrde bir hafta stireyle tretildi.
Uretim sonunda elde edilen biyokitle steril sartlarda homojenize edildi ve 5 ml.
homojenat / 20 ml. enzim tretim besi yeri olacak sekilde ekildi. Phanerochaete
chrysosporium ve Agaricus bisporus'un ekimleri ise yatk agarh besi yerinde
aretilen stok kdltiirler Gzerine ilave edilen steril distile su ile hazirlanan
stispansiyondan 5 ml. alinarak direkt enzim fireim besi yerine akbtrilmak su-
retiyle yapildi.

Phanerochaete chrysosporium kiilttirleri 40 C*de, pleurotus kulturleri 28 -
30 °C'de Agaricus bisporus kiltirleri ise 25 C* de inkiibe edildi. tim funguslarda
enzim aktiviteleri hem labil ve hemde statik ortamlar i¢in ayn ayn tesbit edildi.

2.2.7. Enzim Aktivitelerinin Tesbiti

‘ Caligmalarda ligninaz aktiviteleri literatiir (54, 116)'de dnerilen ydnteme
| gore veratril alkolin hidrojen peroksite bagh olarak veratraldehide oksidasyonu-
nun 310 nm. dalga boyunda spektrofotometrik olarak dlcimi ile saptandi.
Olcimlerde kiltdr filtrati enzim kaynag olarak kullamldi. Ol¢iim igin igerisinde
1.0 ml. sodyum-tartarat tamponu {0.1 M., Ph: 3.0) ve 0.4 mM. veratril alkol bu-
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lunan reakstyon tiiptine 1 ml. enzim kayna@ eklendi. tap 37 C°de 2 dakika
ihkiibe edildikten sonra tizerine 0.27 mM. H,0, eklendi kangtnlarak kuvarts
kiivete aktanldi. Reaksiyon sonucu olusan veratraldehidin absorbans degeri 310
nm. dalga boyunda okundu (Simatsu duble-beam spektrophotometre) Birim en-
zim aktivitesi bir dakikada 1 nanomol veratraldehid olusturan enzim miktan ola-
rak tammland.

2.2.8. Numunelerin Enzimatik Delignifikasyonu

Enzimatik degilnifikasyona tabi tutulmak tizere bdlim 2.1.3.'de belirtilen
partikiil boyutundaki saman &rnekleri kullamldi. Delignifikasyon i¢in 100 ml.lik
erlenmayer icerisine 1 gr. kadar saman émegi konuldu fizerine enzim kaynag
olarak 10 ml. kiltir filtrats + 10 ml. sodyum - tartarat (0.1 M., Ph: 3.0) ve 5 ml.
0.27 mM. Hy0, kondu. Pleurotus cinsine ait kiiltiir filtrat ile muamele edilen nu-
muneler 28 C° civaninda, Agaricus bisporus kiiltiir filtrat ile muamele edilen nu-
muneler 25 C° civaninda ve Phanerochaete chrysosporium kiiltir filtrati ile mua-
mele edilen numuneler 38 C° civarinda he;n labil ve hemde statik olmak tizere iki
ayn ortamda 4 giin siire ile inkiibe edildiler. Her giintin sonunda enzim filtrat,
tampon ve HyO4 faza yenilendi. Stire sonunda numunelerde bdlim 2.2.3'de an-
latildigr sekilde in-situ yikilabilirlik tayini yapild.

2.3. istatistik Analizler

Aragtirmada elde edilen degerlere ait istatistiksel hesaplamalar ve bu . |
degerler arasindaki farkhhgin dnemi varyans analiz metodu (27) ve farkhhklann -

dnem kantrold Duncan testi (28) yapilarak uygulanda.



3.BULGULAR ,

Lignoselliilozlu artik madde olarak kullamlan kontrol grubu bugday sa-
mamna ait ham besin madde miktarlan ve kimi basin maddelerinin in-situ
yikilabilirlikleri tablo 3.1. ve tablo 3.2. 'de verilmigtir.

Bugday samamimin Pleurotus comeopia, Pleurotus eryingii Pleurotus flagel-
latus, Pleurotus florida, Pleurotus sapidus, Pleurotus sajor-caju, Pleurotus ostrea-
tus, Phanerochaete chrysosporium ve Agaricus bisporus beyaz ¢tirtik¢il fungus-
lartyla yapilan 20, 40 ve 60'ar ganliik inkiibasonu sonucu ham protein, ham
selliiloz, noétral deterjan fiber ve lignin miktarindaki degismeler tablo - 3.3., 3.4.,
3.5. ve 3.6'da verilmistir. Bunlara ait kuru madde, ham protein, ham selliiloz,
ndtral deterjan fiber ve lignin, In-situ yikilabilirlikleri tablo-3.7., 3.8., 3.9., 3.10.
ve 3.11.'de gosterilmistir.

Arastirmada kullamulan funguslann statik ve labil ortamlarda, sivi besi
yerlerinde depisik inkiibasyon sirelerindeki ligninaz aktiviteleri grafikk - 3.1.,
3.2.,3.3., 3.4.,3.5., 3.6, 3.7., 3.8. ve 3.9.'da gbsterilmigtir.

Her bir fungusun ligninaz aktivitesinin en ytiksek oldugu ddneme ait
yapilan bir seri pasajla 4. giin siire ile inkiibe edilen bugday samam numuneleri-
nin in-situ yikilabilirlikleri tablo - 3.12' de verilmigtir.
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o

Tablo - 3.1. Bugday saman besin madde miktarlan (%)

Kuru madde

Ham protein

Ham selliiloz

Ham yag

Notral Deterjan fiber
Lignin

Ham kiil

93.72
3.24
37.70
1.70
73.70
8.54
5.90

Tablo - 3.2. Bugday samar kimi besin maddelerinin in-situ yikilabilirlikleri (%)

~m

Ham Besin Maddeleri Inkiibasyon siiresi (48 saat)
Kuru Madde 31.15
Ham Protein 19.75
Ham Selliloz 28.32
- Notral deterjan fiber 20.93
Lignin 16.52




*JIPIUDUQ YIBj 1seIe Lrejeureelro dnid uefise) poprey 1p{Ie] epunips iy : *° ‘q ‘e

S0'0>d :xx
ol6'LT ol 0€ 35S 87 _d
9 LL80°0 09'S 2 T.L81°0 18382 2 8I€T1°0 78°C stuodsiqy
3p 09.1°0 8IL PA $OT11°0 ¥€°'Q P 0200 6LV wnprodsosAnyd ‘yd
RNV A & B 4 & 2 2 Z601°0 6S'V q .660°0 (A8°) sNjeanso ‘|4
9 2810 1TSS q ¥€61°0 8b'g P €182°0 19'% nfes Jofes ‘|4
3 9960°0 0O¥9 Pd 0961°0 ov's P 18220 89'% snpides |4
°q ¥6£2'0 ¥I'S P 01020 L6V 3 010€0 00'% epHoy ‘Id
q L0vZ0 06'% 2 1€91°0 81'% oe $Z10°0 0S¢ snjeqRdey d
P 29ST0  LI'L q €89%°0 Q9SG ® 6L81°0 62'¢ mBued
q GQZIT'0 697 qQ €¥¥1°0 0S°'s q LLOT°0 ¥¥°'9 ejdoouwroo |4
® 04800 ¥T'€ ® 0.80°0 ¥2'¢ B 04800 yz'e fonuoy

X ¥ X XS F X XS F X

ung 09 unsd oy ung 0g

(%) JerPWISIFop Prepurrelynu upjoxd urey rueures Aepgnqg

US[IP3 3q{u} PIS[2Ins ISIFIP 3 snguny [mdNpInd zedaq 113 pire) znyod g°¢ - oIqelL




[ Y

Ly

“IIPIWRUQ Y.Iej 1Sere uerewrereno dnug uefise) Lopjrey mpre] epumns iy @ - ‘q ‘e

G0'0 > d : XX
o (866 £8'98 08°€9 _ 4
8 6.82°0 89SV 1 98€Z°0 L6°0% U ¥ve’0 To'0v snIodsiqy
I L0v1 0L'8% U GGGZT'0 8G'vE 8 06020 20'9¢ wnpodsosATyd “yd
9 ggsz0  8T0¢E 3 0€g€0 6928 8 09zv'0 00°9¢ sN}eax)so |d
3 800S0  L6'6€ J T9¥T0 oL'1¥ J 8%0S°0 8Ly nfeo Jofes ‘|4
> 6SI11'0  12°0¢ d 9S6%°0 06°0€ @ 18020 61°€e snpides ‘|4
P S¥6¥0  00'8Z @ ¥LEL0 0Z'82 P 1€06°0 SY°'z€ BpHoy ‘Id
Q gosv'0  T¥'IE P 2Z9oT'1 o1'se o 89990 pL'9€ smefadey d
2 gog9'0  oOr0¢ o 0SI1¥°0 €T'e¢ q 9%€g0 SL'VE Bulfe g
qQ 8TTTO  69'1¢ q 18820 ¥0'1e q 06€€°0 £1°g¢e eydoourod |d
B GEEI'0  0LLE e geer'o oL°LE e gee1’0 oL'LE [onuoy
X F X XS F X Xs X
uns 09 und o% ung 07

(%) JPPWSIFop PlepULIRIYIUI ZO[M[[PS Urey Tueures Aepdnq

USNIP3 QU SPIIAI0S IS{Iap o snFuny AN Zedaq 0y Iy Znyod H°E - OIqeL




214

“IIPIWISUQ J{rej 1Sere wereurerepo dnu@ ueAise) JIsprey 1pire] BpUMDS WAY @ = ‘q ‘e

GO0 > d : XX
18012 «68'€E 66°148€ _d
U 26020  ¥G'G8 8 8v9z°0 e1'v8 J 021Z0 L5°€8 sTodsiqQy
Y 18820 118G J T¥eTo 8112 3 1S1€0 1e°6L wnprodsosAryd ‘yd
8 0686’0  3BI'SY q £66Z°0 £v°'89 o 9T8Y'0 1L sMeINs0 ‘|4
J 1e0€'T 08’89 3 Z0ST0 0L°0L 0 1¥¥0 0S°14 nfed Jofes ‘|4
O 8Z72'0  €6'8S q €120 €¥'89 P ¥09€0 01°zL snpjdes ‘|4
P stev'0  ¥S'19 q %1080 Ge'89 q wyely 00°0L epuoy ‘id
> I1IS¥'0  0S'09 P 0%€6°0 * €2'6€9 o TLLSO 00°1L smefadeyid
o 87880  O¥V'09 9 LS06°0 01°G9 3 92950 0’14 meulind
q 86420 9169 q %€9e0 ¥9°'89 d 66920 900L erdoowod 4
® €G%Z0 OL'SL ® €922Z°0 0L'€L ®  £G220 0L°EL [onuoy

XS ¥ X XS X XS F X
upd 09 uns oy uns 0z

(%) ISPWSIFIP PlepuLIRIIW Jq[ Uef19j9p renQu ruewes Aepgng

USTIPS 3qDUL SPIS[RIDS HISIFp afF snuny [pdund zedaq Jn) 1pire) znyod ‘g e - olqel




“TIPIURUQ YJej 1sere rrereure(ewro drugd uediSe) Laprey pire) epumins iy : - ‘q ‘e

G0°0>d XX
w0868 WA g o00°L _d
pPe 0SZ1°0 08°L ® GO61°0 9¢g'8 P 6661°0 oL's sruodsiqy
qQ %8900 T0'9 q Z¥91°0 Zr'L P GZ81°0 L8 wnprodsosAnyd yq
d5q 9IST'0 b9 Pd 66600 1L 2 910Z°0 TLL smeanso ‘id
q 91800 00'9 Pd 09%1°0 ST°L oq L.S0°0 008 nfed Jofes ‘|4
qQ €Ss1'0 a1'9 q 8911°0 T0'L °q 9180°0 00'8 snpides ‘|4
°q 0SL1'0 09'9 Pa Z0ST'0 qz'L oqe  g/80°0 £1'8 epuoy ‘id
> 8ZL¥O €L'9 P2 2L91°0 £€9°L oqe 6660°0 0z's smeqadeyid
P> 9€80°0 18'9 9 0€£60°0 08°L Pqe #SI1°0 0s'8 Bull1a'id
°q Z8IT'0 Sb'9 q 680%°0 169 oqe 8vSz 0 y1°8 e1doowod |4
®  ZZ60°0 ¥9'8 ® 7260°0 144 ) pe 2z60°0 ¥S'8 fonuoy
X8 ¥ X XS X XS ¥ X
und 09 und oy upnd 0z

(%) IoPWSIFop prepuLreP(iu ujuBy rueures fepgnq
UR[IP3 2qU{UT IPISRINS NiSIFap 3ff snFuny [pdyINd zeddq 1) 1pfre) znyod *9°¢ - ojqelL




e i

“IIPITURUQ Mxej 1sere Lrejeureelro dnugd uefife) LRLrey ipprej epunins iy : - 'q ‘e

1000 > d : 0
100> d : xx

P 19°11 B97'€ 2OV9Y _d

B s¥0 8€°6€ e €50 e e Gb0 08°LE snuodsiqy

1q L0 YLy e 970 69°2¢ e 6V0 ¥6°9€ wnpodsosAnyd yd

P  12°0 0c'v¥ 3 0G0 08%€ qe S0 69'¥€ snjeanso ‘|4
wq gSv'0 SL'OY pe 180 Tv'9¢ qe €90 0L°€E nfed Jofes ‘14
Je 9% 95'9¢ ® 0G0 TS'TE 2 9L0 8€°9Y snpides ‘|4
]2 0Z0 SL'GY ® 080 05'Gge qe 170 $2°0¢ epHoy ‘Id
°q  06'0 18'28 ’pdq $8°0 QU Yy qe 9.0 qr'ee snieadey d
qQ 190 0Z°€S Poq 621 1#) o 4 ® %0 09°L€ Bulfiad

Poq  19°0 6S°'9V qe 9z'l ob'8e pa  PI'T 6£°7C ejdoowoo’|d
e 1G'¢ Gr'1¢ e 19'¢ SI'1€ pe 1g9°¢ <) & €5 [onuoy

X ¥ X XS F X X F. X
und 09 und ov und 0z

(%) 1@namqernqid appew nuny nyis-uy weures Aepgnq
USIPR 3qU{UT SpIIRI0S MISIFIP 3 snuny [ndsnund zedaq 1 1pire) znyoq L ¢ - olqelL




1] o
(A

“JIPHUWAUQ YIeJ Isere Lrereurerelio dmug uedise) ey Ie] epunins tudy : = ‘q ‘e

100°0 > d : %o
o 099°T9T V8 7€ ool 10701 4
8 9g0 10°9¢ I 220 £e°L1 J 1o T6'El sniodsiqy
q 6T0 ov'ee w 810 69°C2 2 €80 €9°G1 wmizodsosAryd ‘uyd
J 890 00'€2 Y2 Z20 T1'eT P S€0 91°2¢ $MBINSO ‘[d
3 $T0 gS9'vT 33p 820 81'vT °q €90 s1°22e nfes Jofes ‘|4
qQ 890 Te'¥e Pq 890 LY'ST °q €7°'0 S1'Te snpides ‘|4
P 020 06'¥2 800 970 0L¥T q 010 S9°2T EpLIOY ‘14
> ¥¢€'0 ¥g'LT Jo TL0 TE'ET ® 080 S1°02 smeqadey’d
Q 150 61°¥¢ pPd 2T0 S9'¥PT oe 290 SI'1Z Bl g
q 880 G6°Ee q 101 ¥1'92 q %90 18°22 erdoowod id
® 010 GL'61 ® 100 SL61 e 010 GL'61 fonuoy

X F X xS S ¢ XS F X

upd 09 und oy upd 0z

(%) BranqemyA wjoad urey njys-uy nuewres Aepgng
US[IP3 dqUUl 3PIS[RINS MISIGIP o snFury [N zeAdq Jn) mIe) Znyod ‘8°E - OIqeL




(4]

*IIPHWISUQ Y.Tej 1sere Lrejeuwrere)ro dnag cmbwﬂ. [IB[JI.Y IPIR] BpUNDS TUAY @ *** ‘q ‘e

100°0 > d : o
0010618 o0 12°0% ool 90°0% A
0S'0 W 6I'LE Te'1 P2 00'9¢ z9'0 8 €e°0v sruodsiqy
8Z°0 yp gi'ss 0S°0 e SY°67 SL°0 pe (A wnprodsosAmyd ‘Uyd
0€°0 3  $9'6 86°0 3 e1'ze 020 pe ¥1°0¢ sNeINSO ‘|4
€0°'1 8 orre ¥¥'0 3 09'1¢ 040 J 6€'2¢ nfeo Jofes ‘|4
01'0 3p  06'88 18°0 q 91'8¢ €L°0 oq £1'8¢ snpides ‘|4
00'1 Jo  ozss LL0 q S1°6€ 1€°0 po S1°Z¢ ®pHOy ‘Id
08°0 3  ¥T'6S 620 p £1°ge €0'1 2 11°ge smyeqadey d
080 >  $LT19 L8°0 P Th'se 050 po 05°0¢ Bukid
€50 qa S0'6% Vo 2q 99°L¢ 8e'1 q gL - Eidoowod’id
81°0 8  Z6'8T 81°0 e T€'82 81°0 e Z€'8T e jomuoy
X§ F X XS ¥ X XS F X
uns 09 und ov uns 0z

(%) 1BIIMIqe[nA Zo[n[es urey njs-uj nreures Aepgng
US[IP3 3q{UT SPIIINS HISIFOp o snFuny dyuand zedaq 10y 1pfaey znyoq *6°¢ - o[qel




€S

“IIPITUOUQ Jrej 1sere wrereurerelio dnud uedise) LoLrey pre) epunins iy : = ‘q ‘e

100°0 > d : 300
o TT 1Y ocx969°E9 o 1SEL _d
3 910 £6'SZ a 080 01'92 3 %0 0g'9g sniodsiqy
P 660 28'2E 3 120 29'22 J vo 19'¢ wni0dsosAmyo “yd
P 160 99'2¢ a Lz'0 99'sT 94 0£0 95'22 smeanso ‘14
> 900 09’62 J s80 £6'6T e 910 £8°61 nfea Jofes ‘14
P ¥£0 Lv'ee 2 0g'0 1262 3 2g'l 1'9% snpides ‘4
> 80 Lz°0g a €v'o 0%'s2 > 90 5562 ®PHO Id
a 20 o1°0v P 150 11°%¢ > 190 SE'eT smeqpfeyid
> 860 08'1¢ > £80 £0'7E P eIl €0°ze Bk
a 600 68'8¢ a €60 £7'9% > ¥ 2T'€T ejdoswodld
v 8§20 £6'02 ® 820 €602 Qe 820 £6°02 fonjuoy
X F X X ¥ X R
ups 09 uns oy uns 0z

(%) @namiqen{if qy uefa1op rengu nys-uj rueures Aepgng

UR[IP2 SqUO{UT IPIS[RINS HISIEIP 3 snuny [mdyrund zedaq Jny 1ire] znyoq "0T°E - Olqel




P

14°]

“IJpHuouQ yJrej 1sere Lreeure(elro dnug uedise) Ldpjrey 1pire; epunips iy © - ‘q ‘e

10070 > d : %&x
waS80°231 woBSY oY ¢ ' ool VL6 4
e Gg'0 o1°91 e €L0 0g'L1 e 180 G8°'91 sruodsiqv
J 8vo GE'67 P L1°0 08'LZ e Z80 LL91 winprodsosAnyd ‘yd
P S¥O0 GE°LT > 120 0€'€% q 020 0€°2T sNjeanso ‘|4
3 180 SY'8% P 860 S1'9% e $9°0 0g°L1 nfeo 1ofes ‘|4
> 670 S1'¥T 3 020 S8'12 ® 8%'0 €2'91 snpides ‘|4
P ¥L0 ov'LZ > ¥L'0 20'TT e 0980 G091 epuoy ‘[d
P 1¥0 9€°L7 o €80 01'zz e GI°0 oL°L1 snefadey id
2 620 LS'VT 2 990 e} A4 ® Gg'0 ¥9°91 - msuihid |4
qQ €20 91°02 q 6v'0 L1°0% B TLO SL'91 ejdoowod d
e €¢0 zg'91 e €60 z8'91 e €20 zS'91 [onuoy

X ¥ X xS F X XS ¥ X
uns 09 und ov und 0z

(96) 1ETIIqRMA Uy nys-ug reures Aepgng
US(IP3 U} 3pIRans MiSIZap 91 snguny [mdxpInd zedaq 103 mrej znyod *11°¢ - olqel




Ligninaz aktivitesl {n.kat./ml)

Ligninaz aktivitesi (n.kat./mil)

Ligninaz aktivites! (n.kat./ml)
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Grafik 3-1 : 28°C'de statik ve {abil dami (50 rpm) Uretilen
Pl. comeopia kiiitirindeigninaz aktivitesi

intukasyon sires! (gin)
Grafik 3-2 : 268°C'de statik ve labll ofamak (50 rpm) Uretilen

Pl. eryingii fungus kiltiziinde ligninaz aktivitesi

N T T T 7
- < S L LSS

inlazhasyon sires! (gan)
Grafik 3-3 : 28°C'de statik ve labill elarak (50 rpm) tretilen
Pl. flagellatus kilturinds ligninaz aktivitesi

E5 stati
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Ligninas aktivites! (n.lat/ml)

Ligninaz aktivites! (n.kat./mi)

Ligninas aktvitasl ta.kat/mi)
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Grafik 3-4 : 28°C'de statik ve labil olarak (50 rpm) dretilen
Pl. florida kiltarinde ligninez aktivitesi

S

L

n

o]

J L L L L

s S S S LS
3 4 5 8 7
inkubasyon saresi (gn)

Grafik 3-5 : 28°C'de statik ve labil olarak (50 rpm) Gretilen
Pl.sapidus kiitarinde ligninaz aktivitesi

inkubasyon sdresi (gin)

Grafik 3-6 : 28°C'de statik ve fabll olarak (50 rpm) Gretilen
Pl.sajor-caju kiltirinde ligninaz aktivitesi
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Ligninaz aktivitesi (n.kat./mf)

Ligninaz aktivitesi {n.kat./ml)

Ligninaz akfivitest (n.kat./mt)
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Grafik 3-7 : 28°C'de statik ve labil olarak (50 rpm) lretilen
Pl. ostreatus kiltarGnde ligninaz aktivitesi
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inkubasyon suresi (gun)

Grafik 3-8 : 40°C'de statik ve labil (50 rpm) olarak Gretilen
Ph. chrysosporium klltirinde ligninaz aktivitesi

inkubasyon siresi (pin)

Graflk 3-8 : 25°C'de statik ve labil (50 rpm) olarak Gretilen
A. bisporus kiltirunde ligninaz aktivitesi

inkubasyon saresi (giin)
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Tablo - 3.12: Farkh fengal kiiltiirlere ait ligninaz enzimi ile 4 giin stire ile
37 °C'de inkiibe edilem bugday samammn in-situ kuru madde yikilabilirligi(es)

X * Sk

Kontrol 30.60 0.55 a
Pl.comeopia 36.00 0.76 cf
Pl eryingii 31.10 1.10 ab
Pl.flagellatus 32.40 1.44 ac
Pl florida 36.80 1.98 dg
Pl. sapidus 35.10 1.10 be
Pl. sajor caju 40.79 0.39 g
Pl ostreatus 38.16 1.95 eg
Ph. chrysosporium 40.00 1.15 fg
A.bisporus 33.70 1.42 ad
F y 7.58°%

xxx : P<0.001

-a, b, ....: Ay siitunda farkh harfleri tasiyan grup ortalamalan arasi fark

onemlidir.
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4.TARTISMA ve SONUC

Kaba yemlerin diigiik kaliteli yemler olmalarinda en biyiik rolii oynayan
lignin kompleksinin biyolejik delignifikasyonla yikimlanmasimn hedeflendigi bu
cahgmada tarimsal artk olarak tilkemizde en fazla miktarda elde edilen bugday
samam kullamlmstir.

Bugday samanmmm kimyasal analizinde kuru madde % 93.72, ham prote-
in % 3.24, ham selliiloz % 37.70, ham yag % 1.70, notral deterjan fiber % 73.70
ve lignin miktan % 8.54, elarak bulunmustur (Tablo 3.1.).

Samanm 9 farkh tir beyaz curiikeiil fungusla yapilan 20,40 ve 60'ar
gunlik inkiibasyonu samicu ham protein miktan tizerine en etkili olan fungus-
larin 20 giinliik inkiibasyonda sirasiyla %98.77'lik bir artigla Pleurotus comeopia
(6.44), % 88.89'Nuk bir astigla Pleurotus ostreatus (6.12) ve % 47.83'liik bir artisla
Phanerochaete chrysosporium (4.79) olarak bulunmustur. Farkhhk istatistiki ola-
rak onemlidir (P < 0.05). Aym inkiibasyon stiresinde en az etkili olan ttirler Pleu-
rotus eryingii ve Pleuratus flagellatus olarak bulunmustur. 40 ve 60 glinlik
inkiibasyonlarda ise?i’mx: tirler kontrole gore etkin bulunmustur (P < 0.05).

Ham protein miktanndaki en fazla artis 40 giinltik inkiibasyonda Pleuro-
tus eryingide % 74.07, Pleurotus comeopia'ta % 69.75, Pleurotus sojor-cqju’da
% 69.13, Pleurotus sapidus'ta 68.51 ve Phanerocsaete chrysosporium % 64.81
olarak bulunmus olup ba tlirler arasinda istatistiksel farkhhiga rastlamlmamstir
(tablo - 3.3.).

60 gunliik inkibasyonlarda ise en etkili tlirler sirasiyla % 121.60'hk bir
artisla Phanerochaete elrysosporium ve % 121.29'lu1§ bir artisla Pleurotus eryingii
olmus, bunlan Pleurotus sapidus (% 97.53), Agaricus bisporus (% 72.84) ve Pleu-
rotus sgjor-cqju (% 70.37) izlemistir. Buna gore ham protein miktan 3.24'ten
sirasiyla 7.18, 7.17, 6.4, 5.6 ve 5.52 'ye yiikselmistir (tablo - 3.3.). Phanerochaete



60

chrysosporium ve Plewrnotus eryingii ham protein artis: fizerine en etkin tiirler ola-
rak bulunmasina rafimen bu tuirler arasinda istatistiksel farkliia rast-
lanilmamstir.

Yapilan bir callsmada Pleurotus ostreatus fungusu ile 20.40 ve 60 giinlik
bugday samam inkiilasyonu sonucunda ham protein miktarim sirasiyla %
31.21, % 56.25 ve % 137.5 oranlarinda arttirdif) bildirilmistir (72).

Diplodia gossgpina fungusu ile yapilan bir cahsmada mineral tuzlarla
yapilan muamelede ham protein miktanndaki artis 14. giinde % 130, 28. giinde
ise % 125 oldugu bildia#imistir. Saman {izerine yalmzea suyun kullamldig: dene-
mede ise ham protein miktarmdaki artig' 14. giinde % 115, 28. giinde ise % 117"
olarak bulundugu bildirilmistir (71).

Iki farkli ekim #firtiniin karsilastinldigs bir baska cahsmada broth ino-
kuliim tekniginin uygalandig) 6rneklerde Pleurotus florida ve Pleutorus ostreatus
ile inkiibasyonda ham protein miktarinda 60. giinde % 133'liik bir artis sap-
tanmus olmasina ragmen agar plak inokulum tekniginin uygulandigl 6rneklerde
ise artiglar ¢ok diigiik diizeylerde kalmstir (118).

Bu durum aragtrma sonuclanmizla karsilagtinldifinda (tablo 3.3.) broth
inokulum tekniginin ham protein miktarlarinda daha iyi bir.artiga neden oldugu
sonucuna varnlmgs olmmasina ragmen agar plak inokulum teknigine benzer uy-
gulamamn yapildif cakgmamzda agar plaklarmn substratla iyice kanstinlms
olmasina dikkat edilmig ve erlenmayer icerikleri peryodik olarak kanstiriimak
suretiyle fungusun hava yapmas: onlenmistir. Bu nedenledir ki ¢ahsma so-
nuclarimuz broth inckmbum teknigi uygulanan c¢alisma sonuglarma paralellik
gostermektedir.

1
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Adi gecen calismarun agar plak inokulum teknigi uygulanan béliimiinde
funguslarin hava yapmes olmalan olasidir. Aym ¢alhismada delignifikasyon mik-
tarlarn 60. gitinde % 30-48 arasinda bulunurken ¢alismarmzda bu oranlar % 20-
30 arasmda bulunmusfur. Sellilloz miktarinda ise ttim kiltdrlerde % 22 ci-
varinda bir azalma olduga bildirilmis olup bulgular arastirma sonuc¢lanmizla pa-
ralellik géstermektedir {tablo 3.4.).

Phanerochaete elwysosporium ve bunun SC-26 mutanti ile Chaetomnium
cellulolyticum funguslammmn mono ve co-kiltfir olérai( kullanildigi ve samamn
inokiilasyon 6ncesi % 1 NaOH ile muameleye tabi tutuldugu bir ¢ahsmada 10.

ginde. ham protein miktan  co-kiltiirlerde: % ..28.11ik bir -artisla;. mono- - -

killtorlerinkinden % 25.1 daha fazla bulundugu bildirllmistir (125). Aym
calismada protein miktasimin artisina paralel olarak ¢ok az da olsa lignin mik-
tarinda azalma goézlemmesi c¢alismamizla paralellik gostermektedir (tablo-
3.6.).Inkiibasyonun 20, 40 ve 60 ginliik siireleri sirasinda ham selltiloz mik-
tanm Agaricus bisporus sirasiyla % 6.15, % 8.67 ve % 15.86 ve Pleurotus sgjor-
caju % 18.78, % 10.61 ve % 6.02 oraminda arttirmis olmasina ragmen diger tiim
turler azalthic1 yonde etkilemis olup farklihklar istatistiksel olarak énemli bulun-
mustur (P < 0.05).

Tam inkiibasyen streleri boyunca ham selli‘xlc;z miktarimn sirasiyla
% 13.93, % 25.20 ve % 25.73 oranlarinda azalmasina neden olan Pleurotus flori-
da ile srasiyla % 11.96, % 18.03 ve % 19.87 oranlanndaki azalmalarla Pleurotus
sapidus en etkin fungus tirleri olarak tesbit edilmistir (tablo - 3.4). Ham selltiloz
miktarmm % 10.32 oraminda azaldigimn bildirildigi 28 gtinliik bir inkiibasyon
sonucu (70) ile cabsmamuizin 40 glinlik inkﬁb?asyon sonuglan paralellik
gostermektedir. 20,40 we 60 glinlik inkﬁbasyonlarP sonucunda samamn nétral
deterjan fiber miktarmm Agaricus bisporus tim inktibasyon streleri boyunca
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sirasiyla % 13.39, % 14.15 ve % 16.06 oranlarinda, Phanerochaete chrysospori-
umn ise yalmzca 20 gintitk inkﬁbasyonda % 7.61 oraminda arttirmus, diger fun-
guslar ise tim inkabasyon siirelerinde azaltici1 ydnde etki etmislerdir (tablo -
3.5). Farkhliklar istatistiksel olarak énemli bulunmustur (P < 0.05).

Nétral deterjan fiber azalmas lizerine en etkili ttirler olarak 20 gunluk
inktibasyonda Pleurotus florida (%65.02), 40 giinliik inkiibasyonda Pleurotus fla-
gellatus (% 14,20) ve Pleurotus eryingii (% 11.66) bulunmusgtur. 60 giinliik
inktibasyonda ise notrat deterjan fiber azalmas: tizerine en etkili tirler sirasiyla
Phanerochaete chrysesporium (% 21.15). Pleurotus sapidus (% 20.04), Pleurotus
eryingii (% 18.04) ve Plewrotus flagellatus (%17.91) olarak tesbit edilmistir (P <
0.05). Ancak tiirler arasmda istatistiksel bir fark bulunamamstir.

Cirqir artigy, yerbstifn kabuklan, misir kocam, musir sap: ve samandan
olusan bir selltlolitik artik kansiminda besi yeri olarak yalnizca su kullanilan
calismamun bir béltiminde inktibasyonun 14. giintinde notral deterjan fiber mik-
tan % 4.48, besi yeri kansiminda mineral tuzlannda kullamldifi arastirmamn
bir diger béliimiinde inkiibasyonun 14. giiniinde % 1.36 ve 28. gintinde % 2.46
oranmda azaldig: bildirimistir. bu sonuc¢lar aragtirmamizin 20 giinlitk sonuglan
ile benzerlik gostermektedir (Tablo 3.5.) Aym arastumada 14 ve 20 giinliik
inktibasyon stireleri sonundaki notral deterjan fiber kaybi sirasiyla % 8.87 ve %
9.87 olarak bildirilmis olup (71) bu sonucglar 20 giinlitk inkiibasyon so-
nuclanmmizla uyum icerisindedir.

20, 40 ve 60 ganliik inktibasyonlar sonucunda bugday samamn: nétral de-
terjan fiber miktarlan Agaricus bisporus disinda diger tiirlerde azalmus olup
dugtsler istatistiksel elarak énemlidir. Ham selliiloz miktarlanndaki azalma ile
notral deterjan fiber mikfarlarindaki azalma aym sfireli inktibasyonlarda benzer
oldugundan bu durum bu funguslann bu besin maddeleri le birlikte lignini de
parcalamalanna baglanabilir (tablo - 3.4., 3.5., 3.6)
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Funguslann samamn lignin miktan {zerine 20, 40 ve 60'ar giinliik
inktibasyon stireleri sonundaki etkileri incelendiginde; Agaricus bisporu.s'ﬁn tiim
inkiibasyon stireleri boyunca delignifikasyon tizerine etkisiz oldugu, 20 gtnliik
inkiibasyon siiresinde lignin miktan tizerine Pleurotits comepia, Pleurotus eryin-
-gif, Pleurotus flagellatus ve Pleurotus floridamn etkisiz oldugu tesbit edilmistir.
20 ginliik inkibasyonda delignifikasyon tizerine en etkili tirtin Pleurotus ostrea-
tus (% 9.60) oldugu, Pleurotus sapidus ile Plaurotus sgjor cqjunun aym miktarda
bir etkiye sahip oldugu (% 6.32) ve her ti¢ii arasinda-istatistiksel bir farklihgin
bulunmadi@ ancak amlan her 3 fungusun déligniﬁkasyon tzerine etkisinin ista-
tistiksel olarak anlamh oldugu tesbit edilmistir (P < 0.05).

40 gunlik inkiibasyonda delignifikasyon tizerine en etkili ttirtin Pleuro-
tus comeopia (% 18.38) oldugu ve bunu sirasiyla Pleurotus sapidus (% 17.79),
Phanerochaete chrysosporium (% 16.63), Pleurotus ostreatus (% 16.51) ve Pleuro-
tus sgjor-cajunun (% 16.28) izledigi saptanmus olup fark istatistiksel olarak
onemlidir (P < 0.05). Ancak amilan tirler arasmnda istatistiksel farklihk buluna-

marmstir.

60 ginlok inkibasyon sfiresinde tim funguslann delignifikasyon
tizerine % 20 - 30 arasinda degisen miktarlarda etkili oldugu ve farkhhklarm is-
tatistiksel dnem ta§1d1g1 tesbit edilmistir (P < O. 05) En etkili tirler ise Pleurotus
sgjor-caju (% 29.74), Phanerochaete chrysosporium (% 29.50) ve Pleurotus sapi-
dus (% 27.87) olarak bulunmustur. Ancak tiirler arasinda istatistiksel farklhiliga
rastlanmamstir (Tablo 3.6.).

Selltilolitik arbklann kullanildig: bir cahsmada 28 giinliik inkiibasyon
sonunda lignin miktan % 27.21 oraminda artrms bu artis kullanulan mikroorga-
nizmamn selliilolitik etkinliginin ytiksek olup lignolitik etkinlifinin olmamasimna
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baglanmustir (70). 45 degisik fﬁngus tirtiniin saman ve kaym agac: tizerine 60
gunlik inkiibasyeromun delignifikasyon fzerine etkisinin incelendigi bir
calismada en etkili tiriin Trametes versicolor (% 79) oldugu ve Fomer fomeranti-
us'un da benzer defignifikasyonda bulundugu bildirilmistir. En etkili tiirler ola-
- rak- Plewrotus. eryingd, Fomer, fomerantus, Trametes versicolor, Pleurotus ostrea- .-
tus, Picnoporus cimmabarinus ve Phanerochaete chrysosporium bildirilmis olup,
delignifikasyon % 15-20 arasindadir (120). Bildirisler ¢calismarmzin 40. gilintine
ait sonuglarla paralellik gbstermektedir (tablo - 3.6.), Fungal degredasyondan
sonra suda eriyebilir ignin fraksiyonu en fazla miktarda Ganoderma applanatum
ile inktibasyonda arimustir (% 36.8). Tramates versicolorla inktibasyon sonucu
% 40 oramnda arttinldigy bildirilmistir (120) benzer
durum t?ulgulannm gdzlenmektedir.

samamn sindirilebifirifin

Pamuk samanma inkiibe edilen Pleurotus tiirlerinin 21 giinlik inkii-
basyonlan sonucu pamuk samam lignin igerigini ortama spesifik solubl fenolik
fraksiyonlar birakarak % 60 oramunda parcaladigy bildirilmistir (88). Bu oran
arastirma sonugclaremzda aym tiir funguslarda ve benzer inkiibasyon siiresinde
% 10'u ge¢cmemekte alup sonuclar arasnda biiyiik fark tesbit edilmistir. Bugday
samaminda Polyporss odustus fungusunun Cel-6 mutanti ile yapilan 2 ayhk
. inktibasyon sonras: Egnin kaybirun % 52.oldugu bildirilmistir (30).-. .. .. ....

Pleurotus esfreatus fungusu ile Erwinia corotovora bakterisinin birlikte 56
gin stire ile inkiibe edildigi bir bagka cahsmada delignifikaéyonun % 69, ham
selliiloz kaybinin % 55 olarak bulundugu bildirflmistir (108). Cahismamizda ayru
fungus ile aym siireli inkiibasyonda bulunan sonugclar lignin ve ham selliiloz i¢in
sirasiyla % 24.60 v % 19.68 olarak tesbit edﬂnPs- olup sonuglar arasinda
farkhliklar mevcuibar. Bu farklibgin fungus + bakteri kompleksinin sinerjetik et-
kilesimi sonucu olabilecegi tahmin edilmektedir.
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Lignin miktarlar sirasiyla % 30.6, % 20.1, % 22.7, % 25.1 ve % 29.2 olan
kayin talasi, saz, tiziim ve aycicegi saplan ile pirin¢g kavusunun Pleurotus tiirleri
ile yapilan 60 giinliik inkiibasyon sonucu fungus tiirlerine bagh olaral; lignin ka-
yb1 sirasiyla % 20.1 - 34.7, % 55.8 - 35.3, % 67.6 - 68.1, % 60.3 - 59.6 ve % 21.6
olarak bildirilmistir 30}. . = . .

Sonuglar ¢cahsmamzin aym streli delignifikasyon miktarlarnmn bir kism
ile paralellik gosterirken diger bir kismu ile oldukc¢a farkhdir. Bir ¢ogu beyaz
ciriikcul olan Basidimmycetes simifina dahil 22 fungushn 30, 60 ve 90 gin siire
ile samanla inkiibe edildifi bir cahsmada delignifikasyon lizerine en etkili tiirler

~olarak Pleurotus ostreatus ve Pleurotus florida bildirilmistir {75). 30. giinde delig-
nifikasyon sirasiyla % 23.75 ve % 26.25 olarak bildirilirken 60. giin igin ise
sirasiyla % 51.25 ve 9% 61.25 olarak bildirilmigtir. Aym1 funguslar ¢cahgmamzda
da delignifikasyon fizerine etkili bulunmustur ancak literatiirdeki 60. giin so-
nuclan ile ¢calismamzm 30. gin bulgulan paralellik géstermesine ragmen 60
ginlik bulgular karglastinldiinda farkhliklar ortaya ¢ikmaktadir. Bu farkhhk,
kullanulan funguslanm Brezilya'dan elde edilen tropik ttirlerin selltilaz-eksik mu-
tantlarmmn (cellulase deficient mutant - PFR-343, PFB-551) kullamlms olmasi
nedeniyle ileri gelmis aiabilecektir.

.. Pleurotus sajorecaju ile 12 hafta siire ile inkiibasyona tabi tutulan bugday
samamnda lignin mikiar: % 55.55 oraninda bir diistis gosterdigi bildirilirken (74)
aynm: fungusun kullamidifi cahsmamizda 60. gin sonundaki lignin kaybi
% 29.74 olmustur. Balgular arasinda inkiibasyon siresine bagh olarak fark
gbzlenmistir.

-Seker kamigt arttklarnimin 40 giin siire ile Ple@rotus sqgjor-cqju fungusu ile
inktibe edildigi bir cabgmadaki delignifikasyon % 14 olarak bildirilmistir (50). So-
nuclar aym fungus ile yapilan calismamizin 40 gtnliik inkiibasyon bulgulan ile
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benzerlik gostermektedir. Aym1 ¢ahsmada in-vitro sindirilebilirlik kontrole gére
% 17 artif: bildirilmis olup ¢ahsma bulgulanmiz ile paralellik gostermektedir.

Kagit hamuru Gretiminde funguslann kullammu ile ilgili yapilan bir

- ...cahgmada bugday samam Pleurotus ostreatus ile. 60 .glin.siireyle inkiibasyo-

nunda delignifikasyonun % 22.05 oldugu sellitloz miktarinda da % 45.17'lik bir
kaybmn oldugu bildirilmistir (11). Yapilan bildirisle ayru fungusun benzer stireli
kullamldifi cahsmammzda delignifikasyon oranlarn benzer olmasmma ragmen
selliloz kayiplann arasmda farklhilhklar bulunmustur. kéglt hamuru tretiminde
funguslarm kullamm ile ilgili yapilan bir ¢alismada bugday samammn Pleurotus

- ostreatusla yapilan inkitbasyonuna ait bildirislerde (11) 60. giine ait delignifikas-

yon ve selliiloz kayiplan ile ilgili sonuglar ile calismamzin aym stireli sonuglan
arasinda fark varken aym ¢calismamn 131. ginlik bildirisleri ile paralellik mev-
cuttur. Bu durumun substrat olarak kullanilan bugday samammn boyutlan ile
ilgili oldugu sonucuna vanlmstir.

Cahgmanm diger bir bdlumiinde ise samamn 9 farkh tir beyaz
¢E1n‘.‘1kgi‘11 fungusla yapilan 20, 40 ve 60 giinlik inkiibasyon sonucu elde edilen
triintin rumen fistiilli deneme hayvanlannda 48 saat'lik in-situ yikilabilirligi in-

v+ celenmigtir. ‘Buna. gére -kontrol - grubunun: in-situ - kuru madde yikilabilirligi - -

% 31.15, ham protein yikilabilirligi % 19.75, Ham sellilloz yikilabilirligi % 28.32,
noétral deterjan fiber yilalabilirligi % 20.93 ve lignin yikilabilirligi ise % 16.52 ola-
rak bulunmustur.

20 gtinlik inkibasyonlarda in-situ yikilabilirlik tizerine % 48.89'luk bir
.arhigla Pleurotus sapidusen etkili olmasina ragmen ayru fungusun 40 ve 60 gianliik
inkiibasyonlarda kontrole ve diger tiirlere gore istatist'iksel olarak etkisi dnemli bu-
lunmamstr. Bugday samaninda 20 giinliik bir inktibasyon yapilmak istenirse bu
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fungus tiirti tavsiye edilebilir. Aym: zamanda ham selliiloz, ham protein ve nétral
deterjan fiber yikilabilislikleri de kontrole gore sirasiyla % 34.63, % 12.15, % 26.18
oranlannda artmustr artiglar istatistiksel olarak énemlidir (P < 0.001).

40 gtnlik inkitbasyonlarda Pleurotus eryingii ve Pleurotus flagellatusun.

in-situ kuru madde yinlabilirlikleri diger ttrlere gore daha fazladir farklilik ista-

tistiksel olarak énemlidir (P < 0.01). 60 giinliik inktibasyonlarda her bir fungus
tiirt kuru madde yilalabilirligini arttrmgtir, artislar Pleurotus sapidus harig is-
tatistiksel olarak énem# bulunmustur (P < 0.001). ‘

Ham selliiloz yilalabilirligi incelendiginde 20 ginliik inkiibasyonlarda Ple-
urotus ostreatus ve Phanerochaete chrysosparium haricinde diger tiirlerin kbntfo-
le gore % 10 - 30 oranmda yikilabilirligi arttrdif: bulunmus olup artislar istatis-
tiki olarak onemlidir (P < 0.001). 40 ginliik inkiibasyonlarda ise Phanerochaete
chrysosporium hari¢ difer fungus tirleri etkili bulunmustur. 60 giinlik
inklibasyonda tiim fungus tiirleri ham selliiloz yikilabilirligi tizerine etkili bulun-
mustur { P < 0.001).

Notral deterjan fiber yikilabilirligini 20 giinliik inktibasyonlarda Pleurotus
sqgjor-cqju harig diger tirler, 40 ve 60 giinliik inkiibasyonlarda ise biitiin fungus

~tirleri yikilabilirlii arttrmigtir artig istatistiki olarak énemlidir(Pr€ 01001 ) wiit g b i

Ham protein yikilabilirligi tizerine 20 giinliik inktibasyonlarda Pleurotus
eryingi ve pleurotus flagellatus hari¢ diger tiirler etkili bulunurken 40 ve 60
gunliik inktibasyonlarda tiim fungus tiirleri etkili bulunmustur, yikilabilirlikteki
artislar istatistiki olarak énemli bulunmustur (P < 0.001)

- Yapilan bir cakgmada 60 glinlik inkﬁbasy(;nda in-vitro sindirilebilirlik
% 40-50 arasinda seyrederken (118) calismamizda bu degerler % 30-50 arasinda



degismis olup kontrole gore artiglar % 30-70 arasinda degismektedir. Sonuclar
arasinda paralellik meveuttur. Trichoderma viride fungusu ile 4 hafta stireli misir
kocamumin inhibasyonu sonucu farelerde yapilan bir denemede canli agirhk
arbisinn yiikseldigi, koyunlarla yapilan bir sindirim denemesinde ise kuru mad-
de yﬂnldbilirli@nin % 4.8, N'siz 6z madde yikilabilirliginin %9 ve tiim sindirilebi-
lir besin maddeleri yikatabilirliginin % 18 oraninda arttig) bildirilmigtir (123).

Bir diger cahgmada 60 giinliik inkiibasyonda bugday samam yikilabilir-
ligi kullamlan fungusun tiiriine bagh olarak kontrole gére % 38 - 45 orarunda
artmistir (120). Sonuglar arasinda paralellik mevcuttur. Pleurotus ostreatus fun-
gusu + Erwinia corotovora bakterisi kansim ile yapilan 56 giinliik bir inki{ibas-
yonda in-vitro kuru madde yiklabilirlifinin % 15 oraninda arttifi bildirilmistir
(108). Cahsmamzda aym fungus ile yapilan inkiibasyonda in-situ kuru madde
yikilabilirlikleri 20 ve 40. giinlerde sirasiyla % 11.36 ve % 11.72 oramndaki
artiglarla adi1 gecen lkteratiirle uyum ic¢inde olmasina ragmen 60 glinlik
inktibasyonda % 42.211ik bir artisla btiylik bir farkhlik ortaya ¢ikarmustir.

In-vitro sindirilebilirlik artismn test edildigi kayin talasi, saz, (iziim ve
aycicegl saplarmin kullamldifs ve Pleurotus tirrleriyle 60 ginlitk inkiibasyonun
yapidi@ bir cahsmada in-vitro yiklabilirlikler sirasiyla % 34.9 - 17.6, % 44.9 -

. ++62.5,°% 71.2 - 61.9 olarak bildirilmis olup {130} ‘caligriamizm ‘aym stireli

inkiibasyonunun in-sita yikilabilirlik sonuglanyla paralellik géstermektedir. Cam
ve pasa afaci kabuklarmmn beyaz ve kahverengi ¢irikeullerle yapillan 3 haftahk
inkiibasyonlan sonucu beyaz c¢urtikeiil funguslann lignini % 30 - 56 arasinda
yilamladiklan, kahverengi ctirtikeiillerde ise bu oranin % 0.1 - 2.3 arasinda
kaldig: bildirilmistir (57). Bildirislerin ¢alismamizin aym stireli boliimiinden
farkhh olmasi substrat elarak kullamlan bitki -mater;")rali-:ile:: fungus kiltiirlerinin
farkhhgmdan ileri gelebilecegi gibi adi gecen literatiirdeki funguslann ytiksek fe-
nolik aktivitelerinden de ileri gelebilmektedir.
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8 aym tiirti tems# eden 129 ot 6rmeginin kullarildig: bir ¢calismada artan
lignin miktan ile hiicre duvan, sellilloz ve hemiselliiloz in-vitro yikilabilirlik-
lerinin olumsuz yénde etkilendigi bildirilmis olup (47), ¢alismamizda delignifikas-
yonla orantih olarak im-situ ykilabilirliklerinin artrms olmasi aragtirmalar

- arasmda paralelligi ortaya koymaktadir. Bugday samammn Pleurotus sgjor-caju

fle 12 hafta siire ile inkiibe edildigi bir c¢ahsmada in-vitro yikilabilirligin
% 29.8'den % 98.65'lik bir artisla % 59.2' ye ciktipy bildirilmistir (74). Bu sonug
60 giinltik inkiibasyonda % 50.08'lik bir artisla % 31.15 den % 46.75'e ¢ikan
ayn fungusa ait bulgu #le paralellik gostermektedir.

Yapilan bir bagka ¢cahismada Pleurotus ostreatus fungusu ile bugday sa-
mamnin 40 ve 60 ginkik inkiibasyonu sonucu in-vitro kuru madde yikilabilirligi
kontrole gore swrasiyla % 25.64 ve % 31.41 oranlarinda artti® bildirilmis olup
(30) bu durum cahsmammzda sirasiyla % 11.72 ve % 42.21 oranlannda tesbit
edilmistir.

Calismamm son boltimiinde ise mevcut funguslann statik ve labil
ortamlardaki ligninaz aktiviteleri saptand: (Grafik - 3.1., 3.2, 3.3, 3.4, 3.5, 3.6,”
3.7., 3.8. ve 3.9).

Aktivitelerin en yiiksek oldugu giine ait yapilan seri inktibasyonlarla sa-
man numuneleri 4 giin séire ile inktibe edilerek fungal ekstraksiyondaki ligninaz
enziminin in-sitii yikilabiirlik izerine etkisi aragtinldi. Statik ortamda elde edilen
aktiviteler labil ortamlardan elde edilenlerden daha ytiksek bulunmustur. Statik
ortamda uretilen kultirlerden elde edilen ligninaz aktivitelerinin labil ortamda
lretilenlerinkinden fazla olmas) kimi arastincilar tarafindan da paylasiimaktadir
(6, 42, 58). . S
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Funguslann Egninaz enzimi tiretimlerinin, bunlann sekonder metaboliz-
malanyla ilgili oldugsm bildirilmistir (13, 53, 94, 95, 100, 115). Funguslarda se-
konder metabolizma logaritmik faz sonras: lireme egrisinin duraklama fazmna
ulastifiy dénemde baglamaktadir ve 1s1, fungal kaltiir, zaman, substart bilesimi,
‘makro ve miro elememndler substratin fiziksel yapisi, gaz fazin bilegimi gibi etlenle-
rin kombine oldugu mmltifaktdriyel bir etkilesim gostermektedir. Calismamrzda
ligninaz indiiktéri olarak veratril alkol kullanilmgtr.

Guinlere bagh olarak funguslarda tremenin 3. giintinden itibaren ligni-
naz aktivitesinin artfsfi ve yine tire bagh olarak 6, 7 ve 8. giinlerde maksimum
noktaya ulast@ ve daha sonra ani bir distis gosterdigi saptanmus olup bu du-
rum literatiir verilerifle de paralellik géstermektedir ( 6, 13, 61, 59, 32, 26, 87).

Cahsmamzdaki fungus tiirlerine gore ligninaz aktivitelerinin en yiliksek
oldugu ginler ve akifvite miktarlan; Pleurotus comeopia 6. giinde 7.2 nkat.ml-1,
Pleurotus eryingii 6. ginde 5.9 nkat.ml"!, Pleurotus flagellatus 7. giinde 5.4
nkat.ml-!, Pleurotus florida 6. giinde 8.3 nkat.ml-!, Pleurotus sapidus 7. giinde
6.2 nkat.ml"!, Pleurstus sgjor-caju 7. giinde 12.5 nkat.ml-!, Pleurotus ostreatus
7. giinde 10.8 nkatmi!, Phanerochaete chrysosporium 8. giinde 10.8 nkat.ml-!
ve Agaricus bisporus 6. giinde 6.7 nkat.ml! olarak tesbit edilmistir. Buna gére
en ytiksek aktivite Plewrotus sagjor-caju ve aym miktarlarda olmak tizere Phare-
rochaete chrysosporien ile Pleurotus ostreatusta saptanmis olup sirasiyla 12.5
nkat.ml-!, 10.8 nkatmid! ve 10.8 nkat.ml-! olarak sesbit edilmistir. Liginaz en-
zim altivitesi, ph, nem, azot miktari, N : C oram 1s1, 151k, ajitasyon gibi bir ¢ok
faktérden etkilenebilmektedir.

Phanerochaete chrysosporium ile yapilan bir talismada ligninaz aktivitesi
22.4 nkat.ml! olarak bulunmusken (6) arastrmarmmzda 10.8 nkat.ml-! olarak
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tesbit edilmesi aktivitenim multi faktoriyel bir olgu olmasindan kaynaklanmak-
tadir. Ligninaz enzimi ile bugday samamnn inkiibasyonunda in-situ kuru madde
yikilabilirlikleri incelendiginde Pleurotus eryigii, Pleurotus flagellatus ve Agaricus
bisporus'un etkisinin istatéstiksel olarak énemli olmadig tesbit edilmistir (tablo -
- 3.12). Buna kargin-kontrolle kargilagtinldiginda in-situ yikilabilirlik {zerine en
yuksek etkinin Pleurotus sgjor-caju, Phanerochaete chrysosporium ve Pleurotus
ostreatus'tan elde edilen enzim tarafindan meydana getirildigi ve yikilabilirliklerin
sirasiyla % 33.30, % 30.71 ve % 24.70 oranlarinda arttigi (tablo - 3.12) ve
farkhhiklarn istatistiksel elarak 6énemli oldugu saptanmstir (P < 0.001).

Pleurotus sajor-cajit, Phanerochaete chrysosporium ve Pleurotus ostreatus
funguslanmin arastirmanm ilk bolimiindeki bugday samam lignin miktan
tizerindekd etkileriyle, son boliimde aym mikroorganizmalann ligninaz aktiviteleri
ve bunlardan elde edilen enzim sollisyonlanyla samann inkiibasyonu sonucun-

daki in-situ kuru madde yikalabilirlikleri arasinda paralellik mevcuttur.

Sonug olarak, hayvan besleme alaninda saman gibi disik kaliteli kaba
yemlerin besin madde iceriklerinin ve sindirilebilirliklerinin arttinlmasina yonelik
sayisiz fiziksel ve kimyasal ¢calisma yapilmisg, ancak ekonomik olmamalan, delig-
" nifikasyona etkilememeleri ve gevre kirliligine yol a¢malan gibi nedenlerle yay-
ginhk kazanamamuslarde. Ekonomik olug, artik ve atiklann ytiksek degerlikli
uriinlere déntistimii, ¢evre kirliligine yol agmama ve yiginsal tiretim gibi faktorler
gdz 6nine alindiginda hayvan besleme alamnda biyoteknolojik caligmalara yer
verilme zorunlulugu vards.

‘Bu ¢alisma ile yurdumuzda en fazla miktarda tarmmsal artik olarak elde

edilen ve hayvan besleme acisindan diisiik degerlikli bir yem maddesi olan sa-
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mamn lignolitik aktivitei fumguslarla inkitbe edilerek gerek delignifikasyon sonu-
cu sindirilebilirliginin ve gerekse ham protein iceriginin, ytiksek sindirilebilirlikli
ve biyolojik degerlikli tek hiicre proteini yéniinden arttinlabildigi gésterilmistir.
Ligninaz enziminin de aym amagclarla kullamlabileceginin gosterilmis oldugu bu
calismada, enzim kullanmmmn ekonomik olabilmesi icin sentetik olarak elde edi-
len selliilaz enziminde sldugu gibi ligninazin da sentetik olarak eldesine yodnelik
cahsmalara ve kullamlan funguslann genetik ¢cahgmalarla selliiloz tizerine etkisiz
mutantlanmmn gelistirilmesine gerek vardir.
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5.0ZET

Bu calismada Gikemnizde en fazla miktarda tarimsal artik olarak elde edi-
len ve hayvan beslemede diisiik kaliteli bir kaba yem olarak kullamlan bugday
samammn biyoteknolojik metodlarla degerlendirilebilirliginin arttinlima olanak-

lan arastinlmistir.

Arastirmada 9 faskh tiir beyaz-¢tirtik¢ul fungus kullamlmistir, Calisma 3
farkli asamada ytiriitiilmistir.

Birinci asamada bugday samam funguslarla 20, 40 ve 60 giin siireyle
inkiibe edilmistir. Inkiibasyon stireleri sonunda bugday samam besin maddele-
rindeki degisiklikler #acelenmistir. Buna gore ham protein miktan tiim
inktibasyon siirelerinde artmistir. En fazla artig ise 60 giinliik inkiibasyonda
Phanerochaete chrysosparium ile Pleurotus eryingii tarafindan meydana getirilmis
olup sirasiyla % 121.60 ve % 121.29 olarak tesbit edilmistir Tiim inkiibasyon
siireleri boyunca ham selliiloz miktarinda Agaricus bisporus ile Pleurtiis sajor-
caju hari¢ ve notral detﬂjan fiber miktarinda Agaricus bisporus disindaki diger
tiirler azalmaya neden almustur.

Ham selliiloz ve nétral deterjan fiber miktarlanindaki azalma aym siireli
inktibasyonlarda benzer gldugundan bu durum funguslarn bu besin maddeleri
ile birlikte lignini de pas¢alamalarina baglanmigtir. En ytiksek delignifikasyon
miktarinmn ise 60 ginlik inkiibasyonda Pleurotus sgjor-caju ve Phanerochaete
chrysospo;ium tarafindam sirasiyla % 29.74 ve % 29.50 seklinde gerceklestigi tes-
bit edilmistir. . ;

Cahsmanin ikimei asamasinda ise funguslarla degisik siirelerde
inktibasyona tdbi tutulan bugday samarmn besin maddelerinin naylon-torba
teknigi ile in-situ yiklabifirliklerindeki degisimler incelenmistir.
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Bu amagla 3 adet rumen fistilli Akkaraman ko¢ kullamilmustir. 20
gunliik inkiibasyonda kuru madde yikilabilirligi tizerine en etkili tiir olarak Pleu-
rotus sapidus bulunmasina karsin dier inkiibasyon sirelerinde tiim fungus

turleri yikilabilirligi arttrmstir.

Ham protein yikilabilirligi tizerine 20 gilinltik inktibasyonda Pleurotus ery-
ingii ve Pleurotus flagellatus hari¢ diger tiim fungus ttirleri, ile biitiin inkiibasyon
stirelerinde funguslarm hepsi arttinc etkide bulunmustur. Ham selliiloz
yikilabilirlifini 20 ginlik inkiibasyonda Pleurotus ostreatus ve Phanerochaete
chrysosporium hari¢ diger tirler, 40 glinliik inktibasyonda Phanerochaete chry-
sosparium disindaki diger tirler ile 60 giinliik inkiibasyonda tiim fungus tiirleri

arttirrmstir.

Nétral deterjan fiber yikilabilirligini 20 gtinliik inktibasyonda Pleurotus
sagjor-caju hari¢ ve 40 ve 60 ginlik inkitibasyonlarda ise tiim fungus tiirleri
arttrmustir. Lignin yilalabilirlii Gizerine ise 20 gtinliik inktibasyonda Pleurotus
ostreatus 40 ve 60 giinlik inkiibasyonlarda ise Phanerochaete chrysosporium ve

Pleurotus sajor-caju en etkili fungus tiirleri olarak saptanmstir.

Cahsmann son bélimtinde ise funguslardan elde edilen ligninaz enzi--
miyle yapilan inktibasyonlann in-situ kuru madde yikilabilirligi tizerine etkisi in-
celenmistir. En yiiksek Hgninaz aktivitesi Pleurotus sqjorcaju, Pleurotus ostreatus
ve Phanerochaete chiysosporium'da tesbit edilmis olup en yiiksek in-situ
yilalabilirlik bu funguslardan elde edilen enzimle inkiibe edilmis numunelerde
saptanmushr. Kuru madde yikilabilirlikleri ise sirasiyla % 33.30, % 24.70 ve %
30.71 olarak tesbit edilmistir. ;;
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Pleurotus sajoogiu, Phanerochaete chrysosporium ve Pleurotus ostreatus
funguslarnimun arastmmeamm ilk bodlumiindeki bugday samam lignin miktan
uzerindeki etkileriyle saa boéliimde aym mikroorganizmalarin ligninaz aktiviteleri
ve bunlardan elde ediien enzim sollisyonlanyla samamn inkiibasyonu sonucun-

daki in-sitli kuru madée yilalabilirlikleri arasinda paralellik saptanmustir.,
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6.SUMMARY

This study was earried out to investigate the development of wheat straw

as a low quality roughage which is obtained in the gratest amount of agricultural
waste in Turkey using Biotechnologic methods.

In the study 9 different kinds of white-rot fungi were used. The study
was carried out in 3 different steps.

In the first step, wheat straw was incubated with fungi for 20,40 end 60
days. At the end of the incubation period nutritional differences of the wheat
straw were investigated. According to the results, crude protein contents were
" increased in all the incabation times. The highest increases were brought about
with Phanerochaete dwysosparium and Pleurotus eryingii 121.60 % and
121.29 % respectively at 60 days incubation period. Through all the incubation
periods, with the excepfion of Agaricus bisporus and Pleurotus sqgjor-cagju for cru-
de cellulose and Agaricus bisporus for neutral detergent fiber content, all strains
caused a reduction in ihege parameters. As the reduction of crude cellglose and
neutral detergent fiber content were similar through the same incubation times,
it was conculuded that the fungi degraded lignin along with these nutrients. The
highest delignification rates were determined as 29.74 % and 29.50 % for Pleuro-
tus sagjor-caju and Phanerochaete chrysosporium respectively at 60 days incubati-
on period. )

In the second step of the study, the in-situ degradation changes of the
nutrients of wheat straw which had been incubated with fungi at different times
were investigated using the nylon-bag technique.

For this purpase 3 mature Akkaraman rams were used. Although Pleuro-

tus sapidus was determined to be the most effective strain on dry matter degra-
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dability at 20 days incubation time, all the fungi strains increased the degradabi-
lity at all the incubation times. The degredation of crude protein through 20 days
incubation times was increased by all the fungi strains except Pleurotus eryingii
and Pleurotus flagellatus and was increased by all the fungi during all the incu-
bation times. With the exception of Pleurotus ostreatus and phanerochaete chry-
sosporium at 20 days incubation and Phanerochaete chrysosporiumn at 40 days
incubation and all the fungi at 60 days incubation increased crude cellulose deg-
radability. With the exception of Pleurotus sgjor-caju at 20 days incubation time,
all the fungi increased the neutral detergent fiber degradability at all the incuba-
tion times.

Pleurotus ostreatus at 20 days incubation and Phanerochaete chrysospori-
um and Pleurotus sajor-caju at the other incubation times were found to be the
most effective fungi strains on lignin degradability.

In the last step of the study, the effect of incubation with the enzyme ligni-
nase obtained from the fungi on in-situ dry matter dagradation was investigated.
The highest ligninase activities were determined in Pleurotus sajor-caju, Phaneroc-
haete chrysosporium and Pleurotus ostreatus and the largest dry matter degrada-
- -tion rates were determined for samples incubated with the enzyme obtained from-
these fungi. The dry matier degradabilities were determined as. 33.30 %, 30.71 %
and 24.70 % respectively.

A direct relationship was determined amoung the effect of Pleurotus sa-
Jor-caju, Phanerochaete chrysosporium and pleurotus ostreatus on the wheat
straw lignin content in the first part of the study and the ligninase activities of
the same microorganisms in the final fart of the study and the in-situ dry matter
degradabilities as a result of incubation of the straw with the enzyme solutions
obtained from these fungi. '
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