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Onur Sozii

Doktora tezi olarak sundugum “Lakkaz Uretimi Ve Ham Kiiltiir Filtratinin Tekstil
Boyalarinin Renginin ve Toksisitesinin Gideriminde Kullammi” baslikli bu
calismanin, bilimsel ahlak ve geleneklere aykiri diisecek bir yardima bagvurmaksizin
tarafimdan yazildigini ve yararlandigim biitiin kaynaklarin, hem metin i¢inde hemde
kaynakcada yontemine uygun bigimde gosterilenlerden olustugunu belirtir, bunu

onurumla dogrularim.

Nesrin OZMEN
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Tirkiye’nin tekstil iirlinleri imalati bakimindan diinyada énemli bir yeri vardir.
Tekstil endiistrisinde kullanilan bazi boyar maddelerin dogada yikimi1 zor ve uzun zaman
almaktadir. Bu nedenle bu endiistrinin atiksuyu cevresel bakimdan sucul ortamlarda
o6nemli kirlilik sorunlarina yol agmaktadir. Bu sorunlarin ¢ézlimiinde klasik uygulamalara
alternatif olarak one siiriilen biyoteknolojik yaklasimlar giderek daha 6n plana ¢ikmakta,
cevre dostu yontemler gelistirilerek cevresel Kkirleticilerin ortamdan uzaklagtirilmasi
amaclanmaktadir. Bu ¢alisma farkli ortamlar ve siireglerde lakkaz enzimi liretiminin yan1
sira, kullanilan substratlara bagli olarak {iretilecek lakkaz enziminin de
degerlendirilebilmesini amaglamaktadir.

Calismalar temel olarak ii¢ ana baslikta toplanabilir. Oncelikle sucul ortamdan
Astrazon mavi ve Astrazon siyah boyar maddeleri biyosorbsiyonla %75-95 oraninda
uzaklastirilmis ve bu islemde adsorban olarak kullanilan lignoselulozlu substratlar lakkaz
enzimi iiretiminde kullanilmistir. ikinci olarak enzim iiretimi ¢alismalar1 yapilmistir. Bu
amagla fermantasyon ortamina bugday kepegi ve bakir eklenmis, buna bagl olarak hem
kepek eklenen gruplarda hem de bakir eklenen gruplarda lakkaz aktivitesi arastirilmistir.
Ayrica Trametes versicolor ve Funalia trogii hiicreleri aljinat jele tutuklanarak yapilan
caligmalarda, 6zellikle serbest ve tutuklanmis funguslarin birlikte kullanildigi karma
kiiltiirlerde lakkaz aktivitesinin dikkate deger oranda arttigi saptanmistir. Calismalarin
ticlincli boliimiinde ise, ham kiiltiir filtratlariyla (HKF) ve saf lakkazla (SL) muamele
edilen, Reaktif mavi 19, Reaktif siyah 5 ve Reaktif mavi 198 boyalarmin rengindeki
degisim 24 saatlik peryotta spektrofotometrik olarak izlenmistir. Sonuglara gore, Reaktif
mavi 19’un rengi, HFL ile %41, saf lakkazla %70 oraninda giderilebilirken, reaktif siyah
5’in rengi HKF ile %30 ve SL ile %35, Reaktif mavi 198’in rengi ise HKF ile %56 ve
SL ile %71 oraninda giderilmistir. Kullanilan boyar maddeler igerisinde Reaktif mavi
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198, rengi en kolay acilan boya olmustur. Rengi giderilen boya ¢ozeltilerinin toksik
etkileri, biyoliiminesent bir bakteri olan Vibrio fischeri’nin biyoisima yeteneginin
inhibisyonu esasina gére Mikrotoks testi ile belirlenmistir. Buna gore renk gideriminden
once toksik olan Reaktif mavi 19’un toksisitesi, HKF uygulamasi sonucunda ¢ok az
diizeyde artig gosterirken, SL uygulamasiyla da toksik etkide azalis meydana gelmistir.
Baslangigta ¢ok toksik olan Reaktif siyah 5’in toksisitesi, her iki uygulama sonucunda da
artis gostermistir. Reaktif mavi 198 i¢in ise uygulamalardan 6nce ve sonra toksik bir etki
gozlenmemistir.

ANAHTAR KELIMELER: boyar madde, renk giderimi, beyaz ciiriik¢iil fungus, kati
substrat fermantasyonu, kiiltiir filtrati, lakkaz, mikrotoks
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Turkey has a significant role in the world in terms of textile production. Some of
the dye stuff used in the textile industry are persistent matter. Therefore, the wastewater
produced from this industry has some pollution problems in the aquatic environment. In
the recent years, alternative biotechnological methods are becoming more preferable to
the classical applications and environmentally friendly methods are being developed for
the removal of pollutants. This study aims, in addition to the production of laccase
enzyme in different culture media and processes assess the usability of produced laccase
depending on the used substrates.

This study consists of three main sections. Initially, Astrazon blue and Astrazon
black dyes were removed from aqueous environment by biosorption using lignocellulose
as adsorbent in 75 to 95 %, then, these substrate were utilized for the production of
laccase. Secondly, enzyme production studies were carried out. For this aim, wheat bran
and copper were added to the fermentation media, and depending on this, the activities of
enzyme on both bran and copper added experimental groups were investigated. Also, the
cell of Trametes versicolor and Funalia trogii were adsorbed into alginate gels and it was
determined that when free- and immobilized fungi mixture is used, laccase activities
significantly increased. In the third section of the study, Reactive blue 19, Reactive black
5 and Reactive blue 198 dyes were exposed to both crude culture filtrate and pure
(commercial) laccase enzyme and their color changes ratio were observed for 24 h period
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by spectrophotometrically. According to the results, while the color of Reactive blue 19
was decreased 41% with crude culter filtrate (CCF) and 70% while the with pure laccase
(PL) the color of reactive black 5 was decreased 30% by CCF and 35% by PL. The color
of reactive blue 198 was reduced to 56% by CCF and 71% by PL. It was found that
Reactive blue 198 had the highest color change ratio. The toxic effects of decolorized dye
solutions were determined by Microtox test which utilizes the inhibition characteristics of
a biolumminescent bacteria, namely Vibrio fischeri. Accordingly, the toxicity of Reactive
blue 19, showed very little increase after CCF application, while showing decrease with
PL application. The toxicity of Reactive black 5, which was highly toxic initially,
increased toxicity with both applications. There was no toxic effect for Reactive blue 198
before and after applications.

KEYWORDS: dye, decolorization, white rot fungus, solid substrat fermentation, culture
filtrate, laccase, microtox
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1. GIRIS

1.1. Cevre Kirliligi

Sanayilesmis ve sanayilesmekte olan toplumlarda cevre kirliligi ve bunun getirdigi
cevresel sorunlar giderek artmaktadir. Bu nedenle cevre ile uyumlu ve siirdiiriilebilir bir
sanayilesme sarttir. Siirdiiriilebilir kalkinma modeline uygun bir sanayilesme bu sorunlar
¢Ozebilecektir. Endiistriler, ¢esitli formlarda atik olusturabilir ve bu atiklar verildikleri alici
ortamlarda ¢evre kirliligi ve saglik riski olusturabilir. Bu atiklarin olasi riskini ortadan
kaldirmak veya azaltmak i¢in, ya ¢evreye dost sistemler kullanilarak atik sorunu giderilmeli ya
da alic1 ortama verilmeden Once atik yiikii, aritim dahil ¢esitli sistemlerce azaltilmalidir.

Her endiistri farkli 6zelliklerde atiksu olusturabildiginden, sorun ve sorunun ¢oziimii de
farkli boyutlarda olacaktir. Ornegin, gida ve tekstil endiistrilerinde farkli igerikli atiksular
olustugundan, soruna yaklasimlarin farkli olmasi kagmilmazdir. Ornegin tekstil endiistrisi atik
sularinda boyalar, deterjanlar, yaglar, parlaticilar, renklendiriciler, lateks {irlinleri vs.
bulunabilirken [1,2], seker fabrikasi atiksuyunda polisakkaritler, karbonhidrat olmayan
bilesikler, polimerik bilesikler, amino asitler, inorganik iyonlar ve organik asitler bulunmaktadir
[3]. Endiistiyel atiksularin igerigi, endiistriyel faaliyetin tipine bagli olarak biiylik farkliliklar
gosterebilmektedir. Cizelge 1.1°de zeytinyag fabrikasi atiksu igerigi ve Cizelge 1.2.°de tekstil

endiistrisi atiksuyunun genel karakteristik 6zellikleri verilmistir [4, 5].

Cizelge 1.1. Zeytinyagi fabrikasi atiksularinin icerigi [4]

Parametre Kesikli Islem (g/L) Siirekli islem (g/L)
BOI 90-100 35-48

KOi 120-130 45-60

AKM 1 9

TKM 120 60
Inorganik kat: 15 5

Ucucu Kati 105 55

pH 4.5-5 4.7-52




Cizelge 1.2. Bir sucul alic1 ortama bosaltilan tekstil atiksuyunda bazi parametreler [5]

Atiksu Atiksu Atiksu Atiksu NEQS

Ornek Parametreler Ornek A OrnekB Ornek C Ornek D  (mg/L)

No

1 pH 58-10.5 5.6-11.2  59-11.5 5.7-10.9 6-10

2 KOI 370-455  410-665 395-595  425-618 150

3 BOI 145-190  165-214 158-206  190-236 80

4 TCM 2100- 1985- 1800- 1888-4120 3500
4400 3864 3885

5 TKM 150- 1100 195-750 165-865  185-985 150

6 Fenol - - - - -

7 Siilfit 3-12 - - - -

8 Klorid 85 - - - -

9 Cr 2 3.5 4 3 -

10 Zn 4 4 3 5 -

11 Cu 2 2 4 3 -

12 Petrol ve yag 15-35 20-45 18-40 15-40 -

13 stilfat 554 - - - -

14 sodyum 450 - - - -

NEQS: Ulusal kalite Standard1
TCM: toplam ¢bziinmiis madde
TKM: toplam kat1 madde

1.2. Tekstil Endiistrisi Atiksular:

Endiistriyel atiksu: Endiistri kuruluslarindan, imalathanelerden, atolyelerden, tamirhanelerden,
kiicik sanayi sitelerinden ve organize sanayi bdlgelerinden kaynaklanan her tiirlii islem ve
yikama artig1 sulari, isleme sulan ile karistirllmadan ayri olarak islem goriip uzaklastirilan
kazan ve sogutma sularini ifade etmektedir [6].

Hizli sehirlesme ve endiistrilesmeye bagli olarak, boya dahil bir¢ok kimyasal giinliik
yasantimizda kullanilmaktadir [7]. Giinliik ihtiyaglara bagl olarak, tekstil endiistrisi de giin



gectikce gelismekte ve bunun sonucu olarak, islem sonrasi yiiksek miktarda olusan boyar
madde igeren atiksu dogaya verilmektedir. Boyar maddeler, renklerinden dolay1 ve toksik
etkileri nedeniyle ¢evrede kirlilik olusturmaktadirlar [8 -10].

Tiirkiye’de ham materyalin olduk¢a fazla olmasi, ucuz iscilik, liretim kapasitesi ve
modernlesme siireci nedeniyle tekstil sektorii siirekli gelismektedir [11]. Ulkemizde yillik
pamuk ipligi tiretimi yaklasik 788 000 ton ve pamuklu kumas tiretimi 1403 000 000 m’dir [12].
Tiirkiye’deki tekstil fabrikalarinda, 1 kg kumas igin 20-30 m® suya gereksinim vardir [13]. Ayni
zamanda 454 kg kumagin boyanmasi i¢in yaklagik 1.2 kg boya kullanilmaktadir [14]. Hacmi ve
kompozisyonu gz oOniline alindiginda tekstil endiistrisinden kaynaklanan atiksular diger
endiistri sektorlerine oranla daha fazla kirletici 6zellige sahiptir [15, 16].

Tekstil ve boyar madde endiistrilerinin atik sular1 farkli tipte boyar maddeler, BOI, KOI
ve AKM (askida kat1 madde) sahip atiksulardir ve verildikleri ortamlarda cesitli gevresel
sorunlara neden olmaktadir [17]. Bu tip atiksularda bulunan kirleticiler kimyasal aritmaya ek
olarak biyolojik aritma islemi uygulandiktan sonra desarj edilmelidir. Ancak renk sorunu klasik
aritma sistemleriyle giderilmediginden ve mevcut yonetmelikte desarj kriteri bulunmadigindan,
sadece kimyasal aritim sonucu alici ortama desarj edilmeye devam edilmektedir [17].

Tekstil endiistrisinde boyama, diger islemler olan hazirlama, yikama ve aprelemeye
gore oldukca fazla miktarda su ve kimyasal madde tiikketen bir siirectir [16, 18] Gerek
boyamada gerekse diger islemlerde kullanilan bu organik ve inorganik formdaki bilesiklerin
cesitliligine bagl olarak, ortaya ¢ikan atiksularin 6zellikleri de farkli olmaktadir [18, 19].

Cizelge 1.3.’te farkli boyalarm kullanildig1 ve farkli elyaflarin boyandigi boyahane
atiksularinin 6zellikleri verilmistir [18]. Boyanin iplik {izerine adsorbe olmasi, ipligin tiirline ve
boyaya bagl olarak degisim gdstermektedir. Adsorbsiyon derecesi zaman, sicaklik, pH ve
yardime1 kimyasallar gibi degisik faktorlerin etkisi altindadir. Tek bir boyama islemi igin farkli
yapidaki boyalarin kullaniliyor olmasi, atiksuyun bilesimini daha da karmasik hale
getirmektedir.

Ulkemizde bazi tekstil endiistrisi atiksular1 alict ortama verilmeden &nce, geleneksel
aritim sistemlerine gonderilmekte iken, bazilar1 aritim sistemleri olmadig1 ya da ¢alistirllmadigi
icin, dogrudan alic1 ortamlara verilmektedir. Geleneksel aritim sistemlerinde, boyalarin énemli
bir kismi uzaklastirllamamakta ve g¢evreye verilmektedir [20, 21]. Yeteri kadar aritilamayan

atiksular, hem sehir kanalizasyon sistemlerine ya da ikincil aritma iinitelerine zarar verir hem



de alic1 ortamdaki sucul yasamin olumsuz yonde etkilenmesine ve estetik agidan problemlerin

olusmasina neden olur [16].

Cizelge 1.3. Boyama atiksularinin karakteristikleri

Boya Elyaf Renk BOI, TOK, AKM, CKM, pH
Cesidi (ADMI) mg/L mg/L mg/L mg/L

Asit Poliamid 4000 240 315 14 2028 5.1
1:2MetalKompleks Poliamid 370 570 400 5 3945 6.8
Bazik Akrilik 5600 210 255 13 1469 4.5
Direkt Viskoz 12500 15 140 26 2669 6.6
Reaktif, kesikli Pamuklu 3890 0 150 32 12500 11.2
Reaktif, stirekli Pamuklu 1390 102 230 9 691 9.1
Vat Pamuklu 1910 294 265 41 3945 11.8
Dispers,  yiiksek Polyester 1245 198 360 76 1700 10.2
sicaklikta

ADMI: Amerikan Boya Iimalatgilar1 Enstitiisii renk birimi.
BOI: Biyolojik Oksijen Ihtiyaci

TOK: Toplam Organik Karbon

AKM: Askida Kat1 Madde

CKM: Coziinmiis Kat1 Madde

1.3. Boyar Maddeler
1.3.1. Tarihge

Dogal boyar maddelerin kullanilmasi ¢ok eski donemlere dayanir. En son Fransa’da bir
magarada Paleolitik doneme ait taslarda, hematit, manganoksit gibi inorganik pigmentlerin
kullanildigina rastlanmistir [22]. Eski Misirhilar tarafindan bitki 6ziitleri kullanilarak gelistirilen
yontemler 19. yiizyila kadar kullanilmistir. Dogal boyalar, bitkilerin haricinde (7inctoria
isatis’den Indigo, Rubia tinctorum’dan kirmizi alizarin) boceklerden (Persian scarlet),

yumusakcalardan (Tyrian purple), funguslardan ve likenlerden de elde edilmistir. 1856’da



Ingiliz kimyact W.H. Perkin, ¢ok iyi boyama &zelligine sahip, daha sonralari aniline moru
olarak bilinen sentetik boyay: sentezlemis ve patentini almistir. [23]. Sentetik boyalar,

20.ytizy1lin baglarinda hemen hemen tamamen dogal boyalarin yerini almistir [24].

1.3.2. Tanimi ve Siniflandirilmasi

Boyar Madde Uretim Endiistrisi Ekoloji ve Toksikoloji Birligi (ETAD), boyalar1 yogun
bir sekilde renkli ve 15181 segici absorbe ederek bir substrata renk veren floresan organik
maddeler olarak tanimlar [25]

Renklendiriciler, elektromanyetik spektrumun goriiniir bélgesindeki (400-700 nm) 15181
kismen ya da tamamen sogurma yetenegi olan maddelerdir. Bunlar boyarmaddeler ve
pigmentler olarak siniflandirilirlar. Bu terimler arasindaki fark ¢ok kesin olmayip, pigmentler
bazen boyar maddelerin bir grubu olarak da kabul edilmektedir. ideal pigmentler,
uygulandiklar1 ortamda hi¢ ¢oziinmeyen bilesiklerdir. Pigment partikiilleri, substrata polimer,
plastik gibi bir katk1 maddesiyle baglanir. Boyar maddeler ise, tekstil materyalleri, deri, kagit,
sa¢c gibi ¢esitli substratlara tamamen ya da kismen ¢6ziindiigii bir sivi iginde uygulanir.
Pigmentlerin aksine, boyar maddelerin kullanildiklar1 substratlara karsi 6zel bir ilgilerinin
olmasi gereklidir.

Boyar maddeler c¢ift bag igerirler ve kromofor ve oksokrom gruplarini tasirlar.
Kromofor, rengin olusumunu saglayan gruptur. En 6nemli kromoforlar -C=C-, -C=N-, -C=0, -
N=N-, -NO; ve -NO gruplaridir [26, 23]. Oksokromlar ise, elektron verici grup olup, kromofor
tarafindan olusturulan rengin ¢ozilinebilirligini ve boyanin iplige baglanmasini saglar. En
onemli oksokromlar, NH,, -NR,, -NHR, -COOH, -SO;H, -OH ve -OCHj3 ve -OCHj3 gruplaridir
[27].

Kimyasal yapilar1 ya da kromoforlar1 temel alindiginda, 20-30 farkli boya grubu
tanimlanabilir. Azo (monoazo, diazo, triazo, poliazo), antrakinon, fitalosiyanin ve triarilmetan
boyalar1 baglica kromoforlardir. Ticari olarak kullanilan boyalar, 1924 ten itibaren her {i¢ ayda
bir "Society of Dyers and Colourists" ve "American Association of Textile Chemists and
Colorists" tarafindan yayimlanan Renk Indeksi (C.I)’de renklerine, yapilarina ya da uygulama

yontemlerine gore siniflandirilir. En son yayimnlanan Renk indekslerinden birinde 13.000



civarmda farkli boya belirtilmistir [23]. Renk Indeksinde boyalar uygulama tiplerine gore
asagida belirtildigi gibi stniflandirilmaktadir [28].

Asit Boyalar

Yapilarindaki siilfonik asit nedeniyle sudaki ¢oziiniirliikleri yiiksektir. Iyonik formda,
ipligin pozitif grubu (-NH3") ve boyanin negatif yiikii arasinda reaksiyon gercekleserek Van-
der-vals, bipolar, ve hidrojen baglar1 olusur. Bu boyalar anyonik bilesikler oldugundan, azot
iceren yiin, poliamid, ipek ve modifiye akrilik kumaglarin boyanmasinda kullanilirlar [26]. En

yaygin olan yapilar azo, antrokinon ve triarilmetandir.

Reaktif Boyalar

Pamuk, yiin, ipek ve naylondaki -OH, -N ya da -SH gruplalariyla kovalent bag
yaparlar. Bu boyalarin kullanildig1 boyama islemi sirasinda, reaktif gruplarin hidroliz olmasi
nedeniyle, boyanin %10-50’si kumasla reaksiyona giremez ve boyama tanklarinda kalir. Bu
nedenle renkli atik su problemi 6zellikle reaktif boyalarla ortaya ¢ikar [29]. En yaygin yapilari,

azo, metal bilesikli azo, antrokinon ve fitalosiyanindir.

Direkt Boyalar
En yaygin olanlar siilfonatli azo boyalardir ve yikama sirasinda renk kaybedildiginden

dolay1, 1600 direkt boyadan sadece %30 u iiretilmektedir [23, 29].

Bazik Boyalar
Bu boyalarm -NR;3" ya da =NR," gibi fonksiyonel gruplari ile akriliklerin negatif yiikleri
arasinda giiclii bir etkilesim olur ve boyanma saglamir. Renk indeksindeki boyalarin %5’ini

olustururlar. En fazla bulunan yapilar azo, diarilmetan, triarilmetan ve antrokinondur [23, 29].

Mordant Boyalar
Bunlar genellikle sodyum ya da potasyumdikromat tuzlaridir. Kumastan renk solmasini
diizenletici sabitleyici ajan olarak etkilidirler. Yiin, deri, ipek ve modifiye seluloz liflerini

boyamak i¢in kullanilir. En fazla bulunanlar azo, okzazin, ya da triarilmetandir [23, 29, 26].



Dispers Boyalar
-NO; ve —CN gibi fonksiyonel gruplari nedeniyle noniyonik yapida olup, suda zor
¢Oziintirler. Daha ¢ok polyester boyanmasinda kullanilirlar. En yaygin yapilar azo, nitro,

antrokinonlar, ya da metal kompleksleridir.

Pigment Boyalar '
Bunlar suda ¢6ziinmeyen noniyonik bilesikler ya da tuzlardir. Indeksteki biitiin ticari

boyalarin %25’ini olustururlar. Uygulama sirasinda kristal ya da partikiillii yapilarini korurlar.

Cogu azo ya da metal kompleks fitalosiyaninlerdir.

Vat Boyalar

Vat boyalar, suda ¢éziinmezler ancak alkali indirgenmeyle (sodium hidroksit varliginda)
¢Oziinlir hale gelebilir. Seluloz liflere Van-der vals baglariyla baglanir ve hidrojen peroksitle
oksitlenerek ¢ozlinmeyen forma doniisiir. Plastiklerin renklendirilmesinde ve boyalarda

kullanilir. Antrakoninler ve indigolar en yaygin olanlardir [23, 26].

Ingrain Boyalar
Ingrain terimi in situ olarak olusan biitiin boyalar igin kullanilabilir. Diazo aromatik
aminler ile naftol, fenol, asetoasetilamin gibi bilesenler arasindaki reaksiyonlarla olusur [23,

29].

Kiikiirt Boyalar

Aromatik aminlerle siilfiir ya da sodyum polisiilfiirlii fenollerin 1sitilmasiyla olusan
kompleks polimerik aromatiklerdir. Tiim diinyada iiretilen boyalarin %15’ini olustururlar.
Kiikiirtlii boyama da vat boyama gibi rediiksiyon ve oksidasyon islemleri gerektirir. Genel

olarak pamuk boyamasinda kullanilir [23, 26].

Solvent Boyalar
Plastik, cila, miirekkep gibi kat1 ve sivi maddelerin renklendirilmesinde kullanilan
noniyonik boyalardir. Tekstil boyamalarinda fazla kullanilmazlar. Diazo bilesikleri,

triarilmetan, antrakonin ve fitalosiyanin en fazla bulunan yapilardir [23].



1.4. Tekstil Boyarmaddelerinin Ortaya Cikardigi Problemler

Diinyada endiistriyel olarak 10.000 den fazla boya ve pigment ¢esiti kullanilmakta
olup, yaklasik olarak yillik 7x10° ton boyar madde iiretildigi rapor edilmektedir [30]. Boyar
maddeler suda 1 mg/L diizeyinde bile kendini gosterir. Tipik olarak bir tekstil endiistrisi
atiksuyunda en az 10-200 mg 1" oraninda boyar madde bulunur [31]. Oldukga renkli olan bu
atiksular, alic1 ortama bosaltildiginda estetik acidan problem yaratir (Cizelge 1.4). Daha da
Onemlisi, su ortamina gecen giines 151k miktarin1 azaltarak fotosentez aktivitesinin ve

dolayistyla ¢6ziinmiis oksijen miktarinin azalmasina neden olur.

Cizelge 1.4. Farkli boyalarin iplige tutunma yiizdeleri [31]

Boya Simifi Iplik Tipi Tutunma Derecesi Atiksuda Kalan
% Boya Miktar1 %
Asidik Poliamid 80-95 5-20
Bazik Akrilik 95-100 0-5
Direkt Seluloz 70-95 5-30
Dispers Polyester 90-100 0-10
Metal Kompleks Yin 90-98 2-10
Reaktif Seluloz 50-90 10-50
Kiikiirt Seluloz 60-90 10-40
Vat Seluloz 80-95 5-20

Boyar maddeler, kimyasal yapilarindan ve fotolitik kararliliklarindan dolayr dogal
cevrede yiiksek oranda kalicidir. Bu nedenle ekotoksik zarar1 ve besin zinciri yoluyla insanlarda
biyobirikim olabilme gibi potansiyel bir tehlikesi vardir [29-34].

Boyalarin toksik etkileri (6ldiiriicii etki, genotoksisite, mutajenite, ve karsinojenite)

balik, alg, bakteri gibi sucul organizmalardan memelilere kadar bir¢ok organizmalarda farklilik



gosterebilir. Boyalarin akut toksisitesi genellikle diisiiktiir. Alg biiyiime testinde 1.0 mg/I’den
daha diisiik konsantrasyondaki boyalar biiylimeyi inhibe etmemistir. Ancak katyonik bazik
boyalar akut toksik etki gostermistir [29]. Salmonella typhimurium ile yapilan testte boyalarin
%28 (15/53)’1 mutajenik etkiye neden olmustur. Fare lenfoma testinde Ames-pozitif boyalarin
%67 (6/9)’1 mutajenik bulunmustur [35]. Balik deneylerinde 3000 ticari boyar maddenin %2’si,
farelerde yapilan toksisite caligmalarinda ise boyar maddelerin %1’1 oliime yol agmustir.
Bundan dolay1 insanda da akut boyar madde toksisitesine bagl oliimlerin ¢ok diislik diizeyde
oldugu iddia edilmektedir [29]. Fakat insanlarda boyalara kars1 akut duyarlilik sik goriilen bir
olgudur. Ozellikle dispers boyalarin egzama, kontakt dermatit gibi allerjik reaksiyonlara neden
oldugu bildirilmektedir [36-38].

Azo boyalarin indirgenmesiyle azo baglar1 kirilir ve mutajenik ve karsinojenik
Ozellikteki aromatik aminler olusur [30, 39-41]. Memelilerde azo boyalarin indirgenmesi
barsaklardaki anaerobik bakterilerce yapilir (Sekil 1.1). Karaciger ve bobrekte de boyar
maddeler indirgenebilir. Indirgenme sonucu serbest kalan aromatik aminler, barsaklardan emilir
ve idrara verilir. Aromatik aminler 6zellikle idrar kesesinde kansere yol agar. Kanserlesme
mekanizmasi muhtemelen aromatik aminlerin N-asetilasyonu ve N-hidroksilasyonu sonucu
olusan aciloksi (acyloxy) nedeniyledir. Bu aminler, DNA ve RNA’daki N ve C gruplarim
degistirerek, mutasyona ve tlimor olusumuna yol agabilir [29].

Asidik karekterli boyar madde igeren atiksularin sehir kanalizasyon sisteminde
borularda asinmaya neden olarak zarar verdigi rapor edilmistir [16]. Ulkemizde baz1 aminlerin

boya tliretiminde iiretimi ve ithalat1 1995 yilindan itibaren yasaklanmistir [42].

1.5. Boyar Maddelerin Renginin Gideriminde Kullamilan Teknikler

Atiksu aritimi, sularin ¢esitli kullanimlar sonucunda atiksu haline doniiserek yitirdikleri
fiziksel, kimyasal ve bakteriyolojik oOzelliklerinin bir kismin1 veya tamamini tekrar
kazandirabilmek ve/veya bosaldiklar alic1 ortamin dogal fiziksel, kimyasal, bakteriyolojik ve
ekolojik Ozelliklerini degistirmeyecek hale getirebilmek i¢in uygulanan fiziksel, kimyasal ve

biyolojik aritma islemlerinin birini veya birka¢ini ifade etmektedir [6].



Keongo Kirmizisi
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Benzidinler: R=H, CH;3, CH;0
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Sekil 1.1. Anaerobik bakterilerle azo boyalarin yikimi [32].

Cesitli fiziksel, kimyasal, biyolojik 6n uygulamalari, ana uygulama ve son uygulama
teknikleri boya iceren atiksularin renginin giderimini saglar [29]. Fizikokimyasal teknikler,
membran filtrasyonu, koagiilasyon/flokiilasyon, c¢oktlirme, adsorbsiyon, iyon degisimi,
ultrasonik minerilizasyon, elektroliz, oksidasyon ve kimyasal rediiksiyondur [29,19]. Biyolojik
yontemler bakteriler, funguslar, bitkiler, maya, alg ve enzimlerin kullanildig1 biyosorbsiyon ve
aerobik, anaerobik biyolojik yikimi sayilabilir [43-58].

Genellikle her yontemin kullanilmasi siirlidir. Cogu zaman tek bir yontemle renk
giderilmesi basarisiz olur. Bu nedenle ¢ogunlukla renk gideriminde farkli teknikler birlikte
kullanilirlar. Fizikokimyasal yontemlerin avantajlarinin yanisira, yiiksek maliyet, her boya i¢in
uygulanabilir olmayis1 ve bazilarinda yiiksek miktarda atik olusmasi gibi dezavantajlart da

vardir.
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1.6. Boyar Maddelerin Gideriminde Biyoteknolojik Uygulamalar

Biyolojik aritim, endiistriyel atiksularindan alici sistemlere transfer olan organikler igin
en etkili giderim islemidir ve alternatif renk giderim yontemi olarak onerilmektedir [19, 60-
62,]. Tekstil endiistrisi atiksular1 i¢in Onerilen fiziksel ve kimyasal yontemlerin yiiksek maliyet
gerektirmeleri ve her boya i¢in kullanilamiyor olmalari, uygulanmalarini sinirlamaktadir [63].

Boyar maddelerin biyoteknolojik giderimi iki farkli yaklagimla ele alinabilir. Bunlardan
biri, boyar maddelerin biyolojik bir ylizeye tutundurularak (biyosorbsiyon) ortamdan giderimi,

digeri ise enzimatik/mikrobiyolojik renk giderimidir (Cizelge 1.5).

Cizelge 1.5. Tekstil atiksuyu iyilestirilmesinde kullanilan teknolojiler [59].

UYGULAMA Etkileme Alam DEZAVANTAJLARI
Uzun  kalma  siliresi, besin
Biyolojik Uygulamalar ~ BOI azalmasi gereksininmi, genis tanklar, lagun
ve alanlar, ¢ok toksik bilesiklerin
giderilememesi
Agir metaller, askida katt Farkli boyalar igin ¢esitli giderim
Kimyasal Ayristirma madde, BOI, KOI yollari, KOI,BOI giderimi
hakkinda yetersiz bilgi
BOI, KOI, renk Pahali kurulum, disiik
Aktif Karbon absorbsiyon kapasitesi, sik ve
pahali yenileme
BOI, KOI, renk Membran kolayca tikanir, agir
Ultrafiltrasyon metaller giderilmez, sik sik
membran temizligi gerekir
BOI, KOI, renk Pahal1 kurulum, agir metal ve kati
Ozon gereksimi
1.6.1. Biyosorpsiyon

Boyar maddelerin gideriminde bitkisel materyallerin kullanimina yonelik c¢aligmalar
yapilmaktadir (sorpsiyon) [21, 64-72]. Bu amagla, misir kogan1 ve sap1, bugday kepegi, piring
kabugu, odun talasi, seker kamis1 ve muzun siingerimsi 6z dokusu, seker endiistrisi ¢amuru,

pamuk atiklar1 gibi birgok lignoselulozik maddeler test edilmektedir [73-77]. Bu siirecte boyar
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maddeler bitkisel destege tutundurulmus olur. Fakat bu durumda da, boyarmadde
tutundurulmus bitkisel destegin ne yapilacagi sorunu ortaya ¢ikmaktadir.

Biyosorbsiyonda temel olarak boyar maddelerin, hiicre yilizeyine tutundurulmasi ve
boylece sividan uzaklastirilmasi amaglanmaktadir. Boyar maddeleri tutundurmak igin ¢esitli
funguslar, bakteriler ve algler kullanilabilmektedir [55, 57, 58, 60, 78-80]. Beyaz ¢iiriikctil
funguslarin da bu amacla kullanimina yonelik ¢esitli ¢alismalar yiiriitiilmektedir. [61, 66, 81-
85].

Tekstil boyalarinin  kimyasi genis bir yelpazede degisiklik gdsterdigi igin,
mikroorganizmalarla olan etkilesimler boyanin kimyasina ve mikrobiyal kiitlenin kimyasina
dayanmaktadir. Bu nedenle kullanilan mikroorganizmanin cinsine ve boyaya bagli olarak farkl
baglanma hizlar1 ve kapasiteleri s6z konusudur. Boyar madde igeren atiksu ¢ok toksik

oldugunda, biyosorbsiyon avantajli olmaktadir [86].

1.6.2. Mikroorganizma veya enzimlerle renk giderimi

Mikroorganizmalarla yapilan ¢alismalarda, boyar maddelerin renginin giderimi iizerine
yogunlasilmistir. Bu amagcla ¢ok ¢esitli organizmalar kullanilmakla birlikte, ¢calismalar 6zellikle
beyaz c¢iiriikk¢iil mikroorganizmalarla yapilmaktadir [21, 84, 85, 87-92]. Boyar maddelerin,
mikrobiyal yontemlerle renginin gideriminde bu mikroorganizmalarin oksidatif enzimlerinin
Onemi yiiksektir.

Bakterilerin, azo boyalarin1 yikim 6zellikleri bir¢cok arastirmaci tarafindan c¢aligilmistir
[32, 55, 57, 58, 79, 93]. Fakat boyanin yikimi1 sonucu olusan aromatik aminler, memelilerde
karsinojenik ve mutajanik etki yapabilmektedir [35, 94]. Bu nedenle, bu isleme ek olarak,
aerobik oksidasyon gibi diger yontemlerin uygulanmasi gerekir [80, 95-97, 99]. Bakterilerle,
azo boyalar disindaki boyalarin yikimina yonelik cesitli ¢aligmalar yapilmaktadir [100, 101].
Alglerin boyalar madde yikim yeteneklerinin test edildigi ¢aligmalar da vardir [102,103].

1.7. Enzim Uretiminde ve Renk Gideriminde Beyaz Ciiriik¢iil Funguslarin Kullanimi

Beyaz ciirtik¢iil funguslar, Basidiomycetes siifina dahildir. Bunlar, lignin dahil fenolik

kokenli polimerleri tamamen yikabilen birka¢ mikroorganizma grubundan biridir [104]. Beyaz
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clriik¢lil funguslarin bu Ozellikleri, lignin peroksidaz, mangan peroksidaz ve lakkaz gibi
aktivitesi 6zgiil olmayan lignolitik enzimlere baghdir [21, 32, 86, 105-116].

Funguslarla boyalarin yikimi ilk defa 1983°de P. chrysosporium ile test edilmis ve bazi
polimerik boyalarin rengini giderdigi gosterilmistir [83]. Farkli boya gruplarinin hemen hepsi
fungal olarak yikilabilmektedir. Fakat yikim giicii ve boya seciciligi, kullanilan fungus tiirii
veya soyuna gore degismektedir. Boya yapis1 ve fungal yikilabilirlik arasinda ¢ok net bir iligki
heniiz agiklanmamstir [117].

Renk gideriminde mikroorganizmanm kendisinin kullanilmasinin yanm1 sira, bu
mikroroganizmalarin enzimleriyle de renk giderim ¢alismalar1 yapilmaktadir. Burada 6zellikle

lakkazlar ve peroksidazlar 6ne ¢ikmaktadir [23, 43, 106, 118-127].

1.8. Lakkaz

Enzimler yiiksek katalitik aktiviteleri ve yiiksek oOzgiilliikleri nedeniyle kullanim
avantaji1 saglamaktadir. Biyolojik olarak yikilmalari, ¢evreden kolayca temizlenmeleri ve ticari
olarak standardize edilmeleri de ayr1 bir avantajdir. Cevre dostu olan enzimler kullanildiklar
islemlerde enerji tasarrufu saglayarak iiretim maliyetini diistirlirler. Bununla birlikte enzimler,
dogal ortamindan ayristirildiginda yapilarimin  kararli  olmamasi, izolasyonlarmin ve
saflagtirllmalariin  hala yliksek maliyet gerektirmesi, yaygm olarak kullanilmalarin
zorlagtirmaktadir. Genel olarak enzimler yiiksek 6zgiilliik gostermekle beraber, lakkaz daha az
Ozgiildiir [23].

Lakkazlar, aralarinda askorbik asit oksidaz ve seruloplazminin de bulundugu
multibakirli, genis bir grup enzimlere verilen addir. Ik defa Yoshida tarafindan 1883 yilinda
Rhus agacinin lateksinde bulunmustur. Daha sonra Bertrand 1894 yilinda enzimin varligini
funguslarda rapor etmis ve metal igerikli oksidaz olarak tanimlayarak adlandirmstir [1, 23].

Lakkazlar (benzenediol: oksijen oksidorediiktaz, E.C. 1.10.3.2) mono, di ve polifenoller,
aminofenoller, metoksifenoller, aromatik aminler ve askorbat gibi ¢esitli organik ve inorganik
substratlar1 oksitleyen ve serbest radikallerin olugsmasini saglayan bakir icerikli enzimlerdir
[128, 129, 124]. Lakkazin ¢esitli fenollerin ve halojenlerin, polimerizasyonunu da katalizledigi

bilinmektedir [130-132].
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Lakkaz enzimi, pek c¢ok flamentli fungus tarafindan (Basidiomycetesler,
Ascomycetesler, neurospora), bitkiler (Rhus vernicifera ) bazi bocekler (Bombyx sp.) ve
bakteriler (Azosprillum lipoferum) tarafindan iiretilmektedir. Yiksek bitkilerde lakkaz,
lignifikasyonda rol alir [133, 134]. Lakkaz, ayrica bitkileri fungal patojenlere kars1 korur [135,
136,134]. Agaclarin lizerinde yasayan bazi funguslar, lakkazi toksik metabolitlerden korunmak
amaciyla salgilarlar [137-141] ve bu nedenle de iizerinde yasadiklar1 bitkinin lignifikasyonunu
azaltirlar [23, 134].

Lakkaz, fenol miktarinin 6l¢iimiinde biyosensor olarak, biyoyakit hiicrelerde oksijen
katodu olarak, tekstil boyalarinin gideriminde, organik sentezlerde, immunoassay
isaretlemelerinde, delignifikasyonda, demetilasyonda, kagit hamurunun agartilmasinda oldugu
gibi cesitli biyoteknolojik ve c¢evresel uygulamalarda serbest ya da tutuklanmis olarak
kullanilmaktadir [128, 129, 142-153]. Lakkazin endokrin bozucularin yikimini katalizledigi de
bilinmektedir [154].

Bazi prokaryotlarda da lakkaz varlig: bildirilmistir. Ozellikle ekstrem habitatlarda
yasayan gram (+) ve gram (—) bakterilerde lakkaz tretildigi gosterilmistir [155, 156]. Cesitli
Bacillus soylarinin 1siya dayanikli sporlarinda, lakkaz benzeri enzim aktivitesi saptanmistir

[157, 158]

1.8.1. Molekiiler ozellikleri

Aktif bir holoenzim formunda olan lakkaz molekiili monomerik, dimerik ya da
tetramerik bir glikoproteindir (Sekil 1.2). Genellikle monomer bagina dort bakir atomu igerir ve
bunlar ii¢ redoks bolgesine baglanmistir ( T1, T2 ve T3 Cu ¢ifti). Molekiiler agirligi 50-100
kDa. arasinda degismektedir [23]. Karbonhidrat gruplari, enzime kovalent bagla baglanir
(%10-45) ve bu durum enzime yiiksek oranda kararlilik kazandirir [159, 160].
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Sekil 1.2. Lakkazin bakir merkezleri [23].

Lakkaz, bakir bolgeleriyle baglanabilen azid, siyanid, tiosiyanid, ve florid gibi bazi
anyonlar tarafindan inhibe edilebilmektedir. [157, 161-165].

1.8.2. Lakkazin Katalitik Mekanizmasi

Lakkazin elektron transferi ve oksijeni suya rediiksiyonu mekanizmasi tam olarak heniiz
anlasilmamistir. Bununla birlikte eldeki kinetik ve yapisal verilere gore birka¢ mekanizma 6ne
striilmiistiir [166]. Lakkazin katalitik dongilisiinde, substrat elektronun transferiyle T1
bolgesinde oksitlenir. Oksijenin elektron alarak suya indirgenmesi ise T2/T3 merkezinde
gerceklesir (Sekil 1.3).

Cesitli inorganik ve organik substratlarin elektron oksidasyonunu katalizleyen lakkaz,

bir defada dort elektronu aktararak oksijenin suya indirgenmesini saglar. Lakkaz sadece mono,



orto ve difenollerin hidroksil gruplarindan hidrojen atomunun uzaklastirmasini katalizlemekle
kalmamakta ayn1 zamanda aromatik aminler siringaldezin ve fenol olmayan bilesikleri serbest

radikal formlarina doniistiirmektedir [167, 168].

—» His-Cys-His _....®

(Cu™—=Cu’}

0, 2 H,O

Sekil 1.3. Lakkazin katalitik dongiisii [124].

Dogrudan katalizledigi reaksiyonlarin yanisira lakkaz, ayrica fenol ya da amin olmayan
kimyasallarin oksidasyonlarini da katalizler. Fakat bu durumda genelde redoks mediatorlere
ihtiyag vardir. En iyi bilinen mediator ABTS [2.2’-azino-bis(etilbenzthiazolin-6-sulfonik
asit]’dir (Sekil 1.4).
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Sekil 1.4. ABTS nin yapis1 [169].

Ligninin polimer yapisi ve lakkazin diisiik redoks potansiyeli nedeniyle lakkaz, ligninin
sadece fenolik kismini oksitleyebilir Oysa kiiciik molekiil agirlikli, yiiksek redoks potansiyele
sahip olan ve mediator denen bilesikler, fenolik olmayan bilesiklerin de oksidasyonunu
katalizler [168].

Lakkazin, ksenibiyotiklerin de yikimimi katalizleyen sentetik mediatorleri vardir [128,
170]. Lakkazin birgok mikroorganizma tarafindan {iretilmesi ve bu canlilarin {retim
yeteneklerinin artirilmasi, biyoteknolojik alanda Onemlidir. Ekstraselular lakkaz, genellikle
diisiik lakkaz aktivitesine sahip Basidiomycetes’de goriliir. Bunlardaki lakkaz tiretimi gesitli
maddelerle artirilabilir. Lakkaz iiretimi, cesitli besin kaynaklari, veratril alkol, 2,5-ksilidin,
ferulik asit, guaiakol ve ligninli maddeler (indulin, reaks, lignosiilfat) gibi indiikleyicilerle
artirllabilmektedir [64, 119]. Ayrica iireme ortamina bazi vitaminlerin ve amino asitlerin
eklenmesi de lakkaz liretimini artirmaktadir. [171, 172].

Dogal lakkaz, endiistriyel kullanim i¢in herzaman uygun degildir. Ciinkii;

1. Bazi durumlarda aktivite gosterebilmeleri icin mediatorlere ihtiya¢ duyarlar.
2. Asidik pH’da aktivite gosterdikleri i¢in ¢evresel sartlar uygun olmayabilir.

Genetik miihendislik teknolojisi ile, daha genis substrat Ozgilliigii, daha yiiksek

oksidasyon potansiyelligi ve notral pH’da ¢alisabilen rekombinant enzim iiretimi yapilabilir

[79, 122].
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1.9. Lakkazin Endiistriyel ve Biyoteknolojik Uygulama Alanlar:

1.9.1. Tekstil endiistrisi

Ticari olarak 100.000’den fazla boya ¢esidinin, yillik {iretimi 7x10° tona ulasmaktadir
[173]. Uretilen boyalarm 2/3’ii tekstil endiistrisince kullanilmakta ve bu endiistrideki boyama
islemleri sonunda bol miktarda atiksu olusmaktadir. Boyalar kimyasal yapilarindan dolay1 1513a,
suya ve kimyasala kars1 direncglidir [168]. Renk giderimi i¢in kullanilan geleneksel yontemlerin,
bazi boyalarda etkisiz olmasi ya da ekonomik olmamasi nedeniyle, lakkazi temel alan
yontemler gelistirilmektedir [21,174-176].

Lakkazin ¢esitli boyar maddelerin renginin gideriminde etkili olmasi, renk giderimi
islemlerinde kullanilabilecegi fikrini vermektedir [7, 21, 92, 106,127, 150, 174, 177]. Fakat
lakkazin bazi substratlara diisiik 6zgiilliik gdstermesi bazi boyalarin yikimini siirlar. Bu sorunu
gidermek i¢in lakkaz/mediator sistemleri (LMS) kullanilarak renk giderimi artirilabilir [170,
175]. Lakkaz tekstil sektoriinde pamugun agartilmasinda ve biyotaglama isleminde
kullanilmakta [178] ve denim kumaslarda indigo boyalarin renginin agilmasini saglamaktadir

[179].

1.9.2. Kagit Endiistrisi

Kagit yapimi sirasinda 6nemli bir asama kagit hamurundan ligninin uzaklastirilmasidir.
Bu amagla klorin bazli agarticilarin kullanilmasi, c¢evresel agidan uygun degildir. Oksijenle
delignifikasyon isleminin kullanilmas1 endiistriyel alanda artis gostermekte ise de on basamak
olarak lignolitik enzimlerle lignin giderimi daha temiz uygulamadir. [180-182]. Lignini yikan
Basidiomycetes cinsinin tiyeleri oldukca farkl ¢esitte lakkaz tiretirler [170].

Yapilan biyoagartma ¢aligmalarinda dikkatler odun hamurunda yogunlasmistir ve
lakkaz mediator sistemi (LMS)’nin 6zel kagit iretimiminde kullanilan odun olmayan

hamurdaki etkisi ¢ok az bilinmektedir [168].
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1.9.3. Besin endiistrisi

Lakkaz, bitkisel yaglarin kokusunu ¢oziinmemis oksijenin elimine edilmesiyle
tyilestirebilir. Lakkaz iceren ¢ozeltide bekletilen kakao tohumlari, kurutulup firinlanirsa, koku
ve tadinda iyilesme saglanmaktadir [183]. Firincilikta, lakkazin biyopolimerle c¢apraz
baglanmasiyla, hamura maksimum dayaniklilik verir ve hamurun yayilmasini 6nler [184, 185].
Bunlarin yanisira igecek sektoriinde, askorbik asit saptanmasinda, seker pancari pektininin jel

olusumunda pastacilikta ve biyosensor yapiminda kullanilabilmektedir [184].

1.9.4. Sarap ve bira kararhhgi

Lakkazin ana uygulamalarindan biri, sarabin kararlilig1 i¢in fiziko-kimyasal
adsorbanlara alternatif olarak kullanilmasidir [184]. Sarap etanol, organik asit, tuzlar ve fenolik
bilesikler gibi kimyasaldan olusan kompleks bir yapidir. Tutuklanmis lakkaz, fenollerin
gideriminde basarili bir sekilde kullanilir [186, 187]. Biracilikta bulaniklik 6nemli bir sorundur.
Lakkaz eklenmesiyle polifenoller uzaklastirilarak, berraklik saglanabilmektedir [184].

1.9.5. Tibbi uygulamalari

Lakkaz anestetiklerin, anti-inflamatorler, yatistiricilar gibi kompleks tibbi bilesiklerin
sentezinde kullanilabilmektedir. [188]. Morfini kodeinden ayirt etmekte kullanilan sistemlerde,
lakkazi temel alan yeni enzimatik yontemler gelistirilmistir [189] Morfin, oksijen tiiketimiyle
lakkaz tarafindan oksitlenir ve glikoz dehidrogenaz tarafindan yenilenir. Lakkaz kodeini
oksitleyemez, bdylece sensor morfini tanir. Parasetamol biyosensorii olarak da kullanimi

gelistirilmistir [190].

1.9.6. Nanobiyoteknoloji

Biyoelektrokimyada, islemlerin analitik uygulamalara entegre edilerek, klinik ve

cevresel analizlerde dedektor olarak gelistirilen biyosensorler kullanilmaktadir [191]. Lakkaz,

kofaktorlere ihtiya¢ duymadan reaksiyonlar1 katalizlediginden dolay1, biyosensorlerde fenolik
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bilesiklerin, oksijen ya da azidin bulunmasi i¢in kullanilmaktadir. Bunlara ek olarak, morfin ve
kodein,  katesolaminler,  bitkisel  flavonoidlerin = tamisinda  biyosensorlerde  ve
elektroimmunoassayde kullanilmaktadir [127, 192]. Nanoteknoloji, daha kii¢iik ve daha hassas

biyosensorlerin gelistirilmesini saglamistir.

1.9.7. Toprak iyilestirilmesi

Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), diger ksenobiyotiklerle beraber toprak
kontaminasyonunda ana etkenlerdir. Bu nedenle, bunlarin yikilmasi g¢evresel agidan cok
onemlidir. Lakkaz, 2,4,6-trinitrotoluenin (TNT) indirgenmesi sonucu olusan metabolitlerini
baglayarak detoksifiye edebilmektedir [146].

Lakkaz ayrica EPA tarafindan toksik madde olarak belirtilen 2.4,dimetilfenolii
oksitleyerek gidermektedir [153].

1.9.8. Sentetik kimya

Kompleks polimerlerin ve medikal ajanlarin sentezlenmesinde kullanilmaktadir

[193,194]. Endiistriyel lakkaz kullanilarak fenolik renklendiriciler de sentezlenmistir [195].

1.9.9. Kozmetik

Sa¢ boyalarinda hidrojen peroksitin yerine oksitleyici ajan olarak, dermatolojik
iirinlerde deri rengini beyazlatici olarak kullanilmaktadir [175, 196]. Birlesmis Milletler Gida
ve Ilag Orgiitii tiiziigiinde GRAS olarak kabul edilmistir. Sakiz, agiz yikama solusyonu ve dis
macunlarinda izin verilen 6lgiilerde kullanilmaktadir [197].

Tekstil boyar maddelerin enzimatik olarak yikimi sonucu toksik (kanserojenik ve
mutajenik) aromatik aminlerin olustugu bilinmektedir. Bu nedenle yikim sonucunda olusan
metabolitlerin  toksik &zelliklerinin  bilinmesi gerekmektedir. Bu amagla farkli test
organizmalart ile c¢esitli testler yapilmaktadir. Son yillarda, biyoluminisent bakterilerin

kullanildig: test sistemleri de gelistirilmistir ve etkili sekilde kullanilmaktadir.
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1.10. Mikrotoks Test Sistemi

Mikrotoks, c¢evresel Orneklerde ve saf bilesiklerde akut toksisiteyi Olgen bir test
sistemidir. Test sistemi esas olarak bir deniz biyoisima (biyoluminesent) bakterisi olan Vibrio
fischeri temel alinarak, biyoisima diizeyinin inhibisyonunu 6lgme esasina gore hazirlanmistir.
Ortamda bulunan toksik ajanin varligima ve konsantrasyonuna bagli olarak, bakterinin
biyoisimasinda meydana gelen azalma bir biyoliiminometre yardimi ile olgiiliir. Bu sekilde
salman 1518a gore elde edilen toksisite degeri ortamda bulunan isimanin %350 inhibisyonuna
bagh olarak “Etkili Konsantrasyon 50 (EC50)” yada “Inhibe Edici Konsantrasyon 50 (1C50)”
degeri ile ifade edilmektedir [198].

Mikrotoks analizinde, test organizmasi olarak donmus luminesent bakteri (Vibrio
fischeri-Photobacterium phosphoreum) kullanilir. Bakterinin 151k iiretme mekanizmasi,
hiicrenin metabolik isleyisine baghdir. Eger bu isleyis toksik maddelerce degistirilir ya da
bozulursa bakterinin {irettigi 15181n  azalmasiyla sonuglanir. Sonuglar 5-30 dakikada
alinmaktadir [199].

Diger test sistemlerine gore Mikrotoks sisteminin bazi avantajlari vardir. Bu sistem,
hizli, basit ve diger kimyasal analizlerle karsilagtirildiginda daha ucuzdur. Tam bir Mikrotoks
Ol¢iimii 6rnek basma 150- 250 § arasinda degismektedir . Bu da diger testlerden yaklagik 10
defa daha ucuzdur [200].
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2. KAYNAK OZETLERI
2.1 Beyaz Ciiriik¢iil Fungal Enzim Kaynaklar ile Yiiriitiilen Renk Giderim Cahsmalari

Beyaz ciirtik¢iil funguslar lignin yikiminda rolii olan c¢esitli ekstraseliilar enzimler
salgilarlar. Bu enzimlerden 6nemli olanlar; lignin peroksidazlar (LiP), mangan peroksidazlar
(MnP) ve lakkazdir. Peroksidazlar, H,O, varliginda reaksiyonlar1 katalizler. LiP, hem fenolik
hem de fenolik olmayan aromatik bilesikleri yikar. MnP, divalent Mn (Mn®")’1 trivalent Mn
(Mn**)’a déniistiiriirken, fenolik bilesikleri de oksitler [106, 159, 201]. Bu enzimlerin substrat
ozgilliikleri diisiik oldugundan, benzer yapidaki ¢ok c¢esitli substrati kullanabilirler. Bu nedenle
lakkaz, pestisitler, TNT ve nitrogliserin gibi patlayicilar, poliklorlu bifeniller (PCB), polisiklik
aromatik hidrokarbonlar (PAH), sentetik polimerler ve sentetik boyalar gibi ¢ok sayida organik
kokenli kirletici bilesigi yikabilirler [121, 123, 148, 201-203].

Knapp ve Newby [81], renk gideriminde ilk mekanizmanin boyalarin mikrobial hiicre
ylizeyine adsorblanmasi olabilecegini bildirmislerdir. Woung ve Yu [82], renk gideriminin
boyalarin fungus hiflerine baglanmasiyla fiziksel olarak ve hiicre disi ve hiicre i¢i enzimlerce
yikilmasi ile oldugunu o6ne siirmiislerdir. Boyay1 tamamen tutmus olan miseller kendilerini
yenileyebilir ve tekrar boya adsorblamada kullanilabilirler. Canli fungus hiflerinde boya
molekiillerinin adsorbsiyonu ve ardindan yikimi, endiistriyel alanda beyaz g¢iiriik¢iil funguslari
kullanilisl hale getirebilmektedir [82].

Renk gideriminde boya smifinin ve kimyasal yapisinin etkisi hakkinda farkli goriisler
bulunmaktadir. Bir goriise gore, boya Ozellikleri renk giderimini dogrudan etkilerken, diger bir
goriige gore ise renk giderimi ve boya 6zelligi arasinda dogrudan bir iligki bulunmaktadir [63,
204]. Lakkaz, indigoid ve antrakinon grubu boyalarin rengini yiiksek oranda gidermekle
beraber, bir azo boyasi olan kirmizi 29’1n rengini giderememektedir. Lakkaz, elektron agisindan
zengin olan substratlar1 daha iyi indirgemektedir [205]. Yesilada ve Ozcan [206] tarafindan
yapilan bir ¢alismada Oranj II boyasininin rengi, 7. versicolor 'un ham filtratryla giderilmistir.
F. trogii ile yapilan renk giderim calismasinda Reaktif Siyah 5 boyasinin renginin en iyi pH 6.5
ve 28°C de giderildigi gosterilmistir [207].

Phellinus ribis tek tip lakkaz tiretir. Bu protein dimerdir. Sodyum dodesil siilfat (SDS)

poliakrilemid jel elektroforez ile 76 Kilodaltonluk iki alt {initeden olustugu gosterilmistir.
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Enzimin yaklasik %281 karbonhidrattir. Enzim molekiilii bir bakir, bir manganez ve iki ¢inko
atomu icerir. Enzim pH 4.0-6.0 arasinda optimum aktivite gosterir. Dimetoksifenol ve aromatik
amin bilesiklerini oksitler [208].

Deveci ve arkadaslar tarafindan bugday kepegi ve soya kabuklarinin kullanildigi
fermantasyon ortaminda iiretilen F. trogii’nin ham kiiltiir filtrat1 kullanilarak azo boyasi olan
Remazol Brillant Blue-R (RBBR)’nin renginin giderimi, ¢alisilmistir. Bu c¢alismada, lakkazin
10. giinde maksimum diizeyde iiretildigi bulunmustur. F. trogii kiiltiir filtrati kullanilarak,
RBBR nin enzimatik olarak rengi giderilmistir. Arastiricilar, enzimatik renk gideriminin
maksimum pH 3.0 ve 50°C sicaklikta oldugunu rapor etmektedirler. Ayrica, sodyum azid
(NaN3), sistein ve sodyum siyanidin (NaCN) lakkaz aktivitesini inhibe ederek, renk giderim
aktivitesini durdurdugunu belirtilmektedir [209].

Machado ve arkadaslar1 [125] RBBR’yi substrat olarak kullandiklar1 bir ¢alismada,
tropikal ekosistemden izole edilmis  Basidiomycetes smifina dahil 125 fungus tiirlinii
denemislerdir. Funguslardan 106 sinin, malt ekstrat agar (MEA, %2) ortaminda RBBR’nin
rengini giderdigi; misel biiylimesi gosteren 96 fungusun, P. chrysosporium’dan ¢ok daha
yiiksek oranda renk giderdigi belirtilmektedir. Seker kamisi atiklarinda (baggase) tiretilen 35
fungusun ekstraselular ekstraklarin RBBR i¢in renk giderim oOzellikleri ve peroksidaz
aktiviteleri arastirildiginda ise, funguslardan hepsinin peroksidaz aktivitesi gosterdigi ancak,
bes fungusun renk gidermedigi goriilmiistiir. Funguslardan hepsi lakkaz tiretirken, Peniophora
cinerea, Psilocybe castanella, Trametes villosa nin li¢ soyu, T. versicolor, Melanoporia nigra
ve Trichaptum byssogenum’un ise ayrica MnP iirettikleri gdsterilmistir. Funguslardan Trogia
buccinalis’de MnP aktivitesi olmadig fakat, en yiiksek renk giderimi yaptig1 belirtilmektedir.
Arastiricilar, lakkaz ve peroksidaz seviyelerinin yiiksek olmasi ile RBBR igin yiiksek derecede
renk gideriminin iligkili olmadigini savunmaktadir.

Lakkaz, beyaz ciiriik¢iillerin yanisira Deuteromycetes grubu iiyeleri tarafindan da
uiretilebilmektedir. Pestalotiopsis sp. lyelerinin sivi fermantasyon kiiltiirliine 2.0 mM Cu
eklenmesiyle, yaklagik 37 U/ml” lakkaz aktivitesi 6l¢iilmiistiir [210]. Bu fungusun ham kiiltiir
filtratiyla, bir azo boyasi olan Direct Fast Blue B2RL nin rengi pH 4.0 de 12 saat icinde %84.4
oraninda giderilmistir. 7. hirsuta ve bu organizmadan elde edilen lakkazla yapilan diger bir
calismada da triarilmetan, indigoid, azo ve antrakinoik boyalar yikilmistir. Reaktif Siyah 5 ve

bazik kirmiz1 9 boyalar1 harig, mikrobiyal ve enzimatik yikimda benzerlik oldugu gézlenmistir.
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Bu durum, boyalarin yikiminda esas olarak hiicredis1 lakkazin rolii oldugu fikrini vermektedir.
Bu ¢aligmada antrakinon ve indigo karmin (Asit Mavi 74) boyalarinin, azo boyalarindan iki kat
daha hizli yikildig1 belirtilmektedir [21].

Moorthi ve arkadaslar1 [7] agar ortaminda yaptiklar1 calismada, 7. hirsuta ve Pleurotus
floridamin Mavi CA, Siyah BI133, Corazol violet SR boyalarinin renginin giderimi
yeteneklerini test etmistir. Inkubasyonun 10.giiniinde P. florida ile Mavi CA’nin rengi %96.4,
T. hirsuta ile %91.1 oraninda giderilmistir. Siyah B133 boyasinin rengi P. florida ile %95.2 ve
T. hirsuta ile %65.5 oraninda giderilmistir. Corazol Violet SR i¢in ise bu oranlar, P. florida ile
%99.5 ve T. hirsuta ile %56.98 olarak bulunmustur. Ayn1 boyalar kullanilarak sivi kiiltiir
ortaminda da calismalar yapilmistir. Mavi CA boyasi i¢in maksimum renk giderimi (25 mg/l
konsantrasyonda), P. florida ile 10. glinde %93.5, T. hirsuta ile %92.1 oraninda gdzlenmistir.
Konsantrasyon arttik¢a, renk giderimide buna bagli olarak azalmistir. En az giderim 75mg/1
boya konsantrasyonuicin 52.4 (P. florida) ve %39.4 (T. hirsuta) olarak saptanmistir. Siyah
B133 boyasinin rengi diger boyalara gore daha azgiderilebilmistir. En diisiik konsantrasyon
olan 25mg/l igin P. florida ile %64.4 ve T. hirsuta ile %57.2 oraninda giderim olurken, 75 mg/1
konsantrasyonda sirasiyla %28.5 ve %24 oraninda giderim gozlenmistir. Corazol viyole boyasi
icin ise, 75 mg/l konsantrasyonda sirasiyla %58 ve %43.4 oraninda renk giderimi bulunmustur
[7].

Beyaz ciiriik¢iil fungus olan Dichomitus aqualens ile agar ortaminda Oranj G, Amarant,
Oranj I, Remazol Brillant Blue R, Cu-fitalosiyanin, poli R-478, Malasit yesili ve Kristal
viyole’nin renk giderim Ozellikleri ¢alisilmistir. Bu fungus biitiin boyalar1 farkli oranlarda
yikabilmigtir. Malasit yesili, Kristal viyole ve Oranj I hari¢ diger boyalarin rengi 2g/l gibi
yiiksek konsantrasyonda bile giderilmistir. Malasit yesili ve Kristal viyolenin rengi sadece
0.05g/1, Oranj I’'nin rengi ise en fazla 1g/l konsantrasyonda giderilebilmistir [117]. Baska bir
calismada da Dichomitus squalens’in yani sira Ischnoderma resinosum ve Pleurotus
calyptratus beyaz clirlik¢iil funguslarinin RBBR ve Oranj G boyalarinin rengini giderim
yetenekleri arastirilmistir. Calismalar agar ortaminda yapilmistir. Her {i¢ fungusun da iki
boyanin rengini etkili bir sekilde giderdigi ancak, renk giderim kapasitelerinin kiiltivasyon
durumuna ve lignolitik enzim {iretimine bagh oldugu gosterilmistir. I resinosum ve P.

calyptratus ile Oranj G’nin renginin esas olarak lakkaz tarafindan giderilirken, RBBRnin renk
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gideriminde MnP’1n etkili oldugu; Dichomitus squalens’da ise hem lakkaz hem de MnP’in
etkili oldugu rapor edilmektedir [61].

Yesiladali ve arkadaslar1 [211], Trichophyton rubrum ile yaptiklar1 bir ¢calismada sivi
kiiltiir ortamina boya ilave etmisler ve iki giin icinde Remazol Tiefschwarz’in %83°1i, Remazol
Mavi RR’nin %86’s1, Supranol Turkuaz’in %80 oraninda rengini gidermistir. Reaktif boyalar
olan Remazol Tiefschwarz ve Remazol Mavisinin rengi yikim sonucunda giderilirken, asit
grubu boya olan Sopranol Turkuaz’in rengi temel olarak adsorbsiyonla giderilmistir.
Aragstiricilar, boya yikimmin ekstraselular MnP ve lakkaz gibi lignolitik enzimlerle iliskili
oldugunu da belirtmislerdir.

Beyaz ciiriikciil funguslarla yapilan renk giderim c¢aligmalarinda ¢ogunlukla reaktif ve
azo boyalar kullanilirken, diger boya gruplariyla da calismalar siirdiiriilmektedir. 7.
versicolor’la yiirttiilen bir ¢aligmada, alt1 ¢esit ksantan boyasinin renk giderimi arastirilmig ve
calismalar, 100 ppm boyar maddeleri igeren siv1 kiiltiir ortaminda 24°C’de ve 120 rpm’de 14
giin siireyle yiiriitiilmiistiir. Sonug olarak, Flororesein’in rengi %85, 4-Aminflorosein’in %95
ve 5-Aminoflorosein’in de  %91.9 oraninda giderilmistir. Bunlarin yan1 sira Rodamin B,
Rodamin 123 hidrat ve Rodamin 6G boyalarinda renk giderimi gerceklesmemistir. Calismay1
yapan aragtiricilar, renk gideriminin, ksantan halkasindaki gruplara bagli oldugunu ileri
sirmektedirler. Flororesein, 4-Aminflorosein ve 5-Aminoflorosein’in ksantan halkalarinda
hidroksi grubu bulunurken, Rodamin B, Rodamin 123 hidrat ve Rodamin 6G boyalarinin
ksantan halkalarinda hidroksi grubu bulunmamaktadir. Fungusun ekstraselular sivisinda
bulunan lakkaz enziminin, hidroksil gruplarimi etkileyerek renk giderimini sagladigi one
siirlilmektedir [84].

Arjantin’de izole edilen 26 beyaz giiriik¢iil fungusun renk giderim kapasitelerinin
arastirlldign bir calismada, ekstraselular lignolitik enzim iiretimine de bakilarak, Maya
Oziitli/glukoz kati ortamina Malasit yesili, Azur B, Poli R-478, Antraquin mavi, Kongo
kirmizis1 ve Ksilidin boyar maddelerinin renginin gideriminin, enzim {retimiyle iligkisi
aragtirllmigtir. Calisilan funguslardan sadece on tanesi boyalarin timiinii yikmis ve bu
funguslarin hepsinde lakkaz, MnP ve LiP iiretildigi saptanmustir. Fakat, diger dort fungus
tiirlinlin higbirinin boyay1 yikamadig1 ve bunlarda ayni zamanda LiP iiretilmedigi ve, 0.05
U/g’dan daha az MnP iiretildigi saptanmistir. Yeni izole edilen bu funguslar, boya yikim

Ozelligi iyi bilinen bir fungus olan Phanerochaete chrysosporium ile karsilastirildiginda,
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Coriolus (Trametes) versicolor f. antarcticus’un, biyolojik renk gideriminde potansiyel bir
aday olabilecegi belirtilmektedir. Bu funguslarin onsekiz giinliik kiiltiirlerinde Ksilidin (24
mg/L), Poli R-478 (75 mg/L), Remazol Brilliant Blue R (9 mg/L), Malasit yesili (6 mg/L) ve
Indigo karmin (23 mg/L)’in rengi bir saat icinde sirasiyla, 28%, 30%, 43%, 88% ve 98%
giderilmistir. Funguslarin hiicredis1 sivilarinda lakkaz aktivitesi 0.13 U/ml iken, LiP veya MnP
aktivitesi saptanmamustir [212].

Champagne ve Ramsay [213], T. versicolor ATCC 20869 soyunun, modifiye edilmis
Kirk ortaminda boya rengini giderim siirecinde MnP ve lakkaz iirettigi ancak LiP, sellobiyoz
dehidrogenaz ya da Mn- bagh peroksidaz iiretmedigi rapor edilmistir. Saf MnP, Amarant,
Reaktif siyah 5 (RB5) ve Sibakron Brilliant Sar1 gibi azo boyalarin rengini giderirken, bir
Antraquin boyasi olan Remazol Brilliant Blue R (RBBR)’nin rengini giderememistir. Saf
lakkaz ise, RBBRnin rengini azo boyalardan bes ila on kat daha hizli gidermistir. ABTS (2,2'-
azino-bis(3-ethylbenzthiazoline-6-sulfonic  acid) eklenmesinin renk giderim oranimni
degistirmedigi ve MnP’nin, Amarant ve RB5’in rengini, hidroksil ve sulfanat gruplariyla iliskili
olarak en hizli olarak giderdigi belirtilmektedir. Kiiltiirde, renk giderim sirasinda lakkaz/Mn
orant 10:1 ile 20:1 arasinda iken, renk giderimi tamamlandiginda bu oran 30:1 den daha biiytik
olacak sekilde artmistir. Bir iinite birim basina MnP, lakkazdan 30 kat daha hizli Amarantin
rengini gidermistir [213].

F. (Trametes) trogii’nin ham kiltlir filtratlariyla yapilan bir caligmada, tekstil
sektoriinde en fazla kullanilan Antraquin ve mono azo Cr kompleks sinifina ait boyalarin
renginin enzimatik giderimi arastirilmistir. Farkli kiiltiir ortamlarinda iretilen F. trogii
fungusunda aktivatorlerin, lakkaz ve sellobiyoz dehidrogenaz enzimlerinin sentezlenmesini
uyardigr bulunmustur. Lakkaz iceren filtratlarin farkli siniflara ait bazi boyalarin rengini
giderirken, rekalsitrant olan boyalarin renginin lakkaz ve HBT (1-hydroxybenzo-
triazole/violuric acid) medyatorii, ya da lakkaz- sellobiyoz dehidrogenaz uygulamasinda etkili
sekilde giderildigi rapor edilmistir. Arastiricilar, azo boyalarin renginin gideriminde sellobiyoz
dehidrogenazin, lakkaz aktivitesini destekledigi sonucuna varmuslardir ve enzimatik renk
gideriminin, pahali ve ¢evreye zarar veren kimyasal uygulamalarin yerine kullanilabilecegini
One stirmektedirler [214].

Casas ve arkadaslar1 [215], akiskan biyoreaktorde 7. versicolor peletleriyle, Oranj G azo

boyasinin yikimini ¢aligmiglar ve %97 oraninda renk giderimi saglandigini bildirmislerdir.
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Arastiricilar - biyokiitlede de, besiyerinde de renk kalmadigini ifade etmektedir. 7.
versicolor’dan elde edilen ticari lakkazla yapilan in vitro yikim caligmalari, lakkazin boyalari
yikabilecegini gostermistir. Arastiricilar, fungusla veya saf lakkazla yiliksek seviyede renk
giderimi elde edilebildigini, fakat bunlar arasinda énemli farklilik oldugu belirtmektedirler. /n
vitro uygulamam sonucunda, geride bir renk kalmaktadir [215].  Misir  surubunun substrat
olarak kullanmildig1 bir calismada, Lentinula (Lentinus) edodes ile bazi boyalarin renginin
giderilebilirligi arastirilmistir. Amido Siyah, Kongo kirmizisi, Triptan mavi, Metilen mavi,
RBBR, Metil viyole, Etil viyole ve Poli R478 200 ppm olacak sekilde ortama eklenmis ve 18
giinliik inkiibasyon doneminde rengin tamamen giderildigi gozlenmistir. Kiiltiir ortaminda
yiiksek MnP aktivitesi (2600 U/g substrat) saptanirken, ¢ok diisiik LiP (<10 U/g substrat) ve
lakkaz aktivitesi (16 U/substrat) bulunmustur. Ortamda mangan iyonlar1 ve H,O, yokken, renk
gideriminin ¢arpict sekilde azaldigi, bu nedenle L. edodes ile renk gideriminde esas olarak
MnP’1n roli oldugu bildirilmektedir [216].

Renk giderim ¢alismalarinda enzimler serbest olarak kullanilabildigi gibi, tutuklanmis
funguslarda enzim kaynagi olarak kullanilabilir. Geotrichum sp. tiirleri ile Oranj G, Tripan
mavi, Azorubin ve Metil kirmizi boyalarinin renk giderimin arastirildigi bir calismada,
kalsiyum aljinat ve poliakrilamid jele tutuklanmis olarak kullanilmis ve en yiiksek renk
gideriminin kalsiyum aljinata tutuklanmis funguslarla yapilan c¢alismada gergeklestigi
bildirilmistir. Tutuklanmis funguslar sekiz kez renk gideriminde kullanilmis olup, calisma
siiresince herhangi bir aktivite kayb1 da gozlenmemistir [217].

Li ve Jia [218] Kongo kirmizisi boyasmin renginin giderimi i¢in piring kabugunu
adsorban olarak kullanarak Schizophyllum sp. F17 kiiltiirlerinde siirekli bir dekolorizasyon
sistemi  gelistirmistir. Arastiricilar bu sistemde renk giderimini iki mekanizma ile
gerceklestirmislerdir. Bunlardan birincisi Schizophyllum sp. F17 ile, digeri de piring
kabuklarinin boyar maddeyi adsorbe etmesiyle gergeklestirilmektedir. Kati1 fermantasyon
ortaminda toplamda % 89.71 renk giderimi saglanirken, Schizophyllum sp. F17 kiiltiirii ile renk
%60.44 oraninda giderilebilmistir.

Moldes ve arkadaslar1 [64] tarafindan yapilan bir arastirmada, 7. hirsuta lignoselulozik
bir madde olan {liziim g¢ekirdegi i¢eren ortamda iiretilmis ve 23 kU I lakkaz aktivitesi elde
edilmistir. Elde edilmis olan bu enzim aktivitesi degeri, lignoseliilozlu atik kullanilmayan

kiiltiirde elde edilenin yaklagik on katidir. Kiiltiir stvilarinin kullanilmastyla, Indigo karmin ve
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Bromfenol mavisinin rengi 24 saatte %100, Metil oranjin %65, Fenol kirmizinin ise %36
oraninda giderilebilmistir. Farkli renk giderim oranlar1 lakkazin farkli boya yapilarina olan
Ozgiilliigiinii gostermektedir.

Dominguez ve arkadaslar1 [219], veratril alkol ve bakir siilfatin, tutuklanmis 7.
versicolorun lakkaz aktivitesi {lizerine etkisini arastirmislardir. Calismada, indiikleyicilerin
eklenmedigi kiiltirlerde lakkaz aktivitesi 200 U/I"" iken, bakir siilfat (3nM) ve veratril alkoliin
eklenmesi (20mM), lakkaz aktivitesi 4,000 U 1 "¢ ulagmustur.

Palmieri ve arkadaslar1 [220], bakir ve ferulik asit eklenmis Pleurotus ostreatus
kiiltiirlerinden elde edilen ham lakkazi, antraquin boyalar1 ve RBBR’nin renk giderimi i¢in
kullanilmiglar ve maksimum %70 giderim saglamislar. Arastiricilar, ham kiiltiiriin bakar
aljinatla tutuklandiginda, lakkaz kararliliginin 6nemli oOl¢iide arttigini belirtmektedirler.
Optimum kosullarda tutuklanmis enzimle islem 20 kez tekrarlandiginda bile hala % 70 renk
giderimi saglanmustir.

P. ostreatus 32 soyu, 6nemli Ol¢iide fazla lakkaz iireten bir fungustur. Fungusun azot
siirli ortamda {iretilmesi, lakkaz iiretmesini saglamaktadir. Karbon azot kaynagi olarak
sellobiyoz ve pepton kullanildiginda, daha yiiksek aktivite gozlenmistir. Lakkaz {iretimi en
fazla ABTS (1 mM) tarafindan artirilmistir ve 400 U/ml’ ye ulasmustir. Cu' da(1mM) lakkaz
tiretimini etkileyerek, 360 U/ml’ ye ulasmasini saglamistir. Ayrica bir antraquin boyasi olan
SN4R’nin rengi, ham lakkazla (30 U/ml) %66 giderilmis ve bu oran ABTS (%0.16)
eklenmesiyle %90’ a ulagmustir [221].

Trametes hirsute ham kiiltiiriiniin, bir sentetik asit boyast olan RBBR’nin renk giderimi
tizerine etkisinin arastirildigi calismada ABTS, 1-hydroxybenzotriazole (HBT) gibi
medyatdrlerin lakkaz aktivitesini artirdigini belirtilmektedir Bu anlamda, Sella Solid kirmizinin
rengini 10 dakikada %88 ve Luganil yesilini 20 dakikada 49% giderimini saglayan en etkili
mediyatoriin HBT oldugu séylenmektedir [175].

2.2. Toksisite ve Detoksifikasyon Calismalar
Farkli c¢alismalarda tekstil endiistrisinde kullanilan boyalarin toksik etkileri rapor

edilmistir. Wang ve arkadaglar1 [223] onbir reaktif boyanin toksisitesini arastirmis ve

luminesent bakteriler {izerine inhibisyon etkisi gosterdigini rapor etmistir. Rajaguru ve
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arkadaglar1 [224], dort kiikiirt boyasinin genotoksik etkisini R. hexadactyla iribaslar1 kullanarak
aragtirmiglar ve Sandopel Bazik Siyah BHLN’nin yiiksek derecede, Negrosin ve Turkuaz
mavi’nin orta derecede, Dermapel siyah FNI’in ise en az genotoksik etki gosterdigini
bulunmusglardir. Sharma ve Sobti [225] ise boyar maddelerin 6nemli oraninin toksik,
genotoksik, teratojenik ya da karsinojenik oldugunu rapor etmislerdir. Silfiirli kirmizi-
kahverengi 360 (SRB), Jade yesili 2G (JG), Reaktofiks Turquaz mavisi SGFL (RTB) ve Direkt
Scarlet 4BS (DS) boyalarin genotoksik etkisi Bacillus subtilis kullanilarak arastirilmig ve tiim
boyalarin yiiksek dozda toksik oldugu bulunmustur. Hassan Moawad ve arkadaslar [226],
Ames testi ve ¢imlenme testi kullanarak cesitli boyalarin mutajenik etkisini saptamislardir.
Maxilon sar1, Remakril kirmizi, Erio kirmizi, Fast Skarlet sar1, Polar kirmizi (13.5 pg/ml)Direkt
kahverengi (13.5 pg/ml) Direkt sar1 boyasimin (18 pg/ml) Salmonella typhimurium’da
mutajeniteyi indiikledigi bildirilmistir.

Mathur ve arkadaglar1 [227] tarafindan da boyar maddelerin toksik/genotoksik etkilerini
saptamak amaciyla yaptiklar1 ¢calismada yedi farkli boyar maddenin etkisini test edimliler ve
calismada boyar maddelerin mutajenik etkisini belirlemek lizere AMES testi kullanmislardir.
Test edilen boyar maddelerden sadece birinin mutajenik etki gdstermedigini rapor etmislerdir.

Boyar maddelerin mutajenik veya toksik etkilerinin olmasinin yani sira, yikim
tiriinlerinin de benzer etkiler gosterdigi, cesitli calismalarda belirtilmektedir. Ramsay ve
Nguyen [228], Amarant, Tropaeolin O, Reaktif mavi 15, Kongo kirmizist ve Reaktif siyah 5
boyalarinin renginin 7. versicolor ile tamamen giderildigini, Cibacron Brillant kirmizis1 3G-P,
Brillant saris1 3B-A ve Remazol Brillant mavisi R boyalarinin renginin bazi boya adsorblayan
biyokiitleler ile kismen giderildigini bildirdikleri ¢alismalarinda, Mikrotoks yontemi ile
boyalarin toksik etkilerini de incelemislerdir. Arastirmacilar renk giderimi oncesinde Amaranth
ve Tropaeolin O boyalarinin toksik bir etki gostermedigini (EC,9 >%100), Cibacron Brillant
Sar1 3B-A, Reaktif mavi 15 ve Cibacron Brillant kirmizi 3G-P’nin ise diisiik toksik etkisinin
bulundugunu (ECyy <%100, >%75) saptamislardir. Remazol Brilliant mavi R toksik bir boya
olarak bulunmus (75%> EC,y >50%); Kongo kirmizi ve Reaktif siyah 5 boyasi ise orta-yliksek
toksik etkili bir boya (%50> ECyy > %25) olarak saptanmistir. Renk giderimi sonrasinda
yapilan toksisite testlerinde ise Amaranth, Tropaeolin O ve Reaktif siyah 5 boyalar i¢in
toksisitede bir degisim saptanmamis; Reaktif mavi 15, Remazol Brilliant mavi R ve Cibacron

Brilliant kirmizi 3G-P boyalarinin toksik etkilerinin ortadan kalktigi bulunmustur. Buna karsin
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Cibacron Brilliant sar1 3B-A ve Kongo kirmizisi boyalar1 baslangicta diisiik/orta derecede
toksik boyalar iken, renk giderimi uygulamalar1 sonucucnda ¢ok toksik (ECyy <%25) boyalar
haline doniismiislerdir.

T. hirsuta ve bu organizmadan saflastirilmis olan lakkaz enzimi triarilmetan, indigo, azo
ve antraquinoik yapidaki boyalar1 yikabilmektedir. Bu boyalarla yapilan bir calismada 7.
hirsuta lakkaz enziminin boyalarin fenolik halkalarindaki yan gruplarin yapisinin, baslangic
renk gideriminde 6nemli oldugu, enzimin aluminaya tutuklanmasiyla sicakliga, halidlere, bakir
kelatlar1 ve boya katki maddeleri gibi bazi inhibitorlere karsi toleransinin arttirilabilecegi
bildirilmektedir. Lakkaz 50 mM NaCl ortaminda %50 aktivite kaybina ugramakta iken, bu
deger tutuklanmig enzim i¢in 85 mM NaCl dir. Arastiricilar tutuklanmis lakkaz ile boyalarin
toksik etkisinin %80’e varan oranlarda azaldigini (6rnegin antraquinoik yapidaki boyalar) rapor
etmektedirler [21].

T. versicolor fungusu ile Amaranth boyasinin renginin giderildigi bir arastirmada,
toksisite lizerine etkiler de incelenmistir [227]. Toksik etkideki degisim Mikrotoks Sistemi
kullanilarak incelenmistir. Ortama boya eklenmeden Once de kiiltiir filtratlarinin toksik etki
gosterdigi, ancak boya ilavesinden sonra toksik etkinin arttigi bildirilmektedir. Boya ile
muamele edilmis kiiltiirde toksisite uygulama siiresince giderek azalmaktadir. Ortamda toksik
etki azalisinin renk giderimi ile paralellik gosterdigi de ifade edilmektedir. Ortamin pH’smin
degistirilmesi renk giderimi ile birlikte boyar maddenin detoksifiye edilmesini de
etkilemektedir.

Steril olmayan sartlarda, igeriginde iki ¢esit Antraquin boyasi bulunan bir hali fabrikasi
atik suyunda T. versicolor, ¢alkalamali ortamda 10 saat inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon
sonucunda boya %95 oraninda ortamdan uzaklastirilmistir [230]. Renk gideriminden sonra
hiicreden armdirilmis ortamda KOI degerinin arttig1, buna karsin Vibrio fischeri bakterisinin
kullanildig1 Mikrotoks test analizinde toksik etkide bir degisim gozlenmedigi ve bu nedenle
kullanilan fungusun ortamda toksik etkinin azalamasi ya da artmasi bakimindan bir etkisinin
bulunmadig bildirilmektedir.

Apohan ve Yesilada [231] tarafindan yiiriitiilen bir calismada Funalia trogii ve
Staphylococcus aureus iizerine iki farkli azo boyasinin (Astrazon kirmizi ve Astrazon mavi)

toksik etkisi arastirilmistir. Arastiricilar boyar maddelerin mikroorganizmalarin iiremesini
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onemli diizeyde inhibe ettigini bildirmektedir. Bununla birlikte fungus pelletleri ile 6n islemden
gecirilen boyar maddelerin toksik etkisinin azaldigi rapor edilmistir.

Tekstil fabrikasi atiksu aritim sisteminden arttmindan oncesi ve sonrasi alinan giris ve
¢ikis sular1 swiss albino fareler ve soyu bilinmeyen sicanlara agiz yolu ile uygulanmis ve erkek
hayvanlarin lireme sistemi {lizerine etkileri incelenmistir. Calisma sonucunda tekstil boyasi
atiksulariin hayvanlarda viicut agirligini %7-25 oraninda azalttig1 ve testis, epididimis, prostat
bezi ve seminal keselerin agirliginda da %2-48 oraninda azalmaya yol ag¢tig1 bildirilmektedir.
Ayrica tekstil fabrikasi atik suyu uygulanan hayvanlarin iireme organlar1 ve sperm hiicrelerinde
toplam protein, kolesterol ve toplam lipid degerlerinde de 6nemli oranda azalis saptanmustir.
Calismada histopatolojik yonden yapilan degerlendirmeler de anomalilerin gelisimini gosterir
nitelikte bulunmustur. Bununla birlikte hayvanlara verilen muamele edilmis atik suyun toksik
etkileri daha diisiik diizeyde bulunurken, disilerle eslestirilen bu hayvanlarin normal iireme
basaris1 gosterdikleri gdzlenmistir [232].

Peroksidaz enziminin sucul ortamlardan fenolik bilesikleri, aromatik aminleri ve tekstil
boyalarinin rengini giderdigi bilinmektedir. Turp peroksidazi Remazol Turkuaz mavi G’nin
rengini %59, Lanesat mavi 2R’nin rengini %94 ve tekstil atiksuyunun rengini %52 oraninda
giderdigi belirtilmektedir. Renk giderimi sonrast Daphnia manga toksisite testi yapilmis ve
enzimatik uygulamadan sonra boyar maddelerin toksikliginde bir azalma oldugu, tekstil

atiksuyunda Artemia salina testinde toksisitede bir degisim olmadigi rapor edilmistir [233].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Calismada Kullamlan Mikroorganizmalar

On c¢alismalarla cesitli funguslarin lakkaz {iretimleri agar ortaminda test edildikten sonra
en iyi iiretim yetenegi olan funguslarla caligmalar yiirtitiilmiistiir.

Bu calismada, Basidiomycetes sinifina dahil olan beyaz ciirtik¢iil funguslardan Funalia
trogii ATCC 200800 ve Trametes versicolor ATCC 200801 kullanildi. Bu funguslar Inénii
Universitesi  Fen-Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji ~Boliimii ~ Mikrobiyoloji-Biyoteknoloji
laboratuvarinda saf kiiltiir olarak muhafaza edilmektedir.

Calismada kullanilan funguslar, sabouraud dekstroz agar (SDA) plaklarinda, 30°C’ye
ayarlanmis inkiibatérde (Sanyo) 6 giin siireyle inkiibe edildi ve her 4-5 haftada bir taze
besiyerine pasajlamalar1 yapilarak devamliligi saglandi. Fungus kiiltiirleri +4°C’ de

buzdolabinda saklandi.

3.2. Cahsmada Kullamilan Funguslarin Agar Ortaminda Lakkaz Aktivitelerinin

Saptanmasi

Son konsantrasyonda 0.2 mM ABTS [2.2’-azino-bis(etilbenzthiazolin-6-sulfonik asit)
iceren SDA besiyerleri, farkli konsantrasyonlarda CuS0O4.5H,0 igerecek sekilde (0.1, 0.5, 1 ve
2 mM) hazirland1 ve petrilere dokiildii. Boliim 3.1°de belirtildigi sekilde hazirlanmis fungus
kiiltirlerinden 1 cm ¢apinda fungus diskleri kesilerek kati ortamlara ekildi ve 30 °C’de
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresince her giin misel ¢ap1 ve ABTS renk degisim capi
Olgiilerek ABTS ve bakir icermeyen kontrol gruplariyla karsilastirilmalar yapildi.

Agar plaklarindaki lakkaz aktivitesinin 6l¢iilmesi i¢in dncelikle fungus agar yiizeyinden
kazinarak uzaklastirildi. Agardan birer gram olacak sekilde tartilarak tiiplere konuldu ve
tizerlerine 4’er ml distile su eklendikten sonra ve homojenize edildi. Daha sonra lakkaz

aktivitesi belirlendi.
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3.3. Calismanin Cesitli Asamalarinda Kullanmilan Besiyerleri

Calismada kiiltiir ortam1 olarak malt 6ziitii ortami1 ve stok temel ortam (STO) kullanildi.

STO’nun igerigi Cizelge 3.1°de verilmistir.

Cizelge 3.1. Stok temel ortamin igerigi

Organik ve Inorganik Maddeler Miktar (g)
KH,PO, 0.2
CaClL.2H,0 0.1
MgS04.7H,O0 0.05
(NH4)H2PO4 0.5
FeSO4. TH0O 0.035
Glikoz 2
Maya 0ziitii 1
Distile su (ml) 1000

3.4. Cahsymada Kullanilan Beyaz Ciiriik¢iil Fungus Kiiltiirlerinin Hazirlanmas: ve

Homojenizasyonu

Yatik agarda iiretilen beyaz ¢iiriik¢iil fungus kiiltlirlerine 10 ml steril distile su eklenerek
misel siispansiyonu hazirlandi. Hazirlanan misel siispansiyonun 5 ml’si 100 ml sabouraud
dekstroz s1v1 besiyeri (SDB) igeren 250 ml’lik erlene aktarildi ve 30°C, 150 rpm’de calkalamali
etiivde (G24 Environmental incubator shaker) 5 giin inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasi

kiiltiir, homojenizator kullanilarak (Kinematica Gmbh) diisiik devirde homojenize edildi.

3.5. Calismada Kullamilan Boyar Maddeler

Boyar maddelerin lignoselliilozlu materyale tutundurulmasi ¢alismasinda tekstil
boyalarindan Astrazon mavi FGRL ve Astrazon siyah FDL kullanilirken, toksisitenin

saptanmasi amaciyla da bu boyalara ek olarak Everzol siyah Reaktif 5 (Reaktif siyah 5),
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Remazol Brillant Blue R (Reaktif mavi 19), Chrocion mavi H-EGN (Reaktif mavi 198)
kullanild.

3.6. Boyar Madde Adsorbsiyonunda Kullanilan LignoselliillozZlu Kaynaklarin

Hazirlanmasi ve Adsorbsiyon Calismasi

3.6.1. Bugday kepegi calismasi

Bugday kepegi kullanilan ¢aligsmalarda, kepekler elenerek parca biiyiikliikleri yaklagik
0.25 mm olacak sekilde hazirlandi. 250 mI’lik erlenlere 1 g olacak sekilde eklendi ve iizerlerine
50 mg/L stok Astrazon mavi veya Astrazon siyah boya cozeltilerinden 100 ml ilave edildi.
Daha sonra 30°C’de 150 rpm de 30 dakika uygulama yapildi ve boyar madde tutundurulmus
kepekler stiziilerek alindiktan sonra oda sicakliginda kurutuldu. Boyar madde tutundurulmus
bugday kepekleri lakkaz iiretim ¢alismalarinda kullanilmak iizere saklandi. Sivi kisim 6000
rpm’de 8 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatanin rengi spektrofotometrik olarak

belirlendi. Renk giderimi % olarak ifade edildi.

3.6.2. Cam kozalag: calismasi

Karacam (Pinus nigra) kozalaklar1 ¢alismasinda kozalaklar toplanarak kurutulduktan
sonra ogitiildi. Eleklerde elenerek parca biiytikliikleri 0.25-0.50 mm olacak sekilde hazirlandi
ve 250 ml’lik erlenlere birer g olarak eklendi. Daha sonra tizerlerine 50 mg/L Astrazon mavi
veya Astrazon siyah boya ¢ozeltilerinden 100 ml ilave edilerek 30°C’de 150 rpm de 30 dakika
calkalandi. Boyar madde tutundurulmus kozalaklar siiziilerek alindi ve oda sicakliginda
kurutuldu. Boyar madde tutundurulmus kozalaklar, lakkaz iiretim c¢alismalarinda kullaniimak
tizere saklandi Sivi kisim 6000 rpm’de 8 dakika santrifiij edildikten sonra siipernatanin rengi

spektrofotometrik olarak belirlendi. Renk giderimi % olarak ifade edildi.
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3.6.3. Pamuk sap1 ¢calismasi

Calismada kullanilan pamuk saplari, kabuklar1 soyulduktan sonra kiigiik pargalara
ayrildi. Kiigtltiilen pamuk saplar1 o6giitiildiikten sonra boyutlar1 yaklasik 0.25 mm olacak
sekilde hazirlandi. Son konsantrasyon 50 mg/L olacak sekilde Astrazon mavi veya Astrazon
siyah boya ¢ozeltileri hazirland1 ve 250 ml’lik erlenlere, 50 ml olacak sekilde, aktarildi. Bu
ortamlara 0.5 gr olacak sekilde pamuk saplar1 eklendi. Adsorbsiyon calismast 150 rpm
calkalama hizinda 30°C’de 30 dk strdiirtildii. Daha sonra boya tutundurulmus pamuk saplari
stiziilerek alind1 ve oda sicakliginda kurutuldu. Boyar madde tutundurulmus pamuk saplari,
lakkaz tiretim caligmalarinda kullanilmak iizere saklandi Sivi kistm 6000 rpm’de 8 dk santrifiij
edildikten sonra siipernatanin rengi spektrofotometrik olarak belirlendi. Renk giderimi % olarak

ifade edildi.

3.7. Kat1 Fermantasyon Calismalari

Bolim 3.6.1 ve 3.6.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan boya tutundurulmus ve
tutundurulmamis bugday kepegi, kozalak ve pamuk saplari, 250 ml’lik erlenlere 1.5 g,
kozalaklar ve pamuk saplar1 1g olacak sekilde eklendikten sonra otoklavda 20 dakika sterilize
edildi. Uzerlerine 10 ml STO (pamuk sap1 icin 5 ml) eklendikten sonra Boliim 3.4’de
belirtildigi sekilde hazirlanmis ve homojenize edilmis fungus kiiltiirlerinden 2 ml ekilerek statik
kosulda 30 °C’de inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun 5., 10., 15. ve 20. giinlerinde erlenlere
15’er ml distile su eklendikten sonra 30°C ve 150 rpm 2 saat ¢alkalandi. Elde edilen siiziintiide

daha sonra lakkaz aktivitesi saptandi.

3.8. Yan1 Kati Fermantasyon Cahismalari

Boliim 3.6.1°de belirtildigi gibi hazirlanan boya tutundurulmus ve tutundurulmamis
kepek ve kozalaklar 250 ml’lik erlenlere 1.5 g olacak sekilde eklendikten sonra otoklavda
20’ser dakika sterilize edildiler. Uzerlerine 15’er ml STO eklendikten sonra bdliim 3.4’de
belirtildigi sekilde {iretilmis ve homojenize edilmis fungus kiiltiirlerinden 2’ser ml ekim

yapilarak 30 °C’de statik kosulda inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun 5., 10., 15. ve 20.
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giinlerinde erlenlere 152°ser ml distile su eklenerek 30 °C ve 150 rpm de 2 saat inkiibe edildiler.

Daha sonra siiziintiilerin lakkaz aktiviteleri 6l¢ildii.

3.9. Kesikli Kiiltiirde Sivi Fermantasyon Calismalari

Steril edilmis 50 ml STO ya da malt 6ziitii iceren 250 ml’lik erlenlere, Boliim 3.4’de
belirtildigi sekilde hazirlanan 5’er ml homojenize fungus ekildi. 30 °C’de ve 150 rpm’de 15 giin

inkiibasyona birakildi. Steril kosullarda 6rnek alinarak lakkaz aktivitesi belirlendi.

3.10. Kesikli Kiiltirde Sivi Fermantasyon Ortamn Olarak Malt Oziitii Besiyerinin
Kullanmildig1 Caliymalar

3.10.1. Kepek eklenmesi

Homojenize fungus kiiltiirlerinden 5’er ml olacak sekilde 50 ml steril malt 6ziitii iceren
250 ml’lik erlenlere ekildi. Daha sonra bolim 3.6.1°de belirtildigi sekilde hazirlanan boya
tutundurulmusg ve tutundurulmamis kepeklerden 1’er g olacak sekilde calisma planmna gore,
baglangicta veya 4. giinde olmak tizere kiiltiirlere eklenerek 30 °C ve 150 rpm’de 15 giin inkiibe

edildi. Her giin steril kosullarda 6rnek alinarak lakkaz aktivitesi belirlendi.

3.10.2. Bakir eklenmesi

50 ml malt 6ziitii besiyeri iceren 250 ml’lik erlenlere son konsantrasyonu 0.5 mmol
olacak sekilde CuSO4.5H,0O eklendi ve bolim 3.4°de belirtildigi sekilde hazirlanan fungus
kiiltiirlerinden 5’er ml ekilerek iiretime birakildi. Caligmada ayrica iiretim basladiktan sonra
bakirin lakkaz {iretimine olasi etkisini test etmek amaciyla inkiibasyonun 4. giiniinde bakir
icermeyen besiyerine son konsantrasyonda 0.5 mmol CuSO4.5H,0 olacak sekilde eklendi ve 30
°C ve 150 rpm’de 15 giin inkiibe edildi. Steril kosullarda Ornek alinarak lakkaz aktivitesi

belirlendi.
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3.11. Aljinat Jele Tutuklanms Fungus Calismalari

3.11.1. Aljinat jele tutuklama

T. versicolor veya F. trogii Bolim 3.4.’de belirtildigi sekilde STO’da iiretilerek, %1°lik
aljinat ¢ozeltisiyle (w/v) karistirildiktan sonra diisiik devirde homojenize edildi. Bu ¢ozelti, 0.1
mol CaCl, ¢ozeltisine pastdr pipeti ile damlatilarak tutuklama gerceklestirildi. Tutuklama
islemi sonrasi tutuklanmis olan funguslar serum fizyolojik c¢ozeltisi igerisinde 1-2 saat
bekletildi. Tutuklanmis hiicreler steril distile su ile yikandiktan sonra SDB besiyerinde 24 saat
inkiibe edildi [234]. Inkiibasyon sonrasi tutuklanmus hiicreler siiziildii ve tartilarak steril

kosullarda ortamlara eklendi.

3.11.2. Funguslar1 aym aljinat jel icerisinde tutuklama

T. versicolor veya F. trogii Bolim 3.4.’de belirtildigi sekilde STO’da {iretilerek esit
miktarda alinip, %1°lik aljinat ¢ozeltisiyle w/v karistirildiktan sonra diisiik devirde homojenize
edildi. Bu ¢ozelti, 0.1 mol/L CaCl, c¢ozeltisine pastdr pipeti ile damlatilarak tutuklama
gergeklestirildi. Tutuklama islemi sonrasi tutuklanmig olan funguslar serum fizyolojik ¢ozeltisi
icerisinde 1-2 saat bekletildi. Tutuklanmis hiicreler steril distile su ile yikandiktan sonra SDB
besiyerinde 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon sonras1 tutuklanmis hiicreler siiziildii ve tartilarak

steril kosullarda ortamlara eklendi.

3.11.3. Tutuklanms hiicrelerinin Kkesikli siirecte lakkaz iiretimine bakirin etkisi

Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor ve F. trogii hiicreleri 50 ml malt 6ziitii iceren 250
ml’lik erlenlere steril kosullarda eklendi. Calisma planina gore inkiibasyonun baslangicinda
veya 4. gliniinde son konsantrasyonda 0.5 mmol olacak sekilde CuSO4.5H,0 ilave edilerek 30
°C ve 150 rpm’de 10 giin inkiibe edildi. Her iki giinde bir steril kosullarda 6rnek alinarak lakkaz

aktivitesi belirlendi.
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3.11.4. Ayn jellerde tutuklanms T. versicolor ve F. trogii karisik kiiltiirlerinde bakirin

lakkaz iiretimine etKkisi

Tutuklanms 7. versicolor ve F. trogii hiicreleri ile karigik kiiltiir hazirland1 ve 50 ml
malt 6ziitii iceren 250 ml’lik erlenlere eklendi Calisma planina gore, son konsantrasyon 0.5
mmol olacak sekilde CuSO4.5H,0 baslangigta veya 4.giinde ilave edilerek 30 °C ve 150 rpm’de

10 giin inkiibe edildi ve daha sonra lakkaz aktivitesi belirlendi.

3.11.5. Aym jel icerisinde tutuklanmms T. versicolor ve F. trogii karisik Kiiltiirlerinde

bakirin lakkaz iiretimine etkisi

Boliim 3.11.2°de belirtildigi sekilde hazirlanan tutuklanmis hiicreler, 50 ml malt 6ziitii
iceren 250 ml’lik erlenlere eklendi Calisma planina gore, son konsantrasyon 0.5 mmol olacak
sekilde CuSO4.5H,0 baslangigta veya 4.giinde ilave edilerek 30 °C ve 150 rpm’de 10 giin

inkiibe edildi ve daha sonra lakkaz aktivitesi belirlendi.

3.12. Fungus Uretilmis Kompostta Lakkaz Aktivitesinin Arastirilmasi

Agaricus bisporusun {iretildigi atik kompost ortamindan alinan kati 6rnekler, uygun
miktarda distile suyla karstirildiktan sonra, 30°C ve 150 rpm’de 5 saat galkalandi. Bu siire
sonunda karisim siiziilerek, 10.000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi ve siipernatanda lakkaz

aktivitesi belirlendi.

3.13. Lakkaz Enziminin Sicakhk Kararhhg:

Malt oziitii besiyerinde tiretilmis F. trogii ve T. versicolor kiiltiir sivilarindaki lakkaz
enzimlerinin sicaklik kararliligini saptamak i¢in enzim kaynaklar1 20, 30, 40, 50, 60 ve 70°C’de

inkiibe edildi ve 0., 5. ve 24. saatlerde enzim aktivitesi saptandi
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3.14. Ham Kiiltiir Filtratlariyla Boyar Maddelerin Renginin Giderimi

Baglangigta, her boyanin maksimum absorbans dalga boyu saptandi. Yikim g¢alismasi
icin boyalar Boliim 3. 9’da belirtildigi sekilde hazirlanarak, iiretilen funguslarin hiicre dist
sivilart 2/8 (v/v) oraninda boya ¢dzeltileriyle (50 mg/L) karistirilip, renk degisimi belirli
araliklarda izlendi. Her boyanin islem sonrasi renk degisimi maksimum dalga boyunda
(Astrazon mavi FGRL: 601 nm, Astrazon siyah FDL: 601 nm) spektrofotometre (UV-1601
Schimadzu) kullanilarak 6l¢iildii. Renk degisimi kontrole karst % renk giderimi olarak ifade
edildi.

3.15. Ticari Lakkazla Boyar Maddelerin Renginin Giderimi

Ticari lakkaz (Biochemika, 53738) aktivitesi 26.8 U/ml olacak sekilde hazirlandiktan
sonra, konsantrasyonlar1 50 mg/L olan boya cozeltileri ile 2/8, (v/v (enzim/boya)) oraninda
karigtirildi. Boylece karisimdaki son aktivite 5.36 U/ml oldu. Her boyanin islem sonrasi renk
degisimi maksimum dalga boyunda spektrofotometrik olarak ol¢iildii. Renk degisimi kontrole

kars1 % renk giderimi olarak ifade edildi.

3.16. Protein Elektroforezi

Lakkaz enziminin molekiiler agirligit SDS-poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)
ile saptandi. SDS-PAGE’de %10 ayirma jeli ve % 4 sikistirma jeli ve protein standartlar
kullanildi. SDS-PAGE elektroforezi sonrasi bandlar Coomassie Brillant Blue R-250 ¢6zeltisi ile

boyanarak proteinlerin molekiiler agirliklar1 saptandi [249].

39



3.17. Analizler

3.17.1. Ham Kkiiltiir filtrati veya ticari lakkazla muamele edilmis boyar maddelerin

toksisite degisiminin Mikrotoks yontemiyle analizi (Mikrotoks Toksisite Testi)

Bolim 3.14 ya da 3.15°de belirtildigi sekilde hazirlanan 6rneklerin ve kontrol
gruplarinin  Mikrotoks toksisite tayini, Analyzer 500 (SDI, ABD) cihazinda Basic test

protokoliine gore yapildi.

3.17.2. Kiiltiir ortamindaki lakkaz aktivitesinin ol¢iimii

Lakkaz aktivitesinin saptanmasi i¢in ABTS [2.2’-azino-bis(etilbenzthiazolin-6-sulfonik
asit] substrat olarak kullanildi. Enzim aktivitesinin 6l¢iimiinde 833l sodyum asetat tamponu
(pH 5), 100 pul ABTS ve uygun miktarda enzim igeren kiiltiir sivis1 icerecek sekilde reaksiyon
karistmi  hazirlandi  [119]. Enzim aktivitesi 420 nm dalga boyuna ayarlanmis
spektrofotometrede 1 dakikada olusan absorbans degisimi olarak belirlendi ve U/ml cinsinden

ifade edildi.

3.18. istatistiksel Analizler

Enzim aktivitesinin hesaplanmasinda ve ortalama alinarak standart sapmanin

belirlenmesinde SPSS programi (SPSS Inc. USA) kullanildi.
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Funguslarin Sabouraud Dekstroz Agar Ortaminda Lakkaz Aktivitesi

Cesitli funguslarin lakkaz {iretiminin kat1 ortamda 6n testi miimkiindiir. Calismada, bu
amagla Sabouraud dekstroz agar (SDA) kati ortami kullanilmis ve bu ortamda c¢esitli
funguslarin lakkaz aktivite degisimi incelenmistir. Bunun igin laboratuarimizda bulunan ve
cevreden izole edilen ¢esitli beyaz ¢iiriik¢iil funguslarin lakkaz aktivite degisimi Oncelikle kati
ortamda arastirilmis ve bu funguslarin igerisinde de en yiiksek lakkaz aktivite zonu F. trogii ve
T. versicolor ile saptandigindan, tez calismalarinin bu iki fungus ile siirdiiriilmesine karar

verilmistir (Sekil 4.1).

F. trogii P. chrysosporium

Sekil 4.1. SDA+ABTS ortamlarinda iireyen funguslarda lakkaz varliginin makroskobik

belirlenmesi

Lakkaz iiretimi, veratril alkol, guaikol, 2,5 ksilidin, ABTS, ferulik asit gibi maddelerle
indiiklenebilir [89, 121, 221]. Bakirin da lakkaz iiretimini artirdigina yonelik ¢aligmalar vardir
[64, 90, 235]. Bakir eklenmesi, hem lakkaz tiretiminin erken baslamasina yol agmakta hem de
iiretimi indiiklemektedir [64, 221].

Calismada agar ortamina farkli konsantrasyonlarda eklenen bakirin ve ayrica ABTS’ nin

lakkaz tiretimine etkisi arastirildi. Son konsantrasyonda 0.1, 0.5, 1.0 ve 2.0 mM olacak sekilde
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hazirlanan CuSQy4. 5H,O steril sartlarda agar ortamina eklendi ve fungusun petri kabini
tamamen doldurdugu yedinci giinde 6rnekler aliarak enzim aktivitesi saptandi.

ABTS igeren ve icermeyen SDA ortamlarinda F. frogii ile benzer enzim aktivite
degerleri saptanirken, ortama bakir eklenmesi enzim aktivitesini indiiklemistir. En yiiksek
aktivite 2 mM bakir igeren ortamda 0.7 U/ml olarak saptanmistir (Sekil 4.2).

Birhanli ve Yesilada [119] F. trogii ve T. versicolor’la SDA ortaminda yaptiklari
bliylime testinde bakirin, 0.1-10mM konsantrasyonlarda etkisine bakmislar ve 2 mM’dan daha

yiiksek konsantrasyonlarda biiylimeyi inhibe ettigini belirtmislerdir.

0,8 -

0,6 -

0,4 -

0,2 4

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

SDA ABTS 0,ImMCu 0,5SmMCu 1ImMCu 2mMCu

Sekil 4.2. F. trogii’nin SDA, SDA+ABTS ve farkli konsantrasyonlarda bakir igeren SDA
ortamlarinda lakkaz aktivitesi

Benzer olarak, bakir iceren SDA ortaminda iiretilen 7. versicolor’un lakkaz iiretimi
indiiklenmistir (Sekil 4.2). ABTS nin ise agar ortaminda enzim iiretimi agisindan pozitif bir
etkisi gozlenmemistir. Bakir ve ABTS nin her iki fungusta da agar ortaminda benzer etkileri

gosterdigi gozlenmistir (Sekil 4.2.ve 4.3).
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Sekil 4.3. T. versicolor un SDA, SDA+ABTS ve farkli konsantrasyonlarda bakir iceren SDA
ortamlarinda lakkaz aktivitesi

Calismanin bu kisminda gesitli funguslarin agar ortaminda izleme yontemiyle lakkaz
aktiviteleri arastirilmis ve F. trogii ve T. versicolor en iyi lakkaz iireticisi olarak saptandigindan

bundan sonraki ¢alismalara F. trogii ve T. versicolor ile devam edilmistir.

4.2. Boyar Madde Tutundurulmus Lignosellulozlu Kat1 Substrat Ortaminda F. trogii ve

T. versicolor’un Lakkaz Aktivite Degisimi

Tez c¢alismasinda birka¢ hedef birden olusturulmustur. Bunlardan birisi yiiksek lakkaz
tiretimiyken, bir digeri de lakkaz {iretimi siirecinde tekstil boyalarin neden oldugu cevre
kirliligi olasiliginin azaltilmasidir. Yani ¢evre kirliligi potansiyeli olan maddelerin
degerlendirme siirecinde giderimidir.

Tekstil, boya ve bunun gibi fabrika atiksularinda bulunan boyar maddelerin giderimi ¢evre
ve insan saghgl acisindan biiylikk Onem tasimaktadir. Boyar maddelerin gideriminde
uygulanabilecek yontemlerden biri de sorbsiyondur. Bu amagla sorbent olarak bir¢ok madde
kullanilmaktadir. Fakat bu sekilde sivi ortamdan boyar maddelerin uzaklastirilmasi sorunun
sadece bir boliimiinii ¢6zmektedir. Boyar maddeler cesitli maddelere adsorbe edildikten sonra,
karsimiza boyar madde tutundurulmus atik problemi ¢ikmaktadir. Bu amagla ¢alismanin bu

boliimiinde lignoselulozlu maddeler boyar madde adsorbe etmek i¢in kullanilmis ve boya
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tutundurulmus bu maddelerin ¢esitli iiretim siireclerinde lakkaz enziminin iiretimi amaciyla
degerlendirilme olasilig1 aragtirilmisgtir.

Sorbsiyon isleminde boyar maddenin baslangi¢c konsantrasyonu, sorbentin yapisi ve parca
bliytikliigii, ortamin sicakligi ve pH gibi faktorler rol oynamaktadir [236] Laboratuarimizda
yapilan caligmalarla optimum sartlar belirlenmis ve adsorbsiyon islemleri buna gore
yuriitilmiistiir.

Lakkaz ¢esitli boyar maddeleri yikabilmekte ve rengini giderebilmektedir [7, 61, 92,
207, 210]. Bu agidan bakildiginda funguslarin bu tip subtrat ortaminda hem lakkaz
tiretebilmeleri hem de ortamda bulunan boyar maddeleri yikabilmeleri olasidir. Bu nedenle
calismanin bu boliimiinde ¢esitli lignoselulozik maddeler adsorban olarak kullanilmis ve boya

adsorbe edilmis kaynagin, enzim iiretiminde kullanilma olasilig1 test edilmistir.

4.2.1. Kepek Kat1 Ortamm

Bolim 3.6.1 de belirtildigi sekilde, boyar maddelerin adsorban olarak kepege
tutundurulmasi gerceklestirilmistir. Bu siirecte %90 renk giderimi elde edilmistir. Daha sonra
bugday kepegiyle deney diizenegi hazirlanmis boya adsorbe edilmemis kontrol, Astrazon mavi
ve Astrazon siyah boyalari tutundurulmus bugday kepegi kati ortamlarina funguslar ekilmistir
[sekil 4.6].

T. versicolor ile yiiriitiillen ¢aligmalarda en yiiksek lakkaz aktivitesi boya igermeyen
kontrol grubunda 10. giinde 8.57 U/ml, Astrazon mavi tutundurulmus kepek uygulamasinda 20.
giinde 3.26 U/ml ve Astrazon siyah tutundurulmus kepek uygulamasinda 10. giinde 4.39 U/ml
olarak saptanmigtir. Kontrol grubunda aktivite, boya tutundurulmus ortamlardakine gore
yaklasik iki kat daha fazladir (Sekil 4.4). Bunun nedeni, boyanin misel gelisimini inhibe etmesi
olabilir. Bu tip boyar maddelerin mikroorganizma gelisimi iizerine negatif etkisi rapor
edilmistir [231].

Misel gelisimi ve buna bagli olarak lakkaz tiretimi ortam nemi ile iliskilidir. Sekil 4.3°de
de goriildigi {izere, 20. giinde aktivite 15. giinden daha fazladir. Bu durum ise, asir1 kuruma

olmasi nedeniyle erlenlerin tekrar 2ml SBM ile nemlendirilmis olmasi ile agiklanabilir.
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Sekil 4.4. T. versicolor’da boyar madde adsorblanmis kepek ile hazirlanmig kat1 fermantasyon
siirecinde lakkaz tiretimi

F. trogii ile yliriitiilen ¢aligmalarda kontrol grubu, Astrazon mavi ve Astrazon siyah
tutundurulmus kepek ortamlarinda sirasiyla 10. giinde 3.23 U/ml, 15. giinde 3.22 U/ml 10.
giinde 2.78 U/ml olarak saptanmustir. Sekil 4.5°de de goriildiigii gibi, kontrol grubu ve boyar
madde tutundurulmus gruplar arasinda 5. ve 10. gilinlerde lakkaz iiretimi agisindan 6nemli bir
fark gozlenmemistir. Bununla birlikte boyar madde iceren kepekle hazirlanmis ortamda 2-3

U/ml lakkaz aktivite degerine ulagilmistir.

4 - —l— kontrol
—2x— Astrazon Mavi
3 A —O— Astrazon Siyah

Lakkaz Aktiviesi (U/ml)
[\*)

0 T T T 1
5 10 15 20

Zaman (Giin)

Sekil 4.5. F. trogii ile, kepek iceren kat1 substrat fermantasyon siirecinde lakkaz tiretimi
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Sonuglar kepek iceren kati ortamda oldukca yiiksek lakkaz aktivitesi elde
edilebilecegini gostermektedir. Daha da Onemlisi boya gideriminde absorban madde olarak
kullanilacak bu tip katt maddelerin ikinci bir islemde; enzim iiretmek amaciyla
degerlendirilebilecegini de gostermistir. Bu tip islemle son yillarda yogun olarak test edilen kat1

fermantasyon siireci, olasi ¢evre kirliligi riskini de azaltabilecektir [64, 212, 237].

Sekil 4.6. Boyar madde adsorblanmig kepek kati substrat fermantasyonu siirecinde renk
giderimi

4.2.2. Kozalak kat1 ortam
Kozalaklarinin adsorban madde olarak kullanildigi ¢alismada her iki boyar madde de
yaklasik %70 oraninda giderilmistir. Kontrol ve boyar madde tutundurulmus kozalaklarla kati

ortamlar hazirlanmis, F. trogii ve T. versicolor bu ortamlarda iiretilmis ve 10. giinde lakkaz

aktivitesi saptanmistir (Sekil 4.7). Bu ortamda elde edilen en yiiksek enzim aktivitesi kontrol
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ortaminda 7. versicolor ile 1.10 U/ml dir. Boyar madde igeren substratlarla hazirlanan
ortamlarda 7. versicolor ile 0.8 U/ml’nin lizerinde lakkaz degerine ulasilmistir. F. trogii’de
makroskobik olarak izlenen misel gelisimi, kozalak kat1 ortaminda yavas ve az olmustur. F.

trogii’nin lakkaz aktivitesinin, 7. versicolor’a gore daha diisiik olmasinin nedeni bu olabilir.

1,6

1,2 1

0,8
B .
0 : : :

T.v kontrol T.vsiyah T.v mavi F.t kontrol F.t siyah F.t mavi

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

Sekil 4.7. T. versicolor ve F. trogii ile kozalak iceren ortamda kat1 substrat fermantasyonu
stirecinde lakkaz tiretimi

4.2.3. Pamuk Sap1 Kati Ortamm

Parga biiyiikliikleri yaklasik 0.25 mm olarak hazirlanan pamuk saplari, Bolim 3.5.3°de
belirtildigi sekilde boya adsorblamasinda kullanilmigtir. Astrazon mavi boyasi %98 ve Astrazon
siyah boyasinin rengi %99 oraninda giderilmistir.

Boyar madde tutundurulmamis (kontrol) tutundurulmus pamuk sapi ile kurulan kati
substrat ortamlarinda F. trogii ve T. versicolor ile ¢alisiimistir. Inkiibasyonun 5. 10. 15. ve 20.
giinlerinde lakkaz aktivitesi saptanmustir. 7. versicolor’la yiirlitiillen ¢aligmalarda en yiiksek
lakkaz aktivitesi 5. giinde kontrol, Astrazon mavi ve Astrozon siyah gruplarinda sirasiyla 0.2

U/ml, 0.11 U/ml ve 0.12 U/ml olarak saptanmustir (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. T versicolor ile pamuk sap1 i¢eren kati substrat fermantasyonu siirecinde lakkaz
tretimi

F. trogii ile yapilan calismalarda ise en yiiksek aktivite kontrolde 5. giinde 0.61 U/ml,
Astrazon siyah tutundurulmus ortamlarda 10. giinde 0.67 U/ml ve Astrazon mavi

tutundurulmus ortamlarda 15. giinde 0.73 U/ml olarak elde edilmistir (Sekil 4.9).
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Sekil 4.9. F. trogii nin boyar madde adsorblanmis pamuk sapi ile hazirlanan kati fermantasyon

siirecinde giinlere bagl lakkaz iiretimi

Calismalar, boyar madde adsorbe edilmis kati maddenin kati fermantasyon siirecinde
lakkaz iiretimi i¢in degerlendirilebilecegini de gostermektedir [Sekil 4.10]. Lignoselulozlu kati

maddeler, funguslarin dogal habitatlarina benzedikleri i¢in bu gibi ortamlarda rahatca
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tireyebilirler [80]. 7. versicolor’un bugday samani, odun kabugu, fistik kabugu kullanilan kati
ortamlarda iireyerek, yiiksek lignolitik enzim ftrettigi Libra tarafindan rapor edilmistir [80].
Cauto ve arkadaslar1 da [238] cesitli tarimsal substratlarin, kati fermantasyonunda lignolitik

enzim iretiminde basariyla kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Sekil 4.10. Astrazon siyah adsorblanmis pamuk sap1 kat1 ortaminda bolgesel renk giderimi.

4.3. F. trogii ve T. versicolor’un Boyar Madde Absorblanmis Cesitli Lignosellulozlu

Substrat i¢eren ortamlarda YariKati Fermantasyonla Lakkaz Uretimi

4.3.1 Kepek Uygulamasi

T. versicolor ile yapilan calismada tim gruplarda en yiiksek aktivite 20. gilinde
bulunmustur. Kontrol grubunda 20. giinde 6.8 U/ml, Astrazon mavisi adsorbe edilmis kepek
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iceren ortamda 4.0 U/ml ve Astrazon siyah boyasi adsorbe edilmis kepek iceren ortamda ise

3.78 U/ml aktivite saptanmistir (Sekil 4.11).

10 —a— Kontrol
—/\— Astrazon mavi
87 —O— Astrazon siyah

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

Zaman (Giin)

Sekil 4.11. T. versicolor ile boyar madde adsorblanmis bugday kepegi ortaminda yari kati
fermantasyon siirecinde lakkaz tiretimi

F. trogii ile de yiiksek aktivite degerlerine ulagilmigtir. Astrazon siyahi adsorbe edilmis
kepek iceren yar1 kat1 ortamda 10. giinde 4.0 U/ml’ye ulagan 6nemli bir aktivite degeri elde
edilmistir. Astrazon mavisi adsorbe edilmis kepek igeren kiiltiirde de 15. giinde 3.0 U/ml’nin
iizerinde aktivite saptanmustir (Sekil 4.12). Yar1 kat1 kepek ortaminda yapilan ¢alismalarda, 7.
versicolor un kontrol grubunda elde edilen aktivite degeri F. frogii’nin kontrol grubunda elde
edilen degere gore daha yiiksekken, diger gruplardan elde edilen sonuglar arasinda énemli bir

farkliligin bulunmadig1 da saptanmustir.
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Sekil 4.12. F. trogii ile boyar madde adsorblanmis bugday kepegi ortaminda yar1 kati
fermantasyon siirecinde lakkaz iiretimi
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4.3.2. Kozalak Uygulamasi

Boya adsorbe edilmis veya edilmemis kozalak i¢eren ortamlarda, 7. versicolor igin en
yiiksek aktivite 15.giinde saptandi. Kontrol i¢in 15. glindeki aktivite degeri 2.3 U/ml olarak
saptanirken, Astrozon mavi adsorbe edilmis kozalak iceren yar1 kat1 kiiltiirde 1.10 U/ml ve

Astrozon siyah adsorbe edilmis kiiltiirde 0.94 U/ml aktivite degeri saptanmistir (Sekil 4.13).
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Sekil 4.13. T. versicolor ile kozalak igeren ortamda yar1 kat1 fermantasyon siirecinde lakkaz
tiretimi

F. trogii ile yiritilen ¢alismada kontrol i¢in 10.giinde 1.15 U/ml, Astrazon mavi
adsorbe edilmis kozalak i¢eren kiiltiirde 15.glinde 0.36 U/ml ve Astrazon siyah adsorbe edilmis
kozalak igeren kiiltiirlerde 15.giinde 0.44 U/ml olarak saptanmistir (Sekil 4.14).

Bu ortamda, kepek ortamina gore daha diisiik aktivite elde edilmistir. Kepegin kozalaga
gore daha iyi bir besin kaynagi gorevi gormesi, bunu saglayabilir. Bugday kepegi sadece fungus
miselleri i¢in mekanik destek olusturarak iiremeyi etkilemez [239]. Aym1 zamanda yiiksek
miktarda ferulik, vanilik ve kumarik asit gibi fenolik bilesikler igermesi lakkaz aktivitesinin

artmasinda etkilidir [238, 240].
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Sekil 4.14. F. trogii’de kozalak iceren ortamda yar1 kat1 fermantasyon siirecinde lakkaz iiretimi

Kozalak kullanilan kat1 ve yarikati ortam arasindaki aktivite karsilastirildiginda, yari
kat1 ortamdaki lakkaz aktivitesinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Bu durumun, ortamdaki
besin miktarindan ve serbest su miktarindan kaynaklanmis oldugu diisiiniilebilir. Kat1 ve yar1
kat1 fermantasyon ortamlarinin avantajlar1 karsilastirildiginda, yiiksek verim diisiik enerji
ihtiyact ve atiksu ¢ikisinin olmamasi nedeniyle, lakkaz iiretimi igin, kat1 fermantasyonu daha

avantajli yaptig1 belirtilmektedir [241].

4.4. Sivi1 Kiiltiir Calismalar:

4.4.1. Kepek eklenmis s1v1 kiiltiir

Calismalarin bu boliimde kesikli kiiltiirde sivi kiiltiir caligmalart yapilmis ve ek katki
maddesi olarak kullanilan kepegin lakkaz iiretimi iizerine etkisi test edilmistir. Bu amagla
iiretimin baslangicinda ve ayrica iireme basladiktan sonra 4. giinde besiyerlerine/kiiltiirlere
kepek eklenmistir.

T. versicolor ile yiiriitiilen sivi fermantasyon calismalarinda kepek eklenmesi enzim
tiretimini indiiklemistir. 7. versicolor’da ortama baslangigta kepek eklenmesi, dordiincii giinde
ortama kepek eklenmesine gore daha yiiksek bir aktiviteye neden olmustur. Boya

tutundurulmamis kepek eklenmis kiiltiirlerde de yiiksek bir enzim aktivitesi elde edilebilmistir
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(Sekil 4.15). Uremenin baslangicinda kepek eklenen calismalarda, kepek eklenmemis kontrol
kiiltiiriinde en yiiksek aktivite 8. giinde 0.6 U/ml, boyasiz kepek kiiltiiriinde 9. giinde 2.9 U/ml,
Astrazon mavisi eklenmis olan kepekli kiiltiirde 6. glinde 2.3 U/ml ve Astrazon siyahi eklenmis

olan kepekli kiiltiirde ise 6. glinde 2.6 U/ml olarak bulumustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15. Baslangicta kepek iceren ve icermeyen (kontrol) 7. versicolor sivi kiiltiirlerinin

lakkaz aktivite degisimi

Uremenin 4. giiniinde kepek eklenmis kiiltirde, boya tutundurulmus ve
tutundurulmamis kepek ve kepeksiz kontrol kiiltiirlerinden elde edilen bulgulara gore en yiiksek
aktivite; kontrol kiiltiiriinde 6. giinde 0.82 U/ml, boyasiz kepek kiiltiiriinde 11. giinde 2.63
U/ml, Astrazon mavisi eklenmis olan kepekli kiiltiirde 15. giinde 0.7 U/ml ve Astrazon siyahi
eklenmis olan kepekli kiiltiirde ise 14. giinde 0.82 U/ml olarak bulmustur (Sekil 4.16).

F. trogii siv1 kiiltiir ortamina tiretimin basinda kepek eklenmesi, kepek eklenmemis sivi
kiiltiir ortamina (kontrol), gore lakkaz iiretimini 6nemli oranda indiiklemistir. Sekil 4.17°den
izlenebilecegi gibi boya tutundurulmamis kepek, baslangictan itibaren lakkaz iiretimi {izerine

olumlu etki yapmustir.
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Sekil 4.16. Uretimin 4. giiniinde kepek eklenmis 7. versicolor sivi1 kiiltiirlerinin lakkaz aktivite
degisimleri

Boya tutundurulmamis ve tutundurulmus kepegin baslangicta eklenmesi 6. gilinden
itibaren kontrole gore lakkaz aktivitesi iizerine pozitif etki gostermistir (Sekil 4.17). Kontrol
kiiltiirde en yiiksek aktivite 8. glinde 0.76 U/ml, boya tutundurulmamis kepek igeren kiiltiirde 9.
giinde 2.4 U/ml, Astrazon mavi boyasi tutundurulmus kepek igeren kiiltiirde 8. glinde 2.52 U/ml
ve Astrazon siyah boyasi tutundurulmus kepek iceren kiiltiirde 8. giinde 2.52 U/ml olarak
saptanmustir (Sekil 4.17).

Bulgulardan goriilecegi iizere, ortama kepek eklenmesi lakkaz aktivitesi lizerine olumlu
etki yapmustir. Kepek eklenmesine bagli olarak 2 tiir etkiden bahsedilebilir; kepek,
mikroorganizmalar i¢in kismi tutunma ylizeyi olusturabilir ve ayrica kepek, ek besin kaynagi
gorevi gorebilir. Kepegin yapisinda bulunan fenolik bilesikler [240] ve seluloz [64] hemiseluloz
gibi karbonhidratlarin yikilmasiyla olusan veratril alkol, lakkaz iiretimini indiiklemis olabilir
[241]. Astrazon mavi ve Astrazon siyah boyalar1 tutundurulmus kepek eklenmesi durumunda
da, kepek eklenmemis sivi kiiltiir ortamina gore lakkaz aktivitesi lizerine pozitif etki

gozlenmistir.
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Sekil 4.17. Baslangicta kepek iceren ve kepek icermeyen (kontrol) F. trogii sivi kiiltiirlerinin
lakkaz aktivite degisimi
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Sekil 4.18. Uretimin 4. giiniinde kepek eklenmis F. trogii siv1 kiiltiirlerinin lakkaz aktivite
degisimleri

Uretimin 4. giiniinde boya tutundurulmus ve tutundurulmamis kepeklerin eklenmesi, 5.
giinden itibaren lakkaz iiretimini indiiklemistir. Kontrol grubunda en yiiksek aktivite 11. glinde
0.76 U/ml, boya tutundurulmamis kepek eklenen grupta 8. giinde 2.71 U/ml, Astrazon mavisi
grubunda 9. giinde 2.64 U/ml ve Astrazon siyahi grubunda 10.giinde 2.40 U/ml olarak elde
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edilmistir (Sekil 4.18). Siv1 fermantasyon siirecinde boya tutundurulmus kepeklerin renginin
acildigr gozlenmektedir (Sekil 4.19). Bu da boyar maddelerin bu siiregte yikildigim

gostermektedir.

Sekil 4.19. Boyar madde tutundurulmus kepek eklenen sivi fermantasyon ortaminda renk
degisimi

4.5. Stok Temel Ortam ve Malt Oziitii Ortaminda Lakkaz Uretimi

Bu c¢alismada fungus iiretiminde siklikla kullanilan iki farkli besiyerinde lakkaz
tretiminin karsilastirllmas1 amaglanmistir. Calisma kesikli kiiltiirde ¢alkalamali olarak
yiiriitiilmiis ve bakirin bu ortamlarda lakkaz tiretimine etkisi arastirilmistir (Cizelge 4.1).

Malt 6ziiti kullanilan fermantasyon ortaminda 7. versicolor kontrol grubu ve bakir
eklenmis olan grupta en yiiksek lakkaz aktivitesini 10. giinde sirasi ile 0.64 U/ml ve 3.4 U/ml
olarak gostermistir. STO kontrol grubunda ise en yiiksek aktivite 10. giinde 0.47 U/ml olarak
saptanirken, bakir eklenen kiiltiirlerde en yiiksek aktivite 6. giinde 2.95 U/ml olarak
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bulunmugstur. 7. versicolor ile malt 0ziiti ortaminda ise daha yiliksek lakkaz aktivitesi

degerlerine ulagilabilmistir.

Cizelge 4.1.. T. versicolor ve F. trogii’nin STO ve malt 6zii besiyerlerinde (MOB) elde edilen
en yliksek lakkaz aktivitesi

MOB STO
Funguslar Kontrol Bakir eklenmis Kontrol Bakir eklenmis
Lakkaz aktivitesi (U/ml) Lakkaz aktivitesi (U/ml)
T. versicolor 0.64 34 0.47 2.95
F. trogii 0.67 25 0.13 5.95

F. trogii kontrol grubunda malt 6ziitii besiyerinde en yiiksek lakkaz aktivitesi 2. glinde
0.074 U/ml, 6. giinde ise 0.67 U/ml olarak saptanirken, bakir igeren ortamda baslangigta 0.22
U/ml olan aktivite, 10. giinde yiiz katindan daha fazla artis gostererek yaklasik 25 U/ml
diizeyine ulagmistir (Sekil.4.21). STO’da ise, kontrol grubunda aktivite ¢ok diisiik diizeyde
saptanmis olup, en yiiksek aktivite 10. giinde 0.13 U/ml olarak saptanmigtir. Bakir eklenen
grupta baslangicta 0.017 U/ml olan aktivite, giderek artis gostermis ve 10. giinde 5.95 U/ml
diizeyine erigmistir (Cizelge 4.1).

Sonuglar degerlendirildiginde, malt Oziitii besiyerinde daha yiiksek lakkaz iiretimi
yapilabilecegi gozlenmistir ve devam eden calismalarda bu ortamin kullanilmasina karar

verilmistir.

4.6. Kesikli Kiiltiirde Lakkaz Uretimine Bakirin Etkisi

Kesikli tliretim siirecinde lakkaz liretimine bakirin etkisi malt 6ziitii besiyerinde test edildi

ve bir grup kiiltire baslangigta, diger bir grup kiiltiire ise liretimin 4. giiniinde 0.5 mM

(CuS04.5H,0) eklenerek arastirmalar yiiriitiilmiistiir.
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T. versicolor’da baglangigta Cu eklenmesi {iretim lizerine pozitif bir etki yapmis ve 12.
giinde en yiiksek aktivite 4.9 U/ml olarak bulunmustur. Dérdiincii giinde ortama bakir eklenen
kiiltiirlerde ise lakkaz aktivitesi yine 12. giinde 4.3 U/ml olarak saptanmistir (Sekil 4.20).
Kesikli kiltiirlerin lakkaz tiretimine bakir eklenmesinin olumlu etkisi oldugunu bu sonuglar

1s181nda sdyleyebiliriz.

7 7 —— Kontrol
—/\— Baslangicta bakir
—O—4.giin bakir

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

Zaman (Giin)

Sekil 4.20. T. versicolor’un bakir siilfat igeren malt 6ziitli ortaminda iiretimi siirecinde lakkaz
aktivitesi

Baslangicta bakir eklenmis F. trogii kiiltlirlerinde en yiiksek lakkaz aktivitesi 8. giinde
16.6 U/ml olarak saptanirken, ortama 4. giinde bakir eklenmis olan kiiltiirlerde en yiiksek
aktivite 10. giinde 15.1 U/ml olarak bulunmustur. Kontrol grubunda ise en yiiksek aktivite 10.
giinde 3.55 U/ml olarak saptanmustir (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. F. trogii’nin bakir siilfat iceren malt 6ziitli ortaminda iiretimi stirecinde lakkaz
aktivitesi

Bakirin s1vi kiiltlirlerde enzim iiretimine olumlu etkisi oldugu c¢esitli ¢aligmalarda rapor
edilmektedir [119, 210, 219, 235]. Galhaup ve arkadaslar1 [235] ortama bakir eklenmesinin
lakkaz aktivitesinin artirdigini, ancak bunu lakkaz sentezini artirmak yerine, ortamda var olan
enzimin aktivasyonunu artirarak yaptigini belirtmislerdir. Birhanli ve Yesilada [119], ortama
1.0mM bakir eklenmesinin 7. versicolor’da lakkaz liretimini indiikledigini belirtmislerdir. Ayni
arastirmacilar, benzer olarak F. trogii ile yaptiklar1 calismada da ortama 0.5 mM bakir
eklenmesinin lakkaz aktivitenin 60 kat artmasina yol ac¢tigini bildirmektedir. Pestalotiopsis
sp.ile yapilan bir baska arastirmada sivi fermantasyon ortamina bakir eklenmesiyle lakkaz
aktivitesinin arttig1 ve bu artisin nedeninin de gen transkripsiyonu seviyesinde bir diizenleme ile
iliski oldugu ileri stirtilmektedir. Ayrica aragtirmacilar ortama bakir ekleme zamaninin, lakkaz
formasyonunu etkiledigini, inokulasyonun baslangicinda eklenen bakirin aktiviteyi daha fazla
artirdigini belirtmektedirler [210].

Tez ¢alismasimnin bu agamasindaki amacimiz baslangicta ve 4. giinde ortama eklenen
bakirin lakkaz iiretimine olasi etkisinin arastirilmasi idi. Calismalarda 7. versicolor i¢in benzer
aktivite degerlerine ulasilirken, F. trogii i¢in 4. giinde ortama bakir eklenmesi daha uzun siireli
etki gosteren bir lakkaz tiretimini saglayabilmistir (Sekil 4.20 ve Sekil 4. 21). Bu nedenle kiiltiir

ortamina bakir eklenmesinin verimi arttirmada énemli bir yol oldugunu ifade edebiliriz.
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4.7. Tutuklanmis Funguslar ve Serbest Pelletlerle Yiiriitillen Kesikli Kiiltiir Calismalar:

4.7.1. Serbest T. versicolor ve F. trogii pelletleri kullanarak kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Calismanin bu kisminda, Boliim 3.11°de belirtildigi sekilde aljinat jele tutuklanmis
funguslarin ve ayrica serbest peletlerin kesikli siiregte malt 6zii besiyerinde lakkaz iiretim
yetenekleri arastirilmistir.

Serbest T. versicolor peletlerinin bakir eklenmemis besiyerinde inkiibasyonu siirecinde
aktivite dordiincii giinden itibaren artmaya baslamis ve 10. giinde en yiiksek aktivite degeri olan
0.72 U/ml diizeyine ulasilmistir. En yiiksek aktivite baslangicta ortama bakir eklenmesi
durumunda ise 8. giinde 3.4 U/ml olarak bulunmustur (Sekil 4. 22).

—&— Kontrol

—4A— Baslangigta bakir

—O— 4.giin bakir

Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

2 4 6 8 10
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Sekil 4.22. Serbest T. versicolor peletlerinin lakkaz {ireimine bakirin etkisi

Serbest F.trogii peletlerinin kullanildigi kesikli kiiltiir ¢alismalarinda ortama bakar
eklenmemis kontrol grubunda 2. giinde 0.33 U/ml diizeyinden baslayan aktivite, 6. giinde en
yuksek seviyeye ulasarak 0.83 U/ml olmustur. Baslangigta ortama bakir eklenmis olan
kiiltiirlerde 2. giinde ¢ok yiiksek bir aktivite degeri saptanirken (13.0 U/ml), aktivite 4. giinde
14.8 U/ml diizeyine ulasmustir. Izleyen giinlerde ise enzim aktivitesi giderek diismiis ve 10.
ginde 2.2 U/ml diizeyine gerilemistir. Bakirin inkiibasyonun baslangicinda ortama

eklenmesiyle aktivite 4. glinde kontrole gore yaklasik 18 kat artis gostermistir (Sekil 4.23).
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Sekil 4.23. Serbest F. trogii peletlerinin lakkaz tiretimine bakirin etkisi

Bu ¢aligmanin ikinci kisminda hazir peletler (7 giin tiretilmis olan stok peletler) ortama
karisik olarak eklenmis ve karisik kiiltiiriin lakkaz iiretimi {izerine sinerjistik veya antagonistik
etkileri aragtirilmistir.

Bakir igermeyen kontrol kiiltiirlerinde en yiiksek aktiviteye 8. giinde ulasilmis ve lakkaz
aktivitesi 1.10 U/ml olarak saptanmis, baslangicta ortama bakir eklenmis olan kiiltiirlerde en
yiiksek aktivite yine 8. giinde ulasilmis ve enzim aktivitesi 27.76 U/ml olarak saptanmustir.
Ortama 4. giinde bakir eklenmis kiiltiirlerde ise aktivite bakirin eklenmesiyle artmaya baslamis
ve en yliksek degere 10. giinde ulagilmistir (9.5 U/ml).

Sonuglar degerlendirildiginde, F. trogii ve T. versicolor birlikte kullanildiklarinda
ortamdaki lakkaz aktivitesi arttigindan, sinerjistik bir etki olustugu kanaatine varilmistir (Sekil
4.24). Diger calismalarda da boyalarin renginin gideriminde funguslarin birlikte kullanildigi
karma kiltlirlerin daha etkili oldugu belirtilmekte olup, bu durum bulgularimizi

desteklemektedir [125].
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Sekil 4.24. Serbest F. trogii ve T. versicolor karisik peletlerinin lakkaz tiretimine bakirin etkisi

4.7.2. Tutuklanmus T. versicolor ve F. trogii peletleri ile kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Calismanin bu kisminda aljinat jel igerisine tutuklanmis 7. versicolor ve F. trogii
hiicreleri calisma planimna bagl olarak ayr1 ayr1 ya da birlikte (karisik kiiltiir olarak)
kullanilarak, lakkaz aktivite degisimi izlenmistir. Tutuklanmis funguslar ile 3 ayr g¢alisma
grubu olusturuldu. Birinci grupta aljinat jellere ayri ayri tutuklanmis funguslarin saf kiiltiir
olarak tretim verimleri izlenirken, 2. grupta ayri ayr jellere tutuklanan funguslar ayni
besiyerine aktarilarak birlikte inkiibe edilmistir. 3. grupta ise, ayn1 miktarda alinan homojenize
funguslar ayni jel igerisinde tutuklanmis ve tiretim verimleri kesikli siiregte izlenmistir.

Tutuklanmig 7. versicolor hiicreleri ile kurulan ¢alismada, ortama baslangigcta bakir
eklenen grupta en yiiksek aktivite 8. giinde 12.42 U/ml olarak saptanirken, 4. giinde bakir
eklenmis olan grupta enzim aktivitesi 10.glinde 4.0 U/ml olarak saptanmustir (Sekil 4. 25). Bu
grupta, ortama baglangicta bakir eklenmesi, aktiviteyi 4. giinde ortama bakir eklenen gruptaki

aktiviteye gore daha fazla arttirabilmistir.
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Sekil 4.25. Tutuklanmis 7. versicolor hiicrelerinin kesikli siirecte inkiibasyonu sirasinda lakkaz

uretimi

F. trogii ile yapilan calismada ise en yliksek aktivite tiim gruplar i¢in 6. giinde
bulunmustur. Kontrol grubunda, ortama baslangigta bakir eklenen grupta ve 4. giinde ortama
bakir eklenen grupta en yiiksek aktivite sirasiyla 3.0, 40.6, 13.0 U/ml olarak saptanmistir (Sekil
4.26).
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Sekil 4.26. Tutuklanmis F. trogii hiicrelerinin kesikli siiregte inkiibasyonu sirasinda lakkaz
tretimi

Bu ¢alismanin ikinci kisminda ayr jellerde tutuklanan funguslar daha sonra ayni ortama

almmis ve 10 giinliik inkiibasyon siirecinde lakkaz aktivitesi belirlenmistir. Bakir eklenmemis
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olan kiiltiirlerde en yiiksek lakkaz aktivitesi 0.82 U/ml olarak 6. giinde saptanmis, ortama
baslangicta bakir eklenmis olan grupta ise aktivite 2. giinden baslayarak artis gostermis ve en
yiiksek diizeye 10. giinde ulagmistir. Onuncu giindeki aktivite 21.0 U/ml olarak saptanmustir.
Ortama 4. glinde bakir eklenmis olan grupta da baslangictan itibaren aktivite artig1 saptanmig
olup, 10. giindeki lakkaz aktivitesi 8.36 U/ml olarak en yiiksek diizeyde bulunmustur (Sekil 4.
27).
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Sekil 4.27. Ayri jellerde tutuklanmis F. trogii ve T. versicolor karisik kiiltiirlerinin kesikli
siirecte inkiibasyonu sirasinda lakkaz iiretimi

Calismamizin iiglincii kisminda, aym1 miktarlarda alinan F. trogii ve T. versicolor
hiicreleri aymi jellerde tutuklanarak c¢aligmada kullanilmistir. Kontrol grubunda en yiiksek
aktivite 6. glinde 3.0 U/ml olarak bulunurken, ortama baslangicta eklenen grupta ise 8. giindeki
lakkaz aktivitesi 10.72 U/ml olarak saptanmistir. Uremenin 4. giiniinde ortama bakir eklenen

grupta enzim aktivitesi 6. giinde 9.90 U/ml olarak belirlenmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28. Ayni jellerde tutuklanmis F. trogii ve T. versicolor hiicrelerinin kesikli siirecte
inkiibasyonu sirasinda lakkaz tiretimi

Cizelge 4.1 uygulama gruplarinda saptanan lakkaz aktivitelerinin genel bir
degerlendirmesini gostermektedir. Buna gore, serbest F. trogii peletlerinin enzim {iretim
yeteneginin 7. versicolor’dan daha yiiksek oldugu gériilmektedir. ilgi ¢ekici olarak, her iki
fungus peletlerinin birlikte kullanildig1 karisik kiiltiirdeki aktivite, kontrol grubuna gdre 8 kat
daha fazla bulunmustur. Elde edilen bu sonuglar, iki ayr1 fungus peletinin bir arada
bulunmasinin sinerjistik bir etkiye neden oldugu ve bu nedenle de bunun yiiksek diizeyde enzim
iiretimi ile sonuglandigini diisiindiirmektedir. Tutuklanmis F. trogii ve T. versicolor peletlerinin
ayr1 ayri kullanildigi ¢alismalarda, serbest olarak kullanilan pelet calismalarina gore daha
yiiksek diizeyde enzim aktivitesi saptanmustir. Benzer olarak, tutuklanmis P. ostreotus ile
yapilan bir calismada da tutuklanmis hiicrelerin kullanildigi kiiltiirlerde aktivite, serbest
kiiltiirlerden daha yiiksek diizeyde bulunmustur [145]. Tutuklanmis karisik kiiltlir caligmalar ile
serbest kiiltiir caligmalar1 karsilastirildiginda pozitif bir etki gdzlenmektedir. Bakir eklenen tiim
gruplarda baslangigta bakir eklenmesi, liremenin 4. giiniinde ortama bakir eklenmesine gore
daha etkili goriilmektedir. Hao ve arkadaslarmin [210] bulgular1 da bulgularimizi destekler
niteliktedir. Dominguez ve arkadaslar1 [219], aljinata tutuklanmis 7. versicolor kiiltiir ortamina
veratril alkol ve bakir ekleyerek lakkaz aktivitesini artirmaya yonelik yaptiklari ¢alismalarda,
en yliksek enzim aktivitesini veratril alkol (20 mM) ve bakirin (3mM) birlikte kullanildiklar
grupta 4.0 U/ml olarak bulunmuslardir. Bu degerin, bir indiikleyici kullanilmadigi kontrol
grubundan 24 kat daha fazla yiiksek oldugu da rapor edilmistir. [210].
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Cizelge 4.2. F. trogii ve T. versicolor’un tutuklanmis ve tutuklanmamis gruplarinda saptanan
en yiiksek lakkaz aktiviteleri

Maksimum Lakkaz Aktivitesi (U/ml)

Serbest Aljinat jele tutuklanmis
T.versicolor F. Kangik | T- F.trogii Ayri Ayni

trogii versicolor jellerde Jellerde
Kontrol 0.72 0.83 1.1 0.6 3.0 0.82 3.0
Baslangicta 3.4 14.8 27.76 12.42 40.6 21.0 10.72
bakir
eklenmis
4. giinde 1.66 0.157 9.5 4.0 13.0 8.36 9.9
bakir
eklenmis

4.8. Atik Komposttan Lakkaz Eldesi

Kompost biyokimyasal olarak ayrisabilir ¢cok ¢esitli organik maddelerin organizmalar
tarafindan stabilize edilmis, mineralize olmus triinlerdir [243]. Kompost, yaygin olarak kiiltiir
mantarcilifinda besiyeri olarak kullanilmaktadir. Sapkali fungus iretimi sonucunda atik
kompost agiga ¢ikmaktadir. Ticari fungus iiretiminde kullanilan atik kompostdan enzim eldesi
ikincil bir yarar saglayacaktir. Sinirl sayida yapilan ¢calismada kompostun lakkaz eldesi amaclh
kullanilabilirligi arastirilmistir. P. sajur caju’nun kompost ortaminda iiretimi sirasinda lakkaz
irettigi rapor edilmistir [243]. Ayrica P. pulmonarius’un iiretildigi atik kompost ortaminda da
lakkazin varlig1 gosterilmistir [244].

Arastirmanin bu kisminda atik kompostta lakkaz enziminin varligi arastirilmistir.
Calismada Malatya’da ticari kiiltiir mantar1 {iretimi yapilan bir sirketten atik kompost temin
edilmis ve Oncelikle atik kompost ortamina ABTS eklenerek lakkaz enziminin varligi
makroskobik olarak saptanmistir (Sekil 4.29). Daha sonra lakkaz aktivitesi arastirilmis ve
yaklagik olarak 0.45 U/ml enzim aktivitesi saptanmistir. Elde edilen bu sonug diisiik bir enzim
aktivitesi degeri olarak gorlinmesine ragmen, atik bir maddeden enzim eldesi agisindan

diisiintildiigiinde bunun 6nemli oldugu diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.29. Atik kompost ortaminda lakkaz varlig1 (okla isaretlenen yesil bolgeler
ABTS uygulanmis kisimlar1 gostermektedir).

4.9. Lakkaz Enziminin Molekiiler Agirh@: ve Sicakhik Kararhhg:

Substrat olarak bugday kepegi kullanilan, 7. versicolor ve F. trogii’nin liretildigi
kat1, yar1 kat1 ve siv1 fermantasyon ortamlarindan alinan kiiltiir filtratt 6rnekleri kullanilarak,
SDS elektroforezi yapildi. Elektroforez sonucunda biitiin 6rneklerde Cing’in [249] sonucuna
benzer olarak 65 kDa’luk tek bir bant gozlenmistir. Bu kosullarda kullanilan funguslarin,
besiyeri ve fermantasyon farklilifina bagli olarak, farkli bir izozim tliretmedigi anlasilmaktadir.
Deveci ve arkadaslar1 [209], F. trogii lakkazini SDS elektroforezi ile 65 kDa olarak
bulmuslardir.

Lakkaz genis bir uygulama alani olan bir enzim oldugundan, saf veya ham enzim
kaynag1 olarak kullanilabilir. Lakkazin uygulama ac¢isindan sicaklik kararliligi 6nem
tagimaktadir. Farkli fungus enzimlerinin farkli sicaklik kararliligi oldugu da bilinmektedir.
Calismanin bu boliimiinde 7. versicolor ve F. trogii nin kiiltiir sivilar1 kullanilarak, ham lakkaz
orneginin farkli sicakliklarda kararliligr arastirilmistir. Sekil 4. 30°da 7. versicolor ham kiiltiir
filtratinin sicaklik kararliligr verilmistir. Sekil 4. 30’dan da gortldiigi gibi, 5 saatlik siirecte

50°C’de bile 6nemli oranda (%70’in iizerinde) lakkaz aktivitesi kararli kalmaktadir. 24 saatlik
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kararlilik ¢alismalarinda ise 4OOC’ye kadar dnemli oranda kararlilik varken, 40 °C’1n iizerinde

aktivite hizla azalmaktadir (Sekil 4. 30).
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Sekil 4. 30. T versicolor ham enzim kaynaginin sicaklik kararlilig:

F. trogii ham enzim kaynagi 50°C’da 5. saat birakildiginda aktivitesinin %66’sin1
korurken, 24 saat siireyle ayn1 sicaklikta birakildiginda aktivitenin %42’si korunabilmistir. 5 ve
24 saat siire ile 60°C sicakliga maruz kalan filtratta ise enzim aktivitesinin %33’ii kalmaktadir

(Sekil 4.31).

140 -
120 | — 5. saat

100 | sz:::: — O 24. saat

80 1 RN
60 - =
40 { RN
20 4 RN

Kalan Aktivite (%)

o
[
1
1

N
o
w
o

40 50 60 70
Sicaklik (°C)

Sekil 4.31. F. trogii’ de farkl sicakliklarda, 5. ve 24. saatlerde kalan lakkaz aktivitesi
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Lakkaz enziminin olas1 sicaklik kararlili§1 boyar madde renk giderim uygulamalar1 gibi
cesitli, uygulamalarda avantaj yaratabilir. Aljinat jele tutuklanmis 7. versicolor lakkazinin 30-
60°C arasinda sicaklik kararliligina bakildig: bir ¢calismada, sicaklik 40°C’nin tizerine ¢iktik¢a
lakkaz aktivitesinde azalma baslamistir [219]. Benzer olarak, sicaklifin artmasina baglh olarak
enzim aktivitesinde azalis rapor edilmistir [245]. Peniophora lakkazi 60°C’de aktivitesinin
%74’inii korumus ve enzimin yarilanma mrii 5 saat olarak saptanmustir. Sicaklik 70°C’ye

ciktiginda yarilanma omrii 15 dakikaya diismiistiir [246].

4.10. Enzim Uygulamalarina Bagh Olarak Boyar Madde Renginin Giderimi

Degisik kimyasal gruplara ait boyar maddelerin rengi hem ham kiiltiir filtratlariyla, hem
de saf lakkazla muamele sonucu degisik oranlarda giderildi. Calismamizin bu boliimiinde
Remazol Brillant mavi-R (RBBR: C.I. 61200, Reaktif mavi 19), Everzol Siyah (Reaktif siyah
5) ve Chrocion Mavi H-EGN (Reaktif mavi 198) boyar maddeleri kullanilmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32. Calismada kullanilan boyar maddeler. (A): Reaktif Blue 19 (RBBR), (B): Reaktif
siyah 5 (Everzol Siyah 5) ve (C): Reaktif Blue 198 (Chrocion Mavi H-EGN) [213, 247]
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Reaktif mavi 19 boyasi ayri ayr1 olmak tizere hem ham kiiltiir filtratlariyla, hem de ticari
lakkazla muamele edilmis ve renk degisimi maksimum dalga boyunda (598 nm)
spektrofotometrik olarak izlenmistir (Sekil 4.33). Ham kidiltiir filtrati uygulamasi sonucunda 24.
saatte rengin %41°1 giderilebilmistir. Saf lakkaz uygulamasinda ise 24 saatte %70 oraninda renk
giderimi saglanmistir (Sekil 4.33). Sonuclar farkli c¢alismalarda elde edilen bulgular ile de
uyusmaktadir. Murugesan ve arkadaglar1 [89] Ganoderma lucidum ile yaptiklar1 renk giderim
calismasinda 25 U/ml saf lakkaz kullanarak RBBR boyasinin rengini %90 oraninda
giderebildiklerini rapor etmislerdir. Buna karsin, arastirmacilar enzim uygulamasi sonucunda
Reaktif siyah 5 boyasinin renginin oldukga zor giderildigini ve ortama ABTS gibi mediatorler

eklendiginde %62 oraninda renk giderimine ulasildigini rapor etmislerdir.

Sekil. 4.33. Ham kiiltiir filtrat1 (en basta) ve saf lakkaz (en sonda) kullanarak Reaktif
mavi 19 boyasinin renginin giderimi

Reaktif mavi 19 boyasinin renginin ham kiiltiir filtrati, lakkaz veya fungus miselleriyle
giderilebilecegi yapilan ¢esitli calismalarda rapor edilmistir [61,125, 175, 209, 210] Palmieri ve
arkadaslar1 [220] P. ostreatus ham kiiltiir filtrat1 ile Reaktif mavi 19’un rengini %70 gidermeyi
basarabilmislerdir. Reaktif mavi 19°un renginin gideriminde saf lakkaz ve ham filtratin yanisira

fungusun pellet formu da etkili olmaktadir [60]. Birhanli ve Yesilada [119] tekrarli kesikli
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fermantasyon siirecinde elde ettikleri lakkaz iceren filtrat ile RBBR’nin rengini gidermislerdir.
Farkli aragtirmacilar, bu boyanin renginin gideriminde lakkaz enziminin etkili oldugunu
savunurlarken [61], bazilar1 da, RBBR (Reaktif mavi 19) renginin gideriminde ana roliin

mangan bagimli peroksidaz oldugu savunmaktadir [216].

—l— Reaktif siyah 5
—4— Reaktif mavi 19
—O— Reaktif mavi 198
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N
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0 20 45 70 110 120 900
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Sekil 4.34. Cesitli boyalarin saf lakkazla renginin giderimi

Reaktif siyah 5 ¢aligmalarinda 24 saatlik ham kiiltiir filtrat1 uygulamasiyla boyar madde
rengi %30 oraninda giderilebilirken, saf lakkaz kullanilmasi sonucunda ise %35 oraninda
giderim saglanmustir (Sekil 4.34). Sekil 4.35, Reaktif siyah-5 boyasmin renginin giderimi
caligmasinda elde edilen sonuglari makroskobik olarak gdstermektedir. Park ve arkadaslari
[207] F. trogii ile yaptiklar1 renk giderim c¢aligmasinda Reaktif siyah 5’in renginin en iyi pH
6.5°da ve 28°C’de giderilebildigini rapor etmislerdir. 7. hirsuta lakkazi ile yiriitilen diger bir
calismada da bu boyanin renginin giderilebilirligi belirtilmistir [21].
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Sekil. 4.35. Ham kiiltiir filtrat1 (en basta) ve saf lakkaz (en sonda) kullanarak Reaktif siyah 5
boyasinin renginin giderimi

Reaktif Mavi 198, kullanilan diger boyalara gore rengi en hizli agilan boya olmustur
(Sekil 4.35). Ticari lakkaz ile 2 saat icerisinde rengin yaklasik %71°1 giderilebilirken, ham
kiiltiir filtratiyla 24 saatte %56 oraninda renk giderimi saglanabilmistir.

Sekil. 4.36. Ham kiiltiir filtrat1 (en basta) ve saf lakkaz (en sonda) kullanarak Reaktif mavi 198
boyasinin renginin giderimi
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Kullanilan boyalar igerisinde saf lakkazla rengi en az giderilebilen boya Reaktif siyah 5
(%33) olurken, en fazla rengi giderilebilen boya ise Reaktif mavi 198 (% 71) olmustur.
Uygulama sonucunda kontrole gore olusan renk degisimi Sekil 4.33, Sekil 4.35 ve Sekil
4.36°da gosterilmistir.

Park’a [207] gore, F. trogii ile boyalarin renginin gideriminde biyosorbsiyondan ¢ok
biyolojik yikim o6nemlidir. Cilinkii boyalarin lakkaz ya da mangan bagimli peroksidaz ile
mineralize olmasi, renk giderimi agisindan daha Onemlidir. Bununla birlikte arastiricilar,
biyolojik yikimla renk gideriminde farkli fungus tiirlerinin ya da soylarinin, farkli etki
yapabilecegini de belirtmektedir [63]. Antraquin boyalarin renginin azo boyalara gére daha
hizli giderildigi de bildirilmektedir [21, 127]. Bu durumun boyalarin kimyasal yapisiyla iligkili
oldugu gibi, redoks potansiyeli ve sterik etki ile de iligkili olabilir. Ayrica renk degisiminin
ger¢eklesmesinin oksokromlarin pozisyonlar1 ve sayilarindaki degisim ile de iliskili oldugu
ifade edilmektedir [207]. Moorhti [7], boyalarin renk gideriminin lakkaz iiretimine, besi

ortamina ve boyalari tiiriine bagli oldugunu belirtmistir.

4.11. Boyar Maddelerin Toksisitesi ve Toksik Etkide Renk Giderimine Bagh Degisim

Arastirmalarin bu kisminda renk giderimi ¢alismalarinda kullanilan boyar meddelerin
enzimatik uygulama Oncesi ve sonrasinda toksisitesi ve toksik etkide ortaya ¢ikan degisim
Mikrotoks test sistemi kullanilarak arastirilmistir. Bu sistem temel olarak Vibrio fischeri’nin
biyoisima ozelligine bagh olarak ¢alismakta ve biyoisimanin toksik madde etkisine gore inhibe
olmasi diizeyine gore, ortalama inhibe edici konsantrasyon (IC50 veya EC50) degeri
belirlenmektedir. Cesitli boyar maddelerin ve bu boyar maddelerin denature enzim, hiicredisi
sivi ve ticari lakkaz ile muamele edilmis Orneklerinin biyolojik 1s1ma yapma yetenegi
sergileyen Vibrio fischeri bakterisi kullanilarak, bu bakterilerden elde edilen toksik etki

bulgular1 degerlendirildiginde, Reaktif mavi 198 boyasi 50 mg/l konsantrasyonda V. fischerii
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tizerine toksik bir etki gdstermemistir. Reaktif siyah 5 ve Reaktif mavi 19 boyalar1 ise toksik
olup bu boyalar i¢in EC50 degerleri siras1 ile 16 ve 32 olarak saptanmistir. Reaktif siyah 5,
Reaktif mavi 19 ‘a gore daha fazla toksik etki gostermistir. Reaktif siyah 5’in ham kiiltiir filtrati
ve ticari enzim ile renginin giderilmesi sonrasinda kontrole gore toksik etkinin arttigi da
gbzlenmistir (sirast ile EC50=5 ve EC50=10). Ham kiiltiir filtrat1 ile muamele edilen Reaktif
mavi 19’un toksik etkisi, kontrole gore artis gosterirken (EC50=25), ticari lakkaz uygulamasi
sonucunda toksisitenin kismen azaldig1 goriilmektedir (EC50=39).

Cesitli ¢alismalarda boyar maddelere maruz kalma sonucunda organizmalarda gesitli
diizeylerde toksik etkiler meydana gelebilecegi rapor edilmistir. Birhanli ve Ozmen [248]’e
gore bazi tekstil boyalari, kurbaga embriyolarinin gelisimini etkileyen toksik sonuglara yol
agmaktadir. Baz1 boyar maddenin yikim iirlinlerinin ana bilesene gore daha toksik olabilecegi
bildirilmistir. Ramsay ve Nguyen [228], Cibacron Brilliant sar1 3B-A ve Kongo kirmizisi
boyalarinin baglangicta diisiik/orta derecede toksik boyalar oldugunu belirtmekte, renk giderimi
uygulamalar1 sonucunda Mikrotoks yontemi ile elde edilen toksisite degeri sonuglarina gore
cok toksik (ECyy <%25) ozellik kazandigini bildirmektedir. Diger taraftan ayni arastirmada,
baslangicta gesitli diizeylerde toksik bir 6zellik gosteren Reaktif mavi 15, Remazol Brilliant
mavi R ve Cibacron Brilliant kirmizi 3G-P boyalarinin toksik etkilerinin uygulama sonrasi
ortadan kalktig1 da ifade edilmektedir. Ancak Amarant, Tropaeolin O, Reaktif mavi 15, Kongo
kirmizist ve Reaktif siyah 5 gibi boyalarin ise toksik 6zelliginde bir degisim gozlenmedigi de
rapor edilmistir. Gavril ve arkadaslar1 [229] T. versicolor ile rengi giderilen Amaranth
boyasinin toksik dzelliginin muamele siiresine ve renk giderim diizeyine bagl olarak azaldigini
bildirmislerdir [229].

Calisma sonuglarinin literatiir sonuclar1 ile karsilastirilmasiyla, arastirmalarda
kullandigimiz boyalar bakimindan da benzer sonuglar elde edildigi sOylenebilir. Bazi boyalarin
toksik etkisinde yikima bagli olarak bir degisim gozlenmez iken (Reaktif mavi 198), Reaktif

siyah 5 boyasiin toksik etkisinin artmis olmasi, Reaktif mavi 19 boyasinin toksisitesinin ise
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ham kiiltiir filtrat1 uygulamasina bagl olarak azalmasi biyolojik renk giderimi isleminin toksik
etki lizerinde farkli sonuglar1 olabilecegini gostermektedir. Bu durum boyar maddenin kimyasal
yapist ve kullanilan enzim kaynag ile iliskili olabilir. Abadulla ve arkadaglari [21] T.
hirsuta’dan elde ettikleri enzim ile ¢esitli boyalarin rengini giderip, giderim sonrasinda olusan
yikim {riinlerinin etkisini solunum-inhibisyon testi ile arastirmislar ve bazi boyalarin toksik

etkisinin lakkaz uygulamasi sonucunda azaldigini ileri stirmiislerdir.
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SONUC ve ONERILER

Calismada oncelikle cesitli funguslarin farkli ortamlarda lakkaz iiretim yetenekleri
arastirilmistir. Lignoseliilozlu ham maddeye boyar madde tutundurulmasi ¢aligmalar1 sonucu
geriye kalan boyar madde tutmus lignoselillozlu kaynagin lakkaz {iretiminde
degerlendirilmesine yonelik caligmalarda, bu kaynagin ikinci bir islem ile lakkaz iiretiminde
degerlendirilebilecegi gozlenmistir. Caligma siirecinde ¢ok cesitli kosullar denenmis ve bu
stirecte lakkaz tiretimi karsilastirilmistir. Sonuglar uygun yontem ile yiiksek lakkaz elde
edilebilecegini gostermektedir.

Farkl1 liretim ortamlarinda farkli lakkaz izozimlerinin iiretilebileceginden yola ¢ikilarak,
farkli iiretim kosullarinda protein elektroforezi calismalar1 yapilmig, ancak tek bir bant
gozlenmistir. Yine de farkli kosullar ve ortamlarda farkli genlerin ifadesi ile farkli lakkazlarin
iiretiminin olas1 oldugu unutulmamalidir.

Calismada renk gideriminde kullanilan lakkaz igeren ham kiiltiir filtratinin (HKF)
sicaklik kararhligi da arastirllmis ve 50 °C’da, belirli zaman araliklarinda enzimin kararh
kalabilecegi ve bununda ¢esitli uygulamalarda avantaj saglayabilecegi fikri olugsmustur.

Enzimatik renk giderimi siirecinde tekstil boyamasinda yaygin olarak tercih edilen li¢
boyar madde kullanilmis ve enzim kaynagi ile, bu kullanilan boyar maddelerin farkli oranlarda
yikilabilmesi saglanmistir.

Yikim sonrasi yapilan toksisite ¢aligmalari, enzimatik uygulamalarin farkli etkilerini
gostermektedir. Farkli enzim kaynaklarinin benzer veya farkli boyar maddeler {izerinde farkli
yikim ve toksisite degisimi etkisi olusturabilme olasilig1 oldugu da g6z ardi edilmemelidir.

Sekonder aritim islemine girmeden once yapilacak enzimatik renk giderimi isleminin
sekonder aritim ile birlikte bu problemi ortadan kaldirabilme olasilig1 da bulunmaktadir. Bunun
yani sira, mikrobiyolojik ve enzimatik renk giderimi isleminin birlikte kullanilmasinin olasi

avantaji da test edilmelidir.
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