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I. GENEL BILGILER

1.1. Birils

Bitkilerin yapisindaki lignoseliilozlu materyaller biyolojik ola-
rak COp, Hy0 ve humus gibi maddelere d&niisiir. Bununla beraber,
her yi1l yaprak d&kiintiileri saman ve odun talasi yapisindaki lig-
noseliilozlu artiklar sanayi fazlasi olarak birikmekte ve artik
maddelerden yeterince yararlanilamamaktadir.

Lignin vaskiiler bitkilerin kuru agirlaginin yaklasik Z3d
unu olusturur. Yiiksek bitkilerin sekonder (ikincil) duvari ve
orta lamelinde bulunan 3 boyutlu hetorojen bir polimer olan lig-
nin, bitki hiicre duvarinin dayaniklilifini saflamaktadir (Sarkanen
ve Hergert, 1971; Mudgett ve Paradis, 1985; Evans, 1987). Bitki-
lerin icerdifi lignin miktari tiirden tire ve hatta ayni tiirde
bile degisiklik gstermektedir.

Lignin bilegsikleri yapilarinda organik karbon icermektedir.
Bundan dolayi lignin iceren dokularin, &Zzellikle odunun, biyolo-
jik parcalanmasinin dofadaki karbon kaynagi d&ngiisiinde &nemli bir
yeri vardir (Daniel vd., 1987). Lignin, dayanikli yapisina kar-
sin, enerjice zengin basit bilesikler olusturmak ve ekolojik den-
geyl saglamak amaciyla dofada mikroorganizmalar tarafindan parca-
lanmaktadair.

Lignoseliilozlu materyalin, kagit endiistrisinde ve gevis
getiren hayvanlar i¢cin besin olarak yeterince kullanilabilmesi
icin yapisinda bulunman ligninin parcalanmasi gerekir (Arora ve
Sandhu, 1987). Lignin kagit hamuru iiretiminde temel atik {iriin-
diir. Kagit hamuru iliretiminde seliilozdan tam olarak yararlanabil-
mek icin odun yapisinda bulunan ligninin uzaklastirilmasi gerek-
lidir. Lignin birgok siiregcte islenen seliiloz ve hemiseliilozun

parcalanmasini engeller (Bellamy, 1974; Kirk ve Farell, 1987).




Kagit hamuru liretiminde ligninin uzaklastirimi icgin mekanik ve
kimyasal siireclerden yararlanilmaktadir. Fakat bu tiir islemle-
rin pahalil olmasi, giliniimiizde arastiricilari degisik alternatif-
ler aramaya ydneltmigtir.

Kagit hamuru endiistrisinde, lignin molekiillerini kulla-
ni1labilir iiriinlere cevirme ve atiklarla muamele gibi siireglerde
biyolignolitik sistemler potansiyel olarak uygulanabilir. Bun-
dan dolay1 son yillarda ligninin biyolojik parcalanmasi ilizerin-
de aragtirmalar geligstirilmektedir (Eriksson ve Vallender, 1981;
Pilon vd., 1982; Eaton, 1985; Kirk vd., 1986).

Ligninin biyolojik parcalanmasinin molekiiler mekanizma-
sinl1 anlamak icin yapilan calismalar yillardir sirdiirilmektedir
(Crowford ve Crawford, 1984). Fakat biyolojik reaksiyonlarain
molekiiler iglevlieri hakkindaki bilgi azligi, biyoteknolojinin
kagit endiistrisi icinde yaygin kullanim alani bulmasini &nle-
mektedir (Eriksson, 1985).

Bununla beraber somn yillarda, seliiloz ve ligninin meta-
bolik olarak degigiklige ugratilmasinda ve parcalanmasinda rol
oynayan enzim mekanizmalarinin anlasilmasinda &nemli adimlar
atilmistir (Westermark ve Eriksson, 1974; Higuchi, 1982; Kirk
vd., 1986; Miki vd., 1986}.

Pekgok fungus, odun bilesenleri olan seliiloz, hemiseliiloz
ve lignini parcgalayabilen hiicredigsi enzimler salgilarlar. Siiphe-
siz biyolojik siirecte en kullanilisli olani, lignin dahil biitiin
hiicre bilegenlerini parcalayan ve Basidiomycetes sinifina dahil
olan beyaz cliriikgiil funguslardir (Eriksson ve Vallender, 1981).

Kagit hamuru iliretiminde beyaz c¢iiriikgiil funguslarin kul-
lanilabilmesi icin aragstirmalar silirdiiriilmektedir. Bazi aragti-

ricilar tarafindan yapilan caligmalarda Basidiomycet'ler ile




muamele edilmis kiymiklarin rafine edilmesinde daha az enerjiye
ihtiya¢ duyuldugu ortaya konmustur (Pilon vd., 1982). Ayrica
bazi arastiricilar kagidin direng ve parlaklifini artirmak igin
kimyasal kagit hamurlarini mayalar ve funguslar ile muamele et-
mektedirler (Pilon vd., 1982).

Calismamizda son yillarda lignolitik Gzellikleri genis
bir sekilde ortaya konan bazi beyaz ciiriikgiil funguslar (Pleurotus
florida, Pleurolus ostreatus ve Pleurotus sajor-caju) kullanil-
mistir. Bu funguslardan P. florida ve P. sajor-caju'nun lignose-
liilozlu (¢cam odunu) besi ortamlarinda iiretilmesi halinde ligno-
litik 6zelliklerinin arastirilmasi ve herbir beyaz ciiriik¢giil fun-
gus icin ligninin uzaklastirilmasi ydniinden optimum fizyolojik
kosullarin saptanmasi amaglanmistir.

Ayrica P. florida, P. ostreatus ve P. sajor-caju'nun,
indulin AT (lignin) iceren besiyerlerinde giinlere bagli feno-

loksidaz aktivitelerindeki defisimler incelenmistir.

1.2. Lignoseliiloz'un Kimyasi ve Biyolojik Parcalanmas1

1.2.1., Bitki Hiicre Duvari Yapisi

Bitkilerin hiicre duvarinda {ic nemli bilegsen bulunmaktadair.
Bunlar; seliiloz, hemiseliiloz ve lignin olup duvarin yvapisinda
4:3:3 oraninda yer almaktadirlar (Fross vd., 1980).

Afaclarin ve diger yiliksek yapili bitkilerin hiicre duva-
rinin temel yapisal bileseni olan seliiloz, p-(1-4)- glikozid
baglari ile bagli; B-D-glukopiranoz birimlerinin lineer bir
polimeridir (Wilson ve Hamilton, 1986). Bircok odun tiiriinde
kuru agirligin yaklasik 7Z40-45'i seliilozdur. Bunun biiylik bir
kismi sekonder hiicre duvarinda yer almaktadar.

Pamuk liflerinde Z90 oraninda seliiloz bulunmaktadir (Cowling ve




Brown, 1969). Uzun diiz zincirli bir yapiya sahip oldufu géste-
rilen bu bilegsikte, bazi diizensiz dallanmalarin da meydana gel-
digi ileri siiriilmigtiir (Gok, 1985).

Hemiseliiloz molekiilleri de seliiloz gibi, polisakkarittir.
Fakat, bunlarin seliilozdan bircok farklari vardir (Wilson ve
Hamilton , 1986). Hemiseliiloz 5 temel sekerden meydana gelir.
Bunlar, 3 heksoz (glukoz, mannoz, galaktoz) ve 2 pentoz (ksiloz,
arabinoz) sekeridir (Haun, 1970). Hemiseliilozda ayrica uronik
asit de yer almaktadir (Wilson ve Hamilton, 1986). Calismalarda
cam trgkeidlerinin hemiseliiloz dagilimi saptanmigtir. Buna gére
hiicre duvarinin orta lamelindeki karbohidrat materyalinin yakla-
sik %Z67'sini hemiseliiloz olusturmaktadir. Sekonder tabakanin dis
kismi (Sy) orta kisma (Sp) gdre hemiseliilozca daha zengindir. S
duvarinda yer alan hemiseliiloz toplam karbohidrat materyalinin
yaklasik Z37'sini icermektédir. Hemiseliiloz seliilozdan daha ki-
sa zincirlidir ve Snemli bir 6zelligi ise, kolaylikla hidroliz
edilmesidir (Haun, 1970).

Lignin molekiilii fenilpropan birimlerinden olusan bir
aromatik polimerdir. Fenilpropan monomerlerinin aromatik halka-
larinda yer alan gruplar lignin tipini vermektedir (Sekil 1.1)

(Evans, 1987).
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Sekil 1.1. Lignin molekiiliinlin fenilpropan birimleri (Evans, 1987).




Freudenberg'e (1965) gére lignin molekiilleri p-koumaril, koni-
feril ve sinapil alkoller gibi p-hidroksisinamil alkollerin
dehidrogenasyon polimeridir. Gymnosperm lignini koniferil al-
kollerden olusurken Angiosperm lignini, koniferil ve sinapil

alkol karisimlarindan olugsur. p-Hidroksisinamil alkoller; perok-
sidaz varliginda radikal baglama ve cesitli nukleofilik reaksi-
yonlar sonucu fenilpropan monomerleri arasinda B-B', B-5', B-0-4',
5-5' ve 3-0-4"' baglari olusmasi ile polimerize olurlar (Sekil

Yeod) =
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Sekil 1.2- Lligninin kimyasal yapisi (Bellamy, 1974).

Lignin yofunlufu orta lamelde yiiksekken sekonder duvarda
diigiktiir. Evrim slirecinde bitkilerin desteklik ve dayaniklilik
kazanmasi ic¢in duvar yapisinda biriken lignin, seliiloz ve hemi-
seliilozla baglantili olup ayni zamanda mikroorganizmalar tara-
findan bozunmaya kargi bitkileri koruyucu gérev de yapmaktadair

(G6k, 1985).




Lignin molekiilii bitki hiicre duvarinda, seliiloz ve hemi-
seliiloza bagli oldugu ig¢in, lignini kimyasal olarak degismeden
izole etﬁek zordur. Lignin, izole edilme y&ntemine gdre; Klason
lignini, Kraft lignini, Milled Wood lignini (&6giitiilmiis odun lig-
nini) ve Braun's Native lignini olarak adlandirmalar yapilmakta-
dir (Gék, 1985).

Klason lignin metodu %72'lik siilfiirik asitle 20°C'da veya
Z3'1iik asitle 100°C'da polisakkaritlerin uzaklastirimini igcer-
mektedir. Bu metod konifer odunundaki lignin miktari icin dogru

sonugclar vermektedir (Sarkanen, 1970).

1.2.2. Lignoseliilozlu Materyalin Biyolojik Parcalanmasi

Lignin molekiilliniin biyolojik parcalanmasi ilizerine bircok aras-
tirma yapilmasina karsin, bazi funguslar disinda, mikroorganiz-
malarin lignin molekiiliini parcalayabilme yetenekleri tam olarak
aciklanmamistir. Ayrica bu siiregte rol oynayan mekanizmalar,
yani ligninin biyolojik parcalanmasinda rol oynayan mekanizma-
lar, tam anlami1 ile ortaya konulamamistir. Bu alandaki calig-
malar ve arastirmalar siirekli olarak artmaktadir.

Bazi arastiricilara gdre lignin cesitli kimyasal metod-
larla pargalanmaktadir. Ligninin kimyasal siireglerle parcalan-
masl1 cok pahali olup, kimyasal islemler sonucu olugsan defisik-
lige ugratilmis lignin ticari acidan diigiik degerlidir. Bu ne-
denle daha kullaniligli lignin uzaklagstirma ybntemleri gelig-
tirmek ic¢in, biyolojik-lignin parcalayici sistemler iizerinde
calisilmaktadir (Rosenberg, 1980). Lignoseliilozlu kalintilarain
biyolojik siirecle kullanilabilir kimyasallara cevrildigi acik-

lanmistir (Arora ve Sandhu, 1985).




Lignin anearobik olarak parcalanamaz (Kirk ve Farell,
1987). Bazi fungus, Actinomycetes ve bakterilerin lignini parca-
layabildikleri bilinmektedir (Kirk ve Highley, 1973; Hiroi ve
Eriksson, 1976; Daniel vd., 1987; Ginterova ve Lazarova, 1987;
Njoku ve Antai, 1987).

Streptomycetes tiirlerinden ikisinin kullanildigi bir
calismada, lignin molekiiliiniin yiiksek oranda parcalanabildigi
ve lignoseliilozlu maddenin protein iceriginin arttig: gbsteril-
mistir (Njoku ve Antai, 1987). Yapilan bazi calismalarda radyo-
aktif isaretlid®C)-koniferil alkol dehidropolimerinin Noccardia
ile 15 giinliik inkiibasyonu sirasinda yaklasik Z4'iiniin 14C02 ola-
rak ortaya c¢iktigi belirtilmistir (Forney ve Reddy, 1980).

Funguslar odun ¢iliriimesine farkli sekilde neden olmakta
ve bunlar yumusak ciiriikgiil, kahverengi c¢iiriikgiil veya beyaz c¢ii-
riik¢iil olarak adlandirilmaktadir (Eriksson ve Vallandler, 1981).

Yumusak ciiriik¢iil funguslar Ascomycetes ve Fungi Imper-
fecti sinifina dahildirler (Eriksson ve Vallander, 1981; Higuchi,
1982%2; Evans, 1987). Buﬁlar tarafindan olusturulan cliriimede esas
olarak odun polisakkaritleri parcalanmakta yani lignin parcalan-
masl polisakkarit parcalanmasinin gerisinde kalmaktadir (Eriksson
ve Vallander, 1981; Higuchi, 1982; Kirk, 1984).

Odun dokusunda ortaya ¢ikan kahverengi ciiriime ve beyaz
cliriime esas olarak Basidiomycetes sinifina giren funguslar tara-
findan olusturulmaktadir. Kahverengi ciiriikciil funguslar odundaki
seliiloz ve hemiseliilozu parcalarken, lignini sinirli olarak par-
calarlar (Kirk ve Adler, 1970; Pilon vd., 1982; Kirk, 1984).
Kahverengi c¢iiriikciil funguslar ve beyaz ciiriik¢ciil funguslar tak-
sonomik olarak cok yakin olmalarina karsin, her iki grubun lig-

nin ve seliiloz iizerindeki etkileri farklidir. Muhtemelen her iki




grup da lignini ayni reaksiyonlar ile yikmakta fakat kahverengi
cliriikgiil funguslarda bazi reaksiyonlarin durdurulmasi sonucu
lignin parcalanmamaktadar (Kirk, 1984).

Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz c¢iiriikcil fun-
guslar bitki hiicre duvarinin, seliiloz, hemiseliiloz ve lignin
dahil biitiin bilesenlerini parcalamaktadir (Higuchi, 1982; Pilon
vd., 1982; Evans, 1987; Kirk ve Farell, 1987). Beyaz ciiriikciil
funguslar tarafindan lignin parcalanmasi aerobik sartlarda mey-
dana gelmekte ve oksidatif bir siirecte olugmaktadir (Gék, 1985).
Lignin molekiilii, mineralizasyon sirasinda aromatik halka kiril-
mas1 dahil, cesitli oksidatif degisiklikler gecirmektedir (Kirk
ve Farell, 1987).

Beyaz g¢iliriik¢giil bir fungus olan Phanerochaete chrysosporiud
un lignini parcalayici etkisi genis olarak galisilmistair (Kirk vd.,
1976; Ander vd., 1981; Johsroud ve Eriksson, 1985; Kirk vd.,1986).
Arastirmalar beyaz cliriikgiil funguslarin birgogunun, kisitli azot
iceren ortamlarda, lignini daha fazla parcaladifini gdstermistir
(Keyser vd., 1978). Phanerochaete chrysosporium ile sentetik
1&C-Iigninin 1Z'C()z'e parcalanmasi sirasinda, besi yerine selii-
loz veya glukozun eklenmesinin gerekli oldugu ileri siiriilmiigtir
(Kirk vd., 1978). Bazi arastiricilarin lignin parcalanmasini ar-
tirmak i¢cin yaptiklari calismalara gére, seliiloz ortaminda geli-
sen P. chrysosporium kiiltiiriine glukoz eklenmesi sonucu, seliiloz
parcalama aktivitesinin baskilandigi belirtilmektedir (Eriksson,
1985).

Lignin tek basina funguslarin {ireme ortami olarak kulla-
nilamaz ve lignolitik sistemin sentezi {izerine de herhangi bir

etkisi yoktur. Fungusda sekonder metabolizmanin bir b&limii ola-

rak gdriilen lignolitik sistem, sinirli azot iceren ortamda ve




glukoz ya da seliiloz varliginda faaliyete gecmektedir (Formey vd.,
1982; Higuchi, 1982). Beyaz ¢iiriikgiil funguslarin lignini pargala-
yabilmek ic¢in, polisakkaritlere ve diisiik molekiillii sekerlere ihti-
yac duyduklari belirtilmektedir. Seker molekiiliiniin, hiicre biiyiime-
sinde, metabolizma icin gerekli olan hidrojen peroksitin olustu-
rulmasinda gerekli oldugu bilinmektedir (Eriksson, 1985). Oksijen
konsantrasyonunun da ligninin parcalanma hizini etkiledigi gdste-
rilmistir (Higuchi, 1982).

Geligtirilen radyoaktif isaretli preparatlarin (lac-lignin)
ligninin parcalanmasi calismalarinda kullanilmaya baglanmasi, bu
alanda hizla bilgi artisini saplamistir. Sentetik ve dogal lignin-
lerle vapilan calismalar, sentetik ligninlerin dogal ligninlerle
ayni yapisal alt birimleri icerdigini g&stermektedir. Bu nedenle
sentetik ligninlerin, parcalanma caligmalarinda, uygun bir poli-
mer olarak kullanilabilecegi bildirilmistir (Kirk vd., 1975).
Alkali siiregte kagit hamuru eldesi sirasinda olugsan Kraft ligni-
ni (IAC-lignin) parcalanmasi lizerine yapilan caligmada, kraft
lignininin ilk 100-200 saatlik inkiibasyon siiresinde daha hizla
parcalanmasina raZmen, gercekte dogal lignine gdre mikrobiyolo-
jik bozunmaya daha direncli oldugu ve kraft lignininin, diigiik
molekiil agirliklas kisimlarinin yiliksek molekiil agirlikli kisim-
larina gdre daha hizli parcalandif:i ortaya konmugtur (Crawford
vd., 1977).

Kompleks bir sromatik molekiil olan ligninin nasil parca-
lanabildigi, 2 teori ile aciklanmaya g¢alisilmigtir.

1) Ligninin parcalanmasi mikrobik enzimler araciligi ile
olmaktadair.

2) Lignin parcalanmasinda hidroksi radikaller (.0OH), su-

peroksit anyonu (024), tekil (singlet) oksijen (102) ve hidrojen
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peroksit (H202) gibi aktif oksijen tiirleri rol almaktadir (Crawford
ve Crawford, 1984).

Son zamanlarda ligninin parcalanmasinda rol oynadiklara
diigliiniilen ¢egitli enzimler saptanmigtir. Ligninaz, fenoloksidaz
ve Mangan peroksidaz enzimleri bunlar arasindadar.

Fencloksidazlar ligninin tamami ile parcalanmasini sagla-
yan enzim kompleksinin bir parcasidir (Westermark ve Eriksson,
1974). Ander ve Eriksson (1976) ligninin parcalanmasi icin feno-
loksidaz aktivitesinin gerekli olup olmadigini kargsilagtirdiklara
calismada, fenoloksidaz eksiklii olan mutantlarin kraft lignini
ve odun ligninini parcalamadigini, oysa ortama yiksek derecede
saflastirilmis lakkaz ilavesi ile lignin parcalanmasinin saflan-
digini saptamislar ve beyaz c¢liriik¢giil funguslarin lignin parcalama
yeteneginin hiicredisi enzim olan femloksidazlarin iliretilmesi ile
ilgili olduBunu agiklamiglardar.

Lignini parcalayan beyaz ciiriik¢iil funguslarin fenoloksi-
daz aktivitesi bakimindan pozitif reaksiyon verdigi belirtilmek-
tedir. Bir kisim arastiricilara gdre fenoloksidazlar lignin
oksidasyonu ve parcalanmasini saflamaktadir. Fakat bu enzimin
esas g8revi lignin ve lignin yikim iliriinlerinin polimerizasyonu-
dur. Yine bazi arastiricilarin yaptiklari caligmalarda fenolok-
sidazlarin lignin fenollerinden metil grubu uzaklastirimina
neden oldufu bildirilmistir (Ander ve Eriksson, 1976). Polyporus
sanguineus 'dan izole edilen lakkazin lignin benzeri aromatik
bilesiklerin demetilasyonunu ve oksidasyonunu sagladigi belir-
tilmektedir (Sandhu ve Arora, 1985).

Parcalanmada gbrevli bir baska enzim ise sellobioz:
kinon oksidorediiktaz (COR) (sellobioz dehidrogenaz)dir. Bu en-

zim lakkaz vasitasi ile olusan kinonlarin indirgenmesinden
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sorumlu olup, polimerik ligninin yeniden sentezini dnlemekte-
dir (Westermark ve Eriksson, 1974).

Tien ve Kirk (1984) P. chrysosporium kiiltiirlerinden
lignin modelleri ile polimerik lignini parcalayabilen ve lig-
nin peroksidaz (ligninaz) olarak tanimlanan bir protein izole
ettiklerini ve bu enzimin aromatik halka kirilmasi, fenol ok-
sidasyonu ve metil grubu uzaklastirim fonksiyonlarina sahip
oldugunu bildirmislerdir. Lignini parcalayabilen Mangan perok-
sidaz enziminin P. chrysosporium kiiltiirlerinden izole ve karak-
terize edildigi belirtilmektedir (Evans, 1987; Kirk ve Farell,
1987). Faison ve Kirk'e (1985) gbre P. chrysosporium kiiltiirle-
rine veratril alkol eklenmesi, ligninaz iliretimini artirmaktadair.

Son yillarda yapilan galigmalara gére, hidrojen peroksit
{iretim aktivitesi ile lignolitik aktivite arasinda bir iliski
olup, hidrojen peroksitten olusan hidroksi radikallerin, lignin
yapisinin parcalanmasinda rolii vardir (Forney vd., 1982). Ancak,
yapilan bu calismalar sonucu elde edilen bilgilere ragmen, bugiin
icin parcalanma mekanizmasinin bic¢imi ve bu mekanizmada gdrevli
olan enzimlerin tamami tam olarak saptanamamis olup, aragstirma-

lar yogun bir bigcimde siirdiiriilmektedir.
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2. YONTEM VE GERECLER

2.1. Caligsmalarda Kullanilan Lignoseliilozlu Materyalin Hazirla-

nisi1 ve Kimyasal Analiz

Caligmalarda lignoseliiloz kaynagi olarak ¢am (Pinus nigra) odun
kiymiklari kullanilmistir. Kullanilan cam odunlara Malatya Sa-
nayi bélgesinden temin edilmistir. Cam odunlarindan &nce kiymik
talag:r hazirlanmis, daha sonrada bu talaglar &§giitiilerek ince
toz haline getirilmis ve 0.150 mm'lik eleklerden elenmistir.

2.1.1. Lignoseliilozlu Orneklerden Lignin ve Seliiloz Miktarinin

O1cimii
Toplam seker ve lignin miktari Rosenberg'in (1980) &nerdigi
yonteme gdre hesaplanmigstir. Bunun icin 200 mg kurutulmus toz
halindeki materyal, 5 ml %Z72'lik HyS0, ile 3 saat hidroliz
edilmis ve daha sonra, distile su ile toplam hacim 50 ml'ye
tamamlanmigtir. Bu &rnekler 1 gece bekletildikten sonra daha
nce darasi alinmis filtre kagitlarindan (Sand S, 5893, mavi
bant, 110 mm cap) siiziilmiistiir. Uygun bicimde seyreltilen sii-
ziintiintin 1 ml'sine Z72'1ik HyS0, icinde hazirlanan antron reak-
tifinden 5 ml eklenerek galkalayicida (Nuvemix) hizla karigti-
rilmigtir. Bu karisim 12 dakika kaynar su banyosunda tutulmus
ve sofutulduktan sonra olusan renk, 620'nm dalga boyunda, ko-
lorimetrede (Bousch Lomb, spectronic 200) su ile hazirlanmis
kore kargi okunmustur. Bulunan absorbans deferleri glukoz ile
cizilmis standart efriden hesaplanmis ve 7 toplam seker o=
koz cinsinden ifade edilmigtir.

Ayrica seliiloz ile cizilen standart grafikten % seliiloz
bulunmustur. Standart seliiloz grafiginin c¢izimi ic¢in, Unyayar

(1988) tarafindan kismen defistirilen, Updegraff'in (1969)
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onerdigi yontem kullanilmigstir. Bu amacla 6 saat 105°C da ku-
rutulmus ve desikatdrde sogutulmus stok seliilozdan 50 mg alin-
mis ve 10 ml %Z72'lik HySO04'de hidroliz edilmigtir. Daha sonra
toplam hacim distile su ile 570 ml'ye tamamlanmistir. Bu se-
kilde hazirlanan c¢8zelti 100 Pg/ml seliiloz icermektedir. Bu
drneklere 5 ml antron reaktifi eklenmis ve seliiloz standart
grafigi elde edilmistir. Absorbans deferleri standart egriden
hesaplanmigtair. Bu absorbanslardan yararlanilarak seliiloz 7
degerleri hesaplanmigtar.

Lignin miktarini 8l¢mek icin filtre kapgidi iizerindeki
kalint: kullanilmistar. Bu kalinti, filtrat pH'si 50 olana
kadar distile su ile yikanmis ve bir gece 65°C'11k firinda
kurutulmustur. Daha sonra agirliklari tesbit edilmistir. Filt-
re kagidi ve 8rnekler, darasi alinmigs krozelere konmus ve bir
gece 550°C"'de kiil firininda (Niive MF 100) birakilmigtir. Daha
sonra firindan cikarilan &rneklerin kiil miktari ve filtre ka-
gidinin kiil miktari hesaplanmigs ve bunlardan yararlanilarak
lignin miktari saptanmistar.

2.2. Calismalarda Kullanilan Mikroorganizmalar

Calismalarda Basidiomycetes sinifina giren beyaz ciiriikgiil fun-
guslar kullanilmistir. Bunlardan Pleurotus sajor-caju ve Pleu-
rotus florida Hacettepe Universitesi Biyoloji B&liimlinden temin
edilmistir. Pleurotus ostreatus ise Isiloglu tarafindan Malat-
ya bdlgesinden izole edilip, laboratuvarimizda kiiltiire alinmig-
£AT
Bu mikroorganizmalar sabouraud dextroseagar (Difco)
efgik besiyeri tiiplerinde 30°C'de 5 veya 6 giin inkiibe edildik-

ten sonra calismalarda kullanilmak iizere $+4°c'de saklanmistar.




2.3, Fermentasyon Besiyerlerine Ekim ve Uretim

Calismalarda kullanilan besiyerleri, Formey ve Reddy (1980)

ve Kirk'iin (1981) 6nerdikleri besiyerlerinde bazi degisiklik-
ler yapilarak hazirlanmigtair. Besiyeri gr/lt'de; 0.2 K2HPO4;
0.1 CaCly . 2H,0; 0.05 MgSO,.7Hp0; 0.5 (NH,)H,PO4.,0.1 Malt
ziitii (Sigma) icermektedir. Besiyerlerinde karbon kaynagi ola-
rak degisik miktarlarda glikoz ve cam odunu kullanilmigtar.
Erlenmayer siselerine konulan besiyerlerinin pH'si, 0.1 NHCI1
ve 0.1 N NaOH ile ayarlanmistir. Bu sekilde hazirlanan besi-
yverleri otoklavda 120°C, 15 dakikada ve 1 atmosfer basing al-
tinda steril edilmisgtir.

Hazirlanan steril besiyerlerine ekim miselyum siispansi-
yonu seklinde yapilmistir. Bu teknikte efik agarli stok besi-
yerlerinde {iretilen funguslar 10 ml serum fizyolojik ile karis-
tirilarak misel kitlesi kaldirilmis ve iyice homojenize edilerek
misel siispansiyonu hazirlanmistir. Daha sonra besiyerlerine 1 ml
misel siispansiyonu/20 ml besiyeri olacak sekilde ekim yapilmis-
< G o

Organizmalarin iliretiminde yari-kati iiretim teknigi kulla-
nilmigtir. Yari-kati iiretimde; yukarida anlatilan sekilde hazir-
lanmis kiiltiirler statik (duragan) sekilde 20 giin inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon siiresince besiyerlerinin buharlagma-
sin1 onlemek icin inkiibatdér icindeki bagil nem, 7Z70-80 olarak
tutulmustur.

2.4. Kiiltiirlerde Fenoloksidaz Aktivitelerinin Olgiilmesi

Funguslarinlignolitik etkinliginde &6nemli bir roli oldugu ileri
siiriilen fenoloksidaz aktiviteleri Pleurotus cinsine giren fun-
guslarda yari-kati iliretim siiresince incelenmigtir. Pleurotus

sajor-caju, Pleurotus florida ve Fleurotus ostreatus tiirlerinin
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kullanildigi calismada inkiibasyon siiresine bagli olarak fenolok-
sidaz aktivitelerindeki degisimler incelenmigtir. Calismalarda
fenoloksidaz aktiviteleri lakkaz ve peroksidaz aktivitelerinin
6lcilmesi ile saptanmistir (Westermark ve Eriksson, 1974; Ander
ve Eriksson, 1976; Hiroi ve Eriksson, 1976; G&k, 1985).

Lakkaz (0y: p-difenol oksido-rediiktaz, E.C.1. 10.32) ak-
tivitesi Olciimiinde guaiakol (Sigma) substrat olarak kullanilmis
ve bunun oksidasyonu sonucu ortaya ¢ikan kinonlara bapli olarak
olusan renk 465'nm dalga boyunda kolorimetrede okunmustur. Bu-
lunan absorbans degerleriyle bagil lakkaz aktivitesi hesaplan-
migtir. Lakkaz aktivitesi &lgiliminde, reaksiyon karisimi sodyum
fosfat tamponu (0.1 M, pH 6.0) ile 5 ml'de 10 mikro mol. guaiakol
¢bzeltisi eklenerek karisim 30°C'de 60 dakika inkiibe edilmistir.
Bagil lakkaz aktivitesi inkiibasyon karisiminin optik yogunlugun-
da 0.01 birim artisa neden olan enzim miktari olarak tanimlanmig-

tir.

Peroksidaz (verici H202: oksidorediiktaz, E.C.1.11.1.7)
aktivitesi, lakkaz aktivitesi tayinine benzer yontemle &lgiilmiig-
tiir. Ancak bu y&ntemden farkli olarak reaksiyon karisimi 1.5 Pl
H202 icerecek sekilde hazirlanmigtar. Bagi1il peroksidaz aktivite-

si inkiibasyon karisiminin optik yogunluBunda 0.01 birim artisa

neden olan enzim miktari olarak tanimlanmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Lignoseliilozlu 6rnegin Kimyasal Bilesimi

Yiiriitiilen calismalarda kullanilan lignoseliilozlu drnekte lignin,
seliiloz ve toplam seker miktarinin tayini, bu &rneklerin % cin-
sinden kimyasal igcerifini saptamak amaci ile yapilmis; elde edi-
len deerler calismalar siiresince lignoseliilozlu 8rnegin kimya-
sal bilegimindeki defisiklikleri aragtirmak ve ortaya koymak
icin kullanilmistir. Incelenen lignoseliilozlu &rnegin lignin
(%), seliiloz (Z) ve toplam seker (7Z) yOniinden kimyasal bilegimi
tablo 3.1'de gosterilmigstir. Bu sonucglara gdre Gymnosperm odun
brnegi olarak kullanilan ¢am odununun lignin icerigi 730, selii-

loz icerigi 7Z47.5 olarak saptanmistir.

Tablo 3.1. Lignoseliilozlu &rnekte 7% lignin, 7 seliiloz ve Zitoplam

seker miktarlarz.

Lignoseliilozlu

Ornek Lignin (Z) Seliiloz (Z) Toplam Seker (7)

Kara Cam (Pinus nigra) 30:0 47 .5 60.0

3.2. Pleurotus Cinsi Funguslarin Optimum Fizyolojik Kosullarinmin

Saptanmas1.

Calismamizda kullanilan P.sajor-caju ve P. florida'nin inkiibas-
yon siiresi 20 giin olarak saptandiktan sonra, lignin parcalanma-
sinin en fazla hangi pH degerinde gerceklegtigini bulmak icin
kurulan bu calismada, P. sajor-caju'nun pH 4.5'de Z19 lignin
kaybina neden oldufu saptanirken, ayni pH deferinde seliiloz

kayb1 %Z24.7 olarak bulunmustur. Bu pH'nin altindaki ve iizerin-




deki pH degerlerinde, lignin kaybi daha az gézlendiginden, P.
sajor-caju ig¢in en uygun pH 4.5 olarak ele alinmistair (Sekil
3.1). P. florida ile yiiriitiilen calismada ise en yiiksek lignin
kaybi pH 4.5'de 7%Z14.6 olarak gerceklesirken, ayni pH degerinde
seliiloz kaybi 720 olarak saptanmigstir (Sekil 3.2). Bu iiretim
kosullarinda sicaklik 30°C olarak ele alinmigtar (Gok, 1985;
Unyayar, 1988). Her iki fungus icin uygun pH'nin 4.5 oldugu
saptanmis ve daha sonraki calismalarda bu degfer ortam pH's:

olarak kullanilmigtair.
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Sekil 3.1. Degisik pH'larda iliretilen P. sajor-caju'nun cam
odununda neden oldu#u lignin ve seliiloz kaybi.

(x-x) lignin kaybi (¢-0) seliiloz kayba.
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Sekil 3.2. Depisik pH'larda liretilen P. florida'nin cam odunun-

da neden oldugu lignin ve seliiloz kaybi,

(x-x) ligpin kaybi (o-0) seliiloz kaybu.

Farkli pH'larin P. sajor-caju ve P. florida'nin iiremesine
ve buna bagli olarak lignin kaybina olan etkisinin incelendigi

calismanin sonuclari sekil 3.3. ve 3.4'de verilmigtir.
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Besiyeri pH'sinin P. sajor-caju'nun iiremesine ve
cam odununda lignin kaybina etkisi.

(x-x) lignin kaybi (o-o0) iireme.

'r'S.O

—_

el

Ureme (kuru adirlik mg/ml)




30 - 4.5
/0 o)
E
20 3.0 &
E
a T
~ %
: /x\ :
- X <
- X [
[ =4
S 104 / 1.5 E
T T T I I
3.5 4 4.5 5 5.5

pH

Sekil 3.4. Besiyeri pH'sinin P. florida'nin iliremesine ve ¢am

odununda lignin kaybina etkisi.

(x-x) lignin (o0-o0) ilireme.

Daha sonra kurulan inkiibasyon kosullarinda en uygun

sicaklik araliginin bulunmasa amaclanmis ve sicakliga bagl:

lignin ve seliiloz kaybi saptanmigtar.

P. sajor-caju icin lignin kaybi y&niinden uygun sicak-

lik araliga 30°C olarak bulunmus ve ayni sicaklik araliginin

P. florida icin de gecerli oldufu saptanmistair (Sekil 3.5 ve

3.6).
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Sekil 3.5. Degisik sicakliklarda iiretilen P. sajor-caju'nun
cam odununda neden oldufu lignin ve seliiloz
kaybaz.

(x-x) lignin (o-o0) seliiloz.
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Sekil 3.6. Degisik sicakliklarda iliretilen P. florida'nin cam
odununda neden oldugu lignin veseliiloz kayb1.

(x-x) lignin (o-o0) seliiloz.

Sekil 3.7 ve 3.8'de gbsterilen grafiklerde ise sicakli-
gin kullanilan funguslarin iliremesi {izerine etkisi ve buna kargi-
l1k gelen lignin kaybi godsterilmis ve P. sajor-caju ile P. flo-
rida'nin sicakliga bagli biyokitle defigimleri saptanmigtar.

P. sajor-caju'nun 30°C daki kuru misel agirligi 4.6 mg/ml olarak

saptanirken ayni kosullarda iiretilmis olan P. florida'nin kuru

misel agirlaigi 4.5 mg/ml olarak saptanmigtair.
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Sekil 3.7. Besiyeri sicaklifinin P. sajor-caju nun liremesine ve
cam odununda lignin kaybaina etkisi.

(x-x%x) lignin (o-o0) {ireme.
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§ekil 3.8. Besiyeri sicakliginin P. florida'nin liremesine ve
¢am odununda lignin kaybina etkisi.

(x-x) lignin (o-o0) iireme.
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3.3. Beyaz Ciiriikgiil Funguslarin Cam Odununda Uygulanmasi Sonu-

cunda Lignoseliilozlu Ornekteki Lignin (Z) ve Seliiloz (Z)

Kayiplara.

Beyaz c¢iiriik¢iil funguslardan P. sajor-caju ve P. florida ile
yvapilan iliretim calismalarinda calkalamali sise liretimi ve sta-
tik (yari-kati) iiretim teknikleri denenmistir. Uretim siirecinde
daha iyl sonug¢ veren yari-kat:i iiretim teknigfi kullanilmigtar.
Caligsmalarda kullanilan beyaz ciliriik¢giil funguslarin, yari-kata
besiyerinde iiretildikten 4-5 giin sonra, odun kiymiklari ilizerin-
de misel kitlesi olusturduklari gotzlenmistir. Inklibasyondan 20
giin sonra fungus misellerinin odun yiizeylerini tamami ile &8rt-
tiikleri g&zlenmis ve odunun kimyasal analizinin yapilmasi icin
kiiltiirler inkiibatdrden alinmistir (Sekil 3.9). Daha sonra besi
yerlerinden kiymiklar alinmis ve basingli su altinda funguslar-
dan temizlenmistir. Temizlenmis olan kiymiklar, bélim 2.1.1'de
belirtildigi gibi bir gece kurutulduktan sonra kimyasal analiz-
leri yapilmistar.

Yari-kati ortam ve statik sise fermentasyonu ile liretilen
funguslarin ¢am odununda neden olduklari lignin ve seliiloz ka-

yiplari tablo 3.2'de verilmigtir.




Sakil 3.9, Cam
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3.4. Funguslarda Fenoloksidaz (Lakkaz ve PEESEiiQﬁLl“ﬁﬂ“tFZiUJP

Giinlere Bagla Degisimi.

Beyaz cgiiriik¢iil funguslarin P. sajor-caju, P. florida ve P. ost-
reatus tirleri ile yapilan bu caligmada 24 giinlik inkiibasyon
siitresinde femoloksidaz sentezi incelenmistir. Caligmalarda fenol-
oksidaz aktiviteleri, bagil lakkaz ve peroksidaz cinsinden,
70.005 Indulin AT iceren ortamlarda blim 2.4"de anlatilan se-
kilde 8lciilmiistiir. Bu aktivitelerin dlciliminde kullanilacak in-
kiilbasyon siiresini saptamak amaci ile yapilan calismalar sonucun-
da, her iki enzimin de inkiibasyonun 20. giininiin 60. dakikasinda
en yiiksek absorbans degerini verdigi ve daha sonraki siirelerde
absorbans deferinde artisg olmadig1l saptanmigtClr (Sekil 3.10 ve
3.11). Elde edilen bu inkiibasyon siireleri esas alinarak bagil

lakkaz ve peroksidaz aktiviteleri 6lciilmiigtiir.
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Sekil 3.10. Lakkaz aktivitesi sonucu inkiibasyon siiresine gore

8lciilen absorbans degerindeki degisim.
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Sekil 3.11. Peroksidaz aktivitesi sonucu inkiibasyon siiresine

gore 6lciilen absorbans degerindeki degfisim.

P. sajor-caju'nun, Indulin AT iceren ortamlarda, en
yiksek bagil aktiviteyi 12, giinde verdigi saptanmistir. Bu
fungusun 12. giinde bagil lakkaz aktivitesi 1.2 olarak sapta-
nirken, bagil peroksidaz aktivitesi 0.9 olarak bulunmustur.
Inkiibasyon siiresinin sonunda (24. giin) ise her iki enzim ak-
tivitesinin biiylik oranda azaldigi saptanmigtir (Sekil 3.12).
Yine P. flarida'nin kullanildigr calismalarda bagil lakkaz ve
peroksidaz aktivitesinin 12. giinde en yiiksek absorbans degerini
verdigi ve bunun {lizerindeki inkiibasyon siirelerinde enzim akti-
vitesi acisindan 1.4 deferini gdsterirken bafil peroksidaz ak-

tivitesi de 1.0 deferini vermistir (§ekil 3.13). Beyaz c¢iiriikgil




funguslardan P. ostreatus'un kullanildig:r calismada en yiiksek
bagil lakkaz ve peroksidaz aktivitesi, difer 2 tiire gére daha
uzun inkilibasyon siirelerinde saptanmigtir. P. ostreatus en yiiksek
absorbans degerini 20. giinde vermistir. Bu fungusun 20. giinde

bagil lakkaz aktivitesi 2.2 ve bafil peroksidaz aktivitesi de

1.7 degerinde bulunmustur (Sekil 3.14).
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Sekil 3.12. 70.005 indulin AT, 71 glukoz iceren SBM besiyerinde
P. sajor-caju'nun bagil lakkaz ve peroksidaz akti-
vitesinin gilinlere bagli defisimi.

(x-x) lakkaz (o-0) peroksidaz.
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P. florida'nin bagil lakkaz ve peroksidaz
sinin giinlere bagli degisimi.

(x-x) lakkaz (o-o) peroksidaz.
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Sekil 3.14. 7Z0.005 indulin AT, 71 glukoz igcerenm SBM besiyerin-
de P. ostreatus'un bagil lakkaz ve peroksidaz akti-
vitesinin giinlere bagli defisimi.

(x-x) lakkaz (o-o) peroksidaz.

Tablo 3.3 ve 3.4'de funguslarin 25 giinliik liretim siire-
cinde giinlere bagli bagil lakkaz ve peroksidaz aktivitelerin-

deki degisimler karsilagstirmali olarak verilmigtir.




Tablo 3.3 %0.005 indulin AT, Z1 glukoz iceren SBM besiyerlerinde

r.

(

Inkiibasyon

Siiresi

0

4

8

12

16

20

24

(Giin

sajor-caju (A), P. florida (B) ve P. ostreatus'un

C) bagil lakkaz aktivitelerinin giinlere bagli degisimi.

Bagi1l Lakkaz aktivitesi

) A B C
Ui 0.3 0.1
0.5 0.6 0 2
1 S 1.4 Ol
0.3 0.9 1.0
0.3 1.3 2ivid
0.3 12 Lis>

Tablo 3.4.

70.005 Indulin AT, 7%Z1 glukoz iceren SBM besiyerlerin-
de P. sajor-caju Z%ZA), P. florida (B) ve P. ostreatus’
un (C) bagil peroksidaz aktivitelerinin gilinlere bagla

degisimi.

inkiibasyon

Bapil Peroksidaz aktivitesi

Siiresi (Giin A “ = :
0 - - _
4 0.1 0.1 0.03
8 0.2 0.3 0.08
12 0.9 1.0 0.5
16 0.5 0.3 0.6
20 0.3 0.8 1.7
24 0.3 0.4 0.9
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4, TARTISMA

Bu calismada, biyolojik olarak odunun delignifikasyonunun aras-
tirilmas: ve delignifikasyondan sorumlu olduklari diisiiniilen
fenoloksidaz (lakkaz ve peroksidaz) enzimlerinin giinlere bagla
bafi1l aktivitelerindeki degisimlerin saptanmasil amaclanmigtar.
Caligsmanin ilk kisminda lignoseliilozlu drnegin kimyasal icerigi
(7 olarak) saptanmistir. Lignoseliilozlu Srnegin kimyasal bile-
simi tablo 3.1'de verilmistir. Bu degerler genelde literatir
verileri ile benzerlik gostermektedir (Kirk, 1984; Gok, 1985;
Wilson ve Hamilton, 1986; Unyayar, 1988). Calismamizda elde
edilen deferlerle, literatiir degerleri arasindaki bazi fark-
larin kullanilan kimyasal analiz y&ntemlerine, bitki materya-
linin tiiriine ve yasina, yetigtirilme sartlarina ve mevsimsel
faktdrlere bagli olabilecegi kabul edilmigtir (Kirk ve Highley,
1973; Gk, 1985).

Calismamiz boyunca lignolitik etkinlikleri sonucunda lig-
noseliilozlu maddenin delignifikasyonuna neden olduklari ortaya
konan beyaz ciiriikgiil funguslar kullanilmistir (Ander ve Eriksson,
1977; Yang vd., 1980; Johnsrud ve Eriksson, 1985; Mudget ve
Paradis, 1985; Arora ve Sandhu, 1987).

Uygun iiretim teknifinin belirlenmesi amaci ile Pleurotus
cinsine giren funguslar calkalamalil sise ve yari-kati liretim
ortamlarinda denenmigtir. Calkalamal: sise lretimi sairasinda
fungus miselleri calkalama sonucunda odun yilizeyine tutunamamls
ve hif olusturamamistir. Bu yiizden ¢aligma sirasinda yari-kati
liretim teknipi tercih edilmigtir. P. sajor-caju ve P. florida-
nin en uygun fizyolojik kosullari sicaklik ve pH acisindan 30°¢

ve pH: 4.5 olarak saptanmistar (Sekil 3.1, 3.2, 3.3 ve 3.4)




Bu kosullar daha &nce saptanmis olan literatiir verileri ile
uyum icerisindedir (Rosenberg, 1980; Gok, 1985; Unyayar, 1988).

Bitki materyalinin dayanikliligini saglayan lignin molekii-
liintin, bitki dokusundan uzaklastirilmasi sirasinda, odun bileseni
olan seliilozun da parcalandifi calismamizda saptanmistir. Beyaz
cliiriikgiil funguslar ile lignin degradasyonunda seliilozun da hid-
roliz edildigi bazi arastirmalarda bildirilmektedir (Ginterova
ve Lazorova, 1987).

Calismamizin ikinci kisminda fenoloksidaz aktiviteleri
yiksek siklikta caligsilmakta olan beyaz ciiriik¢iil funguslardan
P. sajor-caju, P. florida ve P. ostreatus kullanilmigtir. Bu
blimde indiikleyici ajan olarak 7Z0.005 indulin AT (lignin) ice-
ren SBM besiyerine bu ii¢ fungus inokule edilmis ve kiiltiirler
30°C'de statik olarak inkiibasyona birakilmislardir. Yirmibes
giinliik iretim sirasinda en yiiksek bagil aktivite P. sajor-caju
ve P. florida ig¢in 12. giinde saptanirken ayni kosullarda P.
ostreatus icin 20. giinde saptanmistir. P. ostreatus ve P. sajor-
caju'nun lignolitik aktivitesi cesitli arastiricilar tarafindan
da ortaya konmustur (Ander ve Eriksson, 1976; Arora ve Sandhu,
1987). Bu ii¢ fungus tiiriiniin indulin AT iceren SBM'li besiyerin-
de lakkaz ve peroksidaz sentezlerinde artis gdzlenmesi, difer
aragtiricilarin verileri ile uygunluk gdstermektedir (Arora ve
Sandhu, 1985; Sandhu ve Arora, 1985; Arora ve Sandhu, 1987).
Enzim sentezinin yiksek indulin AT konsantrasyonlarinda inhibe
edildigi bildirilmektedir. Bu indulin AT'nin toksisitesi ile
aciklanabilir (Arora ve Sandhu, 1985).

Calismamizda adigecen funguslarin bagi1l lakkaz ve perok-
sidaz aktivitelerinin yiiksek oldufu saptanmistir. Bu sonuglar,

fenoloksidaz aktivitesi ile lignin degradasyonunun iligkili




oldugunu destekler niteliktedir (Ander ve Eriksson, 1977; Arora
ve Sandhu, 1987). Bu organizmalarda lakkaz ve peroksidaz enzim-
lerinin polimerize edici veya katabolize edici dzelliklerini
yénlendiren bazi diizenleyici sistemlerin bulunmasi gereklidir.
Genellikle, enzim sentezinin diizenlenmesi tepkimenin son iiriind
araciligiyla gerceklegtirilir. Odun hiicre duvarinda lignin deg-
radasyonu seliiloz hidrolizi ile birlikte olmaktadir. Bdylece
seliiloz aktivitesinin son {iriinii olan sellobioz'un glukoza oksi-
dasyonu sirasinda kinonlar fenollere indirgenmekte ve daha

sonra olusan katesol birimleri diger enzim sistemleri (oksige-
naz) araci1ligil ile kullanilmaktadir (Sekil 4.1). iste bu mekaniz-
malarda rol oynayan enzimler lignin katabolizmasinin son iliriinle-
rini diizenlemede anahtar role sahip enzimler olabilirler (Wester-

mark ve Eriksson, 1974; Westermark ve Eriksson, 1974; Evans, 1987).

LIGNIN i
Oyl LAKKAZ H,0, / LIGNIN PEROKSIDAZ
0,1 LAKKAZ FENOLLER GLUKOZ

Sellobioz-
oksidorediktaz

KINONLAR SELLOBIOZ

Sekil 4.1. Lignin degradasyonu ve seliiloz hidrolizi arasindaki

iliski (Evans, 1987).
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Gelismekte olan ilkelerde maliyeti diisiirecek ydntemlerin
teknolojik uygulamada kullanilmasi dnemlidir. Kagit hamuru el-
desi icin Kraft siirecine girecek lignoseliilozik maddeye biyolo-
jik islem uygulandiginda, 7Z10-25 oraninda lignin kaybi olacagin-
dan hem bu siirecte olugan atik lignin miktari azalacak, hemde
bu siirecte kullanilan enerjiden tasarruf edilecektir. Siiphesiz
bu cesit arastirmalarin basarili olabilmesi ve endiistriyel 81-
ceklere uygulanabilmesi, biyodegradasyonun biyokimyasal basa-
maklarinin cok acik bir sekilde ortaya konmasi, iiriiniin yapi ve
6zelliklerinin anlasilmasi ve mikroorganizmalar {izerindeki bil-
gilerin artmasina bagflidar.

Beyaz ciiriikgiil funguslar disindaki mantar ve bakterile-
rin, lignin degradasyon mekanizmalarinin iyice arastirilmasi ve
8zellikle, beyaz cgiiriik¢iil funguslarin enzim sistemlerinin tama-
m1 ile ortaya konmasinin gerekliligi bu gibi calismalarda gdze
carpmaktadir. Artan deliller ligninaz (lignin peroksidaz) enzi-
minin lignin degradasyonu mekanizmasinda anahtar role sahip
oldufunu géstermektedir (Miki vd., 1986). Bu enzimin fizyolojik
ve biyokimyasal acgidan cesitli Gzelliklerinin calisilmasi ge-
rekmektedir.

Daha cok fungus ve daha c¢ok odun tiiriiniin farkli besi-
yerlerinde denenmesi giinden giine 6nem kazanmaktadir. Bu tek-
nigin geligtirilip kagit hamuru liretiminde yapilacak bir bi-
yodelignifikasyon siirecine uygulanmasi, bu siireclerde &nemli
oranda enerji tasarrufunu saglayacafindan ve ayrica kajit ve
kagit hamuru endiistrisinin atik iirliniiniin temizlenmesinde uygu-
lanabilir bir siireg¢c olacagindan, ililke ekonomisine katkida bu-
lunacaktir. Bu konuda yapilacak yeni arastirmalar ve bilgile-

rimizin cogalmasi ve ayrica uygulama alanlarinin saptanip,




ik uygulamaya gecilmesl hem il

rlenmesinin onlenmesl aC1S1n(




OZET

Lignin dogada en bol bulunan aromatik maddelerden birisidir.
Dayanikla yapisi enerjice zengin basit bilegikler olusturmak

ve ekolojik dengeyi korumak amaciyla cesitli mikroorganizma-
larla parcalanmaktadir. Lignoseliiloz materyalinin kagit endiist-
risinde yiliksek verimle kullanilabilmesi icin yapisinda bulunan
ligninin uzaklastirilmasi gereklidir. Bircok arastirici biyo-
kimyasal kagit hamuru iiretimi i¢in ligninin uzaklastirilmasa
izerinde caligsmaktadir.

Calismamizda iki Pleurotus tiiri (Pleurotus sajor-caju
ve Pleurotus florida) cam odunu ile steril sartlarda karisti-
rilmis ve bunlarin lignoseliilozu yikma yetenekleri 20 giinliik
liretim siirecinde incelenmigtir. Sonug¢c olarak, P. sajor caju-
nun 719 lignin uzaklastirimina neden olurken, P. florida'nin
%14.6 lignin uzaklastirimina neden oldugu bulunmustur.

Difer yandan ii¢ ciiriik¢ciil fungusun (Pleurotus sajor-caju,
Pleurotus Florida ve Pleurotus ostreatus) lakkaz ve peroksidaz
sentez yeteneklerini aragtirmak icin karsilastirmali bir calis-
ma yirilitilmistiir. Enzim sentezi indulin AT iceren SBM besiyer-
lerinde ddrt giin aralarla 24 giinliik {iretim siiresince calisilmis~-
tir. P. sajor-caju ve P. florida'da en yiiksek bagil lakkaz ve
peroksidaz aktiviteleri 12. giinde saptanirken, P. ostreatus'da

ise en yiiksek aktivite 20. giinde tesbit edilmistir.




SUMMARY

Lignin is the most abundant aromatik material on the earth.

In spite of its resistive nature, it is decomposed by various
microorganisms to maintain balanced ecological set up and, to
provide emergy-rich simple compounds. Lignin component of
lignocellulosic material shcild be removed for their efficient
utilization in paper industry. Various investigators have been
involved in selective removal of lignin for biochemical pulping.

In the: present study two different Pleurotus strains
(Pleurotus sajor-caju and Pleurotus florida) were grown on pine
wood lignocellulose and their lignocellulose decomposing ability
was studied; consequently, 19%Z delignification in pine wood was
obtaind with P. sajor-caju and 14.6% with P. florida.

On the other hand, a comparative study has been conducted
on three species of whiterot fungi (Pleurotus sajor-caju, Pleurotus
florida and Pleurotus ostreatus) to investigate their abilities
to produce laccase and peroxidase. The pattern of enzyme produc-
tion was studied in the SBM medium, which contains lignin (indulin
AT), during a period 24 days and at four day intervals. The
maximum relative laccase and peroxidase enzyme production were

th

recorded on 12 day for P. sajor-caju and P. florida species

and ZOth day for P. ostreatus.
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