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OZET

Mslas alkol, maya ve amino asit fermentasyonu gibi ce-

11 endistriler icin dnemli bir ham madde kaynagidir. Son

rt

b

m

1C yilda Turkiye' nin alkol {iretimi artmistir. Vinas alkol

fabrikasi atik maddesidir. Alkol ifiretimi sirasinda 1 litre
alkole karsilik yaklagik 9-14 iitre vinas olusmaktadair.
Vinasin yapisinda bulunan bir polimer olan melanoidin-

den oturl, koyu kahve rengi vardir. Melanoidinin rengi deogal
biyoclcjik metodlarla zor giderilmekte ve kirlilik problem—
lerine neden clmaktadir.

Bu calismada, icg beyaz cirikgll (Coriolus versicolor,
Funalia trogii, ve Phanerochaete chrysosporium ME446) vinas
ortaminda iretilmis ve vinas renk giderim aktiviteleri, ay-
rica renk giderimi ve ilreme icin optimum kosullar arastiril-
mistir.

C. versicolor ve F. trogii icin optinmum kosullar pH 4.5;
sicaklak 30 C° wve 150 rpm olarak saptanmistir. P.
chrysosporium ME446 icin pH 4.35; saicaklik 40 C® ve 150 rpm
kullanilmistir. Bu kosullarda €. versicoclor % 75.32 ve F.
trogii $€2.16 renk giderimi gdstermisken, P. chrysosporium
ME4£46' nin vinasin rengi iizerine hicbir etkisi gézlenme-
mistir. Ayrica ekim miktarinin artir:ilmasi ile renk giderimi-
nin artacag: da_ gdsterilmistir.

Statik kosullarda ise C. versicolor ve F. trogii ile
sirasiyla % 53.40 ve % 48.73 renk giderimi saptanmistir. Bu

kosullarda P. chrysosporium icin izlenebilen bir renk gide-
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rimi saptaramamistir. Bunun yanisira, tutuklamanin (immobili-
zasyon) renk giderimine etkisi de calisilmistir. €. versi-
color ve F.trogii icin sirasiyla % 68.32 ve % 59.58 renk
giderimi elde edilmigtir. Tutuklamanin renk giderimini arti-
rici bir etkisi bulunamamistair.

Diger yahdén, bu funguglarin hiicre disl enzim lUretim ak-
tiviteleri test edilmis ve izlenebilir ligninaz. glukoz oksi-
daz, alkol oksidaz ve amino asit oksidaz aktiviteleri sapta-
namamigtir. Fakat C. versicolor ve F. trogii viiksek lakkaz ve
peroksidaz aktivitesi gostermis ve her iki fungus ayrica yiik—
sek NADH oksidasyon aktivitesi de gdstermistir. P. chryso-
sporium' da hiicredisi oksidaz ve perocksidaz aktivitesi sapta-—
namamistir. _

€. versicolor ve F. trogii trophofazda renk giderimi ve
biyokiitle ifiretimine paralel olarak vyiiksek lakkaz ve perok-
sidaz lretebilmekte ve gelisimin bundan sonraki evrelerinde
salinima devam etmektedir.

Bu islemler sirasinda C. versicolor ve F. trogii ile si-
rasiyla % 42.71, % 37.18 kimyasal oksijen istemi (K01) ve %
68.16, % 63.22 toplam seker azalimi elde edilebilecedi sap-
tanmigtir.

Her Uc¢ fungusla da yiiksek protein miktarlari elde edil-
mis ve C. versicolor icin % 28.18, F. trogii icin % 27.62 ve
P. chrysosporium icin % 21.13 protein saptammistair.

Bununla birlikte, hidrojen peroksitin renk giderimine
etkisi arastirilmis ve renk gideriminde hidrojen peroksitin
olasi roli tartisilmistir.

Deneysel sonuclarimiz lignin degradasyon sisteminin bii-
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tiuniiniin veya bir kisminin renk gideriminde 1ol oynayabilece—

gini dilgstindirmektedir.
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ABSTRACT

Mclasses is the important raw material for wvarious
industries such as alcchol, baker's yeast and amino acid
fermentation. In the past ten years alcohol production has
increased in Turkey. Vinasse 1is a waste water of alcohol
factery. During the ealcohol production approximately 9-14
iiter of vinasse is produced for 1 liter of alcohol.

Vinasse has a dark color which comes from the dark brown
polymer, melanoidin. Melanoidin is hardly decolorized by
usual biological methods and causes pollution problems.

In this work, three white rot fungi (Coriolus versi-
color, Funalia trogii and Phanerochaete chrysosporium ME446)
were grown on vinasse medium and their vinasse decolorizing
abilities and also optimum conditions for decolorization and
growth were investigated.

The optimum conditions for (. versicolor and F. trogii
were determined as'pH 4.5 ; temperature 320 C° and 150 rpm. It
has been used as pH 4.5 ; temperature 40 C° &and 150 rpm for
FP. chrysosporium ME446. In these conditions while (€. versi-
color showed a decolorizing yield of 73.32 % and F. trogii
€2.16 %, P. chrysospeorium had nc effect on the color of
vinasse. It is also shown that decolorization was increased
by increasing the inocculum concentration.

In the static conditions 353.40 % and 48.73 %X decolori-
zation were determined with €. versicolor and F. trogii

respectively. In these conditions no detectable decoloriza-
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tion was determined for P. chrysosporium. Mor=over, the
effect of immobilization on decolorization was studied. 68.32
% and 59.58 % decolorization were obtained
and F. trogii respectively. No positive effect o
tion on decolorization was found.

On the other hand, extracellular enzyme production acti-
vities of these fungi were tested and no detectable lignin-
ase, glucose oxidase, alcchol oxidase and aminc acid oxidase
activities were determined. But C. versicolor and F. trogii
exhibited high laccase and peroxidase activities, and these
two fungi showed high NADH oxidizing activity too. In P.chry-
sosporium the extracellular oxidase and peroxidase activities
were not determined.

€. versicolor and F. trogii were able to produced high

laccase and peroxidase during the trophophase parellel to
decolorization and biomass production and continued their
excretion in the later phases of development.

uring these processes, it was also observed that 42.71
%, 37.18 % chemical oxygen demand (COD) and 68.16 %, 63.22 %
total sugar reduction can be obtained with C. versicolor and
F. trogii respectively.

High protein yield were cbtained for three fungi. For C.
versicolor 28.18 %, F. trogii 27.62 % and P. chrysosporium
21.13 % protein were determined.

Meanwhile, the effect of hydrogen peroxide on decolori-
zation was investigated and the possible role of hydrogen
reroxide on decolorization was discussed.

Finally, experimental results suggest that all or a part
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of the lignin-degrading system can play a part in decoclori-

zation.
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1. GIRiS

1.1 Cevre ve Cevre Kirliligi

Insan ve cevre birbirini tamamlayan ve birbirinden ay-

1
(W

@@k igin cevresi ile

E

rilamayan iki olgudur. Canlilar vyasa
iliskide bulunmak zorundadir. Bu iliski enerji ve madde
alisverisi seklinde aciklanabilir. Canli populasyonundaki
artisa kagli olarak beslenme. giyim, cesitli ham maddeler
ve enerjl gereksinimlerinin teknolojik olarak karsilanmala-
ri, atik ve cevre kirliligi problemini karsimiza c¢ikarmak-
tadir. Bu atiklarin cevreye vayilmas: ve ekosistemde birik-
mesi cevre kirliligine neden olmaktadar.

Son yillarda cevre kirliligi olgusu insan-dcga denge-—
sini bozar duruma gelmistir. 19. yiizyilda baslayan ve hiz-
la gelisen endiistri, cevre kirliliginin temel nedenidir.
Endustrilesmenin planli olmamas: ve cevre faktdriiniin goz—
ardl edilmesi dogal kaynaklarin kirlenmesi ile sonuclanmak-
tadair. Ekolojik sistemlerde atik madde ve enerji belli si-
nirlara kadar dengelenmektedir. Fakat ekolojik denge bu
sinirlar disinda, tamiri imkansiz sekilde bozunmaktadir

Cevre kirliligi genel olarak hava, su, toprak ve gu-
rultd kirlililigi olarak ele alinmaktadir. Endiistrilesme-
nin olugturdugu kirliligin nedenleri arasinda son iiriin ola-
rak sivi, kati ve gaz formunda atilan atiklarin degerlen-
dirilememesi ve bunlarin atik madde olarak dogada siirekli
birikimi sayilabilir.

Endistriyel atiklar alici ortam olarak suya, topraga

ve atmosfere verilmelerine bagli olarak farkli kirlilik



kriterlerine neden olmaktead:r (Tirkiye Cevre Sorunlara
Vakf: 1989). Endiistrinin clusturdugu kirlilikleri kisaca;
fiziksel, kimyasal, fizyolojik ve biyolojik kirlilik olarak
siralayakiliriz. EBunlara ek olarak pestisit, herbisit ve
Ssentetik gibre vyiliklenmesi sonucunda ortaya cikan teprak
kirienmesi dogal dengenin bozulmasina neden olmaktadir.
Sonu¢ clarak endiistriyel atiklarin verildigil ortama bagl:
olarak farkli kirlilik problemleri ortaya cikmaktadar

tan 1985). Endistri kuruluslari iiretim vapilarina gdre
birden fzzla ortami kirletebilir. Ornedin, demir—celik,
geker, cimento, petrokimya, tekstil ve gida endistrileri
hava, su ve toprak kirliligine neden oclmaktadar (Tirkivye
Cevre Sorunlari Vakfi 1989).

Son yillarda bivoteknoloji alaninda cevre ve cevre
kirliliginin olusturdugu sorunlarin cézimi yoninde g¢ok
yonli arastirmalar yapilmaktedir (Bumpus vd. 1985; Liv-
ingston ve Willacy 1991; Misra 1991). Dzellikle biyotekno-
lojinin ve endiistriyel mikrobiyolejinin attigi dev adimlar

bu yondeki calismalara temel teskil etmektedir.

1. 2 Biyoteknoloji

Biyoteknoloji; maddenin sentez, vikim ya da donisi-
miinde biyolojik sistemlerin kullanilmass olarak tanimlana-
bilir.

Eiyoteknolojik calismalar, cevre kirliligi problemi
lizerinde yogunlasmaktadir. Atiklarin yvikim ve cevriminde
hiicre ve hiicre bilesenlerinin kullanilmasina yonelik calis-

malar yapilmaktadir (Atlow vd. 1984; Hammel vd. 1986;: Platt
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Biyoteknoloji biyokimya, genel biyoloji, mikrobiyolo—

= mihendisligi gibi bilim

0

ji. kimya mithendisligi ve pros
dallarainin isgsbirligini gerektirmektedir. Polisakkarzit.
ilac, hormon, tek hiicre proteini eldesi, enzim Uretima,
enzimlerin tutuklanmasi, biyoreaktSr yapimi, at:klarin
cevrimi, degerlendirilmesi ve eatiklardan enerji eldesi
gibi caligmalar biyoteknolojinin biinyesi icerisinde vyer
almaktadir. Avyrica gen mithendisligi alanindakil calismalar

da gin gectikge artma?;adlr (Brown vd.1991 ; Huoponen vd.

1=

990; Smith 1988; Zhang vd. 1986). Biyoteknolojik calisma-

-
fu

r hiicre veya hlicre bilegenlerinin, organik madde Uzerinde

(o}
[

zgiil kimyasal ve fiziksel degigsimler olusturmak dUzere
11

kullanilmasini da icermsktedir.

Biyolojik yontemlerle organik maddelerin iretiminin,
diger ydntemlere gdre (kimyasal y&ntem) baz: avantaj ve
dezavantajlar: bulunmaktadir. Yiksek miktarda madde ure-
timi ve tepkimelerin dusiik sicakliklarda devami avantaj-
larz, biyolojik sistemlerin kolay kcntamine olmasi ise
dezavantajlari arasinda sayilabilir. Eazi sistemlerde,
Srnegin; tek hilcre protein ilretim calismalarinda kosulla-
rin mutlaka steril olmas: bir zorunluluktur. Calisma sis-
temleri amacz yoOnelik olarak kesikli, yar: sirekli ve
sirekli ilretim sistemleri -olabilir. Kiiltirler statik ve
calkalamalil olarak iretilebilir. BPBiyolojik katalizorler
serbest veya tutuklanrmis (immobilize) olarak kullani-
labilir. Enzim veya hiicrelerin immokilizasyon teknikleri
calismalar: giinden giine artmaktadir (Wiseman 1986). Son
yillarda, enzim tutuklanmasi yerine dogrudan hiicrelerin

tutuklanmasi: cgalismalari o6nem kazanmistir. Hiicrelerin



tutuklanmasi hem zaman kaybinin onlenmesi, hem de enzim

v

saflagtirilmasi: gibi =zahmetli ve pahala bir basamagin

agrlmasin: saglamaktadir.
Tutuklanmis biyolojik katalizdrlerin avantajlari ara-
sinde, katalitik prosesin daha kolay kontrolunu saglamas:

T
ve enzimlerin kararliliginin uzun siire devam etmesi sayila-
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€1; Smith 19€8).

1.3 Funguslarin Biyoteknolojik Acidan Kullanima

Biyoteknoloii alanindaki son gelismeler endiistriyel
funguslarin, ©&nemini ve gerekliligini kanatlamaktadir.
(Berry 1988: Smith 19€8). Yaklasik 120 000 fungus tiri bi-
linmekte ve bunlarain pek cofu endistriyel clarak &nemli

bulunmaktadir. Endistrivel fungquslar kullanilarak etanol,
¥ g

sitrik asit, glukonik asit, vitamin, amino asit ve poli-
sakka gibi primer metabolitler ve ayrica entibiyotik

rit
1bi sekonder metabolitler elde edilmektedir (Smith 1988;

{s]

Wiseman 1986). Scn yillarda funguslarin bu aktivitelerinin
daha genis endistriyel alanlara adaptasyonu calismalar: va-
pilmaktadir. Uzellikle; cevre biyoteknolojisi, siva atik
muamelesi, tek hlicre proteini iiretimi ve yakit tekncloji-
sine, uygulama calismalari yapilmaktadir (Algur ve Gokalp
1991; Paszczynski vd. 1991). Ayrica DDT gibi insektisit—
lerin degradasyonunda funguslarin kullanilmas: calismalar:
sirdirtilmektedir (Bumpus ve RAust 1987).

Yukarida belirttigimiz gibi pek cok alandaki problem-
lerin ¢ozilimlinde odun ciirikcilii funguslar, Szellikle yiiksek

énzin kapasitesine sahip olan beyaz curikcil funguslar kul-



lanilmaktadir {Eriksson 1990: Hammel vd. 1986).

Beyaz clirtikcil funguslar, Basidiomycetes sinifina da-
hil olup, yliksek enzim sentez kapesitesine sgahiptirler:
Lakkaz, pesroksidaz, ligninaz, glikoz oksidaz ve NADH perok-
sidaz, (NADH ck=zidaz) gibi enzimleri hiicre d151 olarak sen-
tezleyebilmeleri cevre biyoteknolciisindeki Snemlerini bir
kat daha artirmzaktadair. Beyaz ciriik¢iil funguslar ve onlarin
potansiyel enzimleri ile ¢ok fazla oranda arastirma yapil-
masina ragmen, enzim mekanizmalarinin diizenlenmesi hakkinda
ayrintily bilgi yoktur (Eriksson 1985).

Lignini yikma yeteneklerinden dolay: ligrnolitik fun-
guslar olarak dz isimlendirilen bu funguslar aromatik hid-
rokarbonlarin halkasal yapisini kirabilen tek 8karyot can-

lidir. Beyaz ciriikciil funguslarain bu degradasyon kapasite-—
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malar, 6zellikle kagit fabrikas: a 181 olan ligninin rengi-
nin giderimi, degradasyonu ve lignosellilozlu maddelerden
ligninin uzaklestirilmas: lzerinde yogunlasmigstir (Fiskain
vd. 1989; Hammel ve Moen 1991; Kolankaya vd. 1982;
Kolankaya vd. 1989). Enzimlerin veya funguslarain tutuklan-—
maeix, bu sistenrl érln atik yikim kapesitelerinin aragtiral-
masi, enzimlerin dretim ve aktivitesinin saptanmasi calis-
malar: da yapilmaktadar (Asada vd. 1986; Datta vd. 1991
Kelley ve Reddy 1986; Szklarz vad. 1289) .
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1.4 Immobilize {[Tutuklanmis) Enzim ve Hiicrelerin Uygulama

Alanlara

Enzimlerin uygun tasiyicilara baglanmasi sonucu karar-
11, suda c¢oziinmeyen ve daha ekonomik katalizorler, yani
tutuklanmis enzimler elde edilir (Telefoncu 1979). Son 25
yildan beri enzim ve proteinlerin tutuklanmasina iliskin
teknikler gelistirilmistir (Ikizoglu 1982; Pekin 1982;
Telefoncu 19282). Yukarida belirttigimiz gibi. enzimlerin
veya hiicrelerin tutuklanarak kullanilmasinin pek cok ilstin-
liikleri bilinmektedir. Amine asit, koenzim, etil alkol ve
bira, bazi organik asitler, biyokimyasal maddeler, antibi-
yotikler ve ilacglarain Uretimi, karbonhidrat ddniisimleri ve
cevre kirliligine neden clan atiklarin parcalanmasi tutuk-
lanmis mikroorganizmalarin uygulanma alanlari arasindadar
(Arcuri wvd. 1983; Ferschl wvd. 1991; Sazci ve Acan 1986;
Te;efoncu 1982; Tsay ve To.1986).

Mikrobiyal kaynaekli enzimler, endiistriyel amaclar icin
¢ok uygundur ve bazi durumlarda enzimin hiicrelerden
ekstrakte edilmesine de gerek yoktur. Hiicrelerin tutuklan-
masinin enzimlerin tutuklanmmasina gore c¢esitli lstiinlik-
leri wvardir. Hicre icerisinde enzimlerin kendi dogal
cevrelerini korumasi, saflastirma ve ekstraksiyon islemle-
rine gerek duyulmamasi, enzim aktivite kaybinin azalmasi
ve enzimlerin hiicre icerisinde daha kararli kalmasi bu
istinlikler arasindadir (Smith 1988; Telefoncu 1982;
Wiseman 1986).

Son yillarda fenol, 4-kloro fenol, benzen tiirevleri
ve DDT gibi toksik bilesiklerin degradasyonu ic¢in tutuk-

lanmig hiicre kullanim calismalari bildirilmektedir (Betmman
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ve Rehm 1984,1985; Beunink ve Rehm 1988:; Kennedy ve Cabral
1983 Sahasrabudhe vd. 19288). Tsay ve To 1986, sitrik
asit Uretiminde tutuklanmis Aspergillus niger kullanila-—
bilecegini rapor etmistir. Ayrica lignin yikiminin artiril-
masl ve optimizasyonu calismalarinda hiicre tutuklama tek-
nikleri denenmektedir (Austin vd. 1991: Linko ve Zhong

1991).

1.5 Immobilizasyon (Tutuklama) Ydntemleri

Pratikte tutuklama icin fiziksel ve kimyasal vydn-—
temler kullanilmaktadair:
Fiziksel yontemler: 1- Polimer matriks (jel) icinde
tutuklama
2—- Mikrokapsiilleme
3- Yari-gecirgen bir zar icinde
tatuklama
Kimyasal yéntemler: 1- Kovalent baglama
2- Cépraz baglama
Polimer matriksi icinde tutuklama en cok kullanilan
yontemlerden birisidir. Hiicreleri tutuklamanin hizli, emin
ve etkin bir vyolu hiicreleri aljinat jelleri icine tutuk-—

lamaktir (tkizoglu 1982: Smith 1988: Wiseman 1986) .

1.6 Tek Hiicre Proteini Uretimi

Tek hiicre proteini terimi ilk kez Massachusetts Tek-

noloii Enstitiisii arastiricilar: tarafindan kullanilmistair.
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Gunumiizde tek  hiicre proteini terimi funguslar 1ic¢in de
kullanilmaktadir. 1950'lerin ortalarinda baslayan protein
yetersizligi mikreoorganizmalarin insan ve hayvan besini
olarak kullanilmalarina olan ilgiyi ertirmistir. Mikroor-
ganizmalar insan ve hayvan besini olarak degerlendirilmek-
tedir. Mikroorganizmalarain lUretiminde kat:i ve sivi subst-
ratlar kullanilmaktadir. Ozellikle atiklarain slirekli
olarak artmasi ve birikmesi sonucunda olusan cevre kirlili-
gi problemi, atiklarla yapilan ték hiicre proteini Uretim
calismalari sirasinda bazi atiklarin besiyeri olarak kulla-
nilmalarina yol acmistair (Lovland vd. 1976; Solomons 19832;
Totti ve Nicoli 1983). Bu yonde yapilan calismalarin esas
amaci c¢esitli endiistri atiklarinin degerlendirilmesi,
proteince zengin bir vem liretimi ve sonuc¢ olarak cevre kir-
1il1iginin Onlenmesidir.

Tek hiicre proteini iretiminde lignosellilozlu atiklar,
cesitli gida, petrel ve kagit endistrisi atiklarainin kulla-
nilmasina ydnelik calismalar yapilmaktadir (Aran 1978; Aran
ve Ucal 1981; Wood 1985). Tek hiicre protein lUretim calais-
malari bakteri, maya ve funguslarla yiirdtilmektedir. Cegit-
1i atiklarla vapilan calismalarda %10-73.2 tek hicre pro-
teini Uretildigi bildirilmektedir (Litchfield 1968; Njoku
ve Antai 1987; Yazicioglu vd. 1980; Vanetti vd. 1983).

Alkol fabrikasi atigi olan vinas (slempe) tek hicre
protein Uretim calismalarinda ve enzim aktivite arastar-
malarinda besiyeri olarak kullanilmaktadir (Aran 1978;
Algur ve Gokalp 1991: Rosalem 1985; Sant'Anna vd. 1986;
Silva ve Niceoli 1985 Yegilada vd.1991). Vinasli ortamda
protein ve lireme miktarlarinin optimizasyon calismalara

vapillmaktadir (Algur ve Gﬁkalp 1921; Cardoso wve Nicoli
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1981: Shannon ve Sievenson 1975; Tauk ve Gambale 12982).
Funguslardan protein eldesinin c¢esitli avantajlara
vardir. Bunlar arasinda: besin degerleri, toksik olmama-
lari, alerjik reaksiyon gostermemeleri, tadinin iyl olmasi
sayi1labilir (Edelman vd. 1983). Buna ek olarak bazi arasti-
ricilar vinas besiyverinde funguslaran tek hiicre protein
kaynagl olarak kullanilmasinin, bakterilere gbre niiKleik
asit ig¢eriginin disik olmasi ve tadinin daha iyi olmasi
nedeni ile cazip oldugunu savunmaktadir (Cardoso ve Nicoli

1981) .

1.7 Alkol Fabrikasi Atigi Vinasin Icerigi

Fermantasyon endiistrisi olmasi nedeni ile alkol fab-
rikalarinin atik suyu parcalanabilir maddeler acisindan
zengindir. Atik suda bulunan maddelerin biiylik bir kismi
alkol liretiminde substrat olarak kullanilan melasdan ileri
gelmektedir. Pekcok fermantasyon atiginda oldugu gibi orga-
nik ve inorganik maddelerce ¢ok zengindir. Alkol dretimi
sirasinda 1 L alkole ﬁarslllk 11-13 L wvinas olugmaktadar.
Erzurum—-Ilica Etil Alkol Fabrikasindan ginde yaklagsik 700
ton vinas atilmaktadir (Algur ve Kadioglu 1989). Isletmede
kullanilan melas, maya ve lUretim sistemlerine gore viﬁaaln
icerigi de degismektedir (Taygun 198B4). Vinas yiksek oranda
azot ve fosfor icermektedir. Cesitli vitaminler ve amino
asitler de vinasda bulunmaktadir (Koutinas vd. 1991;
Yazicioglu vd. 19280). Tablo 1'de vinasin igerigi verilmis-

tir (Pena vd. 1986).



Tablec 1. Vimasin Icgerigi

pH 4.89
Renk Koyu
KO1 (g 0=/L) 70.0
BOI (g 0=/L) 60.0
Toplam kata (g/L) 08 .4
Askida kata (g/L) 6.4
Toplam azot (g/L) 3.9
Sulfat (g/L) 2.9
Etanol (g/L) 5.0
Gliserol (g/L} 5.2
Asetik asit (g/L) 2.8
Propiyonik asit (g/L) 0.0
Butirik asit (g/L) 0.0
Laktik asit (g/L) 16.0
Siuksinik asit (g/L) 0.5

1.8 Vinasin Cevre Kirliligine Etkisi

Zengin crganik ve inorganik yapisi nedeni ile, vinas-
1n fabrikadan ciktig: formda araziye atilmasi hem ekonomik
kayiplar olusturmakta ve hem de cevre kirliligine neden
olmaktadir. Bu cesit atiklar topragin ©zelligini ve bitki
buytmesini kot ydnde etkilemektedir (Algur ve Kadioglu
1989; Oruc ve G&k 1990; Srivastave ve Sahai 1987).

Aragtiricilar vinasin ¢ok koyu bir rengi oldugunu ve

vinasin renginin normal mikrobiyolojik aritim prosesleri
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iie giderilemedigini bildirmektedir. Bu rengin biiyilik bir
kirlilik problemi olugsturdugu ve mutlak siiretle giderilmesi
gerektigi rapor edilmistir (Chmomo vd. 1988 Sirianuntapi-
boon vd. 1988).

Bu atigin KOI ve BOL ﬁegerleri vaklasik 85000 mg/L ve
70000 mg/L'ye ulasmaktadir (Algur ve Kadioglu 1989; Pena
vd. 1986). Bu degerler ¢gdz Sniine alinacak olursa gok vyiik-
sek kirlilik degerlerine sahip oldugu sdylenebilir.

Alkeol ve maya ilireten psk g¢ok ulkede, bu atik madde
kirlilik problemi yaratmaktadir. Atik suyun kirlilik dere-—

cesi onc

o

Iikle fermantasyona ugramamis maddelerin miktarina
haglidir. Melas kuru maddesinin 3'te biri mayalar tarafin-
dan asimile edilemevyen organik ve inorganik maddelerden
olusmaktadir. Vinasin cok diigiik pH'ya sahip clmasi alica
ortam acisindan dezavantajlar yaratabilir. Alici crtam ola-
rak sulara verildiginde, oksiijen dengesini Eozmaktadlr.
Kanalizasyona verildigi durumlarda, c¢ok vyiiksek oranlarda
seyreltilip verilse ve kanalizasyon aritilsa bile suyun
rengini etkilemektedir. (Algur ve Kadioglu 1989; Kida vd.
1991; Pena vd. 1986:; Taygun 1984; Totti ve Nicoli 1983) .

Vinasda bulunan en dnemli maddelerden biri siilfattir.
Sulfat, melasin asitlendirme islemfnden ileri gelmektedir.
Stilfat konsantrasyonu cok yiksek oldugn zaman atik su,
betonu asindirmaktadir. Ayrica anaerop aritim sirasinda
cikirtli hidrojenin olusmas: sakincali bir durum yarat-
maktadir (Taygun 1984).

Almanya'da bazi maya fabrikasi atiklara kanalizasyona
baglidir. Fakat, bu islemde asagidaki problemlere neden ol-
maktadir:;

1- Kanalizasyon sisteminde disik pH ve yiiksek siilfat.



korezyvona neden olabilir.
2— Ati1k su ¢ok yiksek olmayan oranlarda evsel sularla
karistirildig: zaman, aritimdan ¢ikmis bile olsa suyun ren—

gini etkiler.
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Atik su, evsel atik sularla karaistigi zaman oksijen
dengesi bozulur, oksiien derhal harcanir ve anaerocob kosul-
lar oiusur. Anaerobik kosullarda ise H=S mevdana gelir ki,

bu cok koti kokan bir gazdir (Taygun 1984).

1.9 VYinasi Degerlendirme Yonindeki Calaismalar

Dzellikle Malatya, Eskisehir ve Erzurum fabrikalarin-
da biyuk bir potansiyel atik olan vinas degerlendirileme-
meltedir. Dinyadaki bazi igletmelerde is2 wvinas, metan
iiretiminde kullanilmakta ve degerlendirilmesi vyoOnine
gidilmektedir.

Vinasin biyogaz iliretiminde substrat olarak kullan:l-
di1g:r ve biyogaz verimini artirdigi rapor edilmistir (Kida
vd. 1292921; Koutinas wvd. 1991). Vinasin dederlendirilmesi
acisindan kurulan diger bir calismada, hayvan besini olarak
kKullanilabilirligil densnmis ve bu calisma sonucunda vinasin
disiik protein ve enerji iceriginden otiri hayvan yemi ola-
rak kullanilamavacaga bildirilmistir (Weigand ve
iirchgessner 1980).

Vinasin aerobik kosullarda aritilmasi, asidifikasyon
ile degerlendirilmesi ve tek hiicre protein iiretim sistemle-
rinde kullanilmasi ¢alismalari yapilmaktadir (Algur ve Go-
kalp 1991;: Aran ve OUcal 1981; Cardoso ve Nicoli 1981; Pena

vd. 19286; Totti ve Niceli 19283).
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Ayrica vinasin besiyeri olarak kullanilmasayle, cesi
1i bitki biliyime hormanlarinin iiretilecegi ve bu at:gin de-
gerlendirilebilecegi bildirilmektedir (Akscéz wvd. 18%91;
Yegilada vd. 1990).

Vinasin zengin crganik ve inorganik iceriginin olmasz,

bu atijzin besiyeri olarak yilksek enzim kapasitell fungus-

Wy

larca kullanilabilecegi fikrini vermektedir. Gunumuzde,
vinasin degerlendirilmesi ve aritilmasi galismalari surdu-
rilmektedir.

1,1 -1, 9'da anlatilan bilgilerin 1s1g1 altinda asa-

Gida maddeler halinde Ozetlenen calismalar planlanmistir.

Arastirma kapsaminda;

1- Alkol fabrikasi atigi olan ve cevre kirliligi ya-
ratan vinasin renginin giderilmesi, aritilmasi ve
deferlendirilmesi,

2— Hiicre dis1 enzim sentez kapasitesine sahip olan be-
yvaz ciiriikcil funguslarin (Szellikle lilkemizde yeti-
sen funguslar) bu atigin muamelesinde ve ozellikle
renginin gideriminde kullanilabilirliginin arasti-
rilmas:,

3- Uilkemizde yetisen ve laboratuvarimizda kiulture al-
digimiz beyaz cirikcul funguslarln vinas ortaminda
fizyolojik (pH, 1s1i v.b.) kosullarinin saptanmasi,

4— Calismada kullanilan funguslarin vinas besiyerinde
inkiibasyonu sirasinda bazi hiicre disia enzimlerin
sentezlenip sentezlenmediginin arastirilmasi ve
sentezlenen enzimlerin gilinlere bagli dedisiminin
saptanmasi,

5— Bu enzimlerin wvinasin fenginin gideriminde roli

olup olmadiginin arastirilmasi amac¢lanmistair.
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2. YUNTEM VE GERECLER

2.1 Kimyasallar

Guaiakol, H=D=, veratril alkel, veratril aldehit,
antron, glmiis stlfat, civa kloriir, L-leucine, borik asit,
sodyum tiyosilfzt, potasyum dikromal, mangan sulfat,
ciiksinik asit, sodyum dihidrojen fosfat, disodyum hidrojen
fosfat, Hz2S0., cilva okeit, tartarik asit, sodyum

hidroksit, metil red, metilen blue, hidroklorik asit, demir

amonyum sulfat, metanol, bakir silfat, sodyum potasyum

NADH, peroksidaz, glukoz, sodyum aljinat Sigma firmasindan;
A

BSA Serva firmasindan; sabouroud dextrose agar Oxoid
f
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2.2 Calismada Kullanilan Funguslarain Elde Edilmesi

Arastirmamizdéa beyaz cirikc¢il funguslardan Coriolus
versicolor, Funalia trogii, Phanerochaete chrysosporium ME
446 kullanilmist:r. Bu funguslardan C.versicolor Adana,
F.trogii Malatya bdlgesinden toplanmis, Mustafa Isiloglu
tarafindan techis edilmis ve laboratuvarimizda Xkiulture
slinmistir. P.chrysosporium ise Hacettepe Universitesi, Fen
Fakiiltesi Bivoloji B&limi Mikrobiyoloji PBilim Dalindan
temin edilmistir. Bu funguslarain timi 15 gqlnlik aralarla

taze besiyerlerine aktarilarak korunmustur.



2.3 Fungus Tiurinin Saptanmas: ve Miselyum Eldesi

Caligmamizda kullanilan 1iki bevyaz c¢uriikcil fungus
tikemizde Z2ogada yetisen funguslar arasindan toplanmigtair.
Bu ki beyez ¢lrike¢ill fungus dofadan toplandaktan seonra tir

iteratirden ve bolimimiz mantar herbaryumundan

[

—animlara
vararlanzlarak Mustafa Isiloflu tarafindan yapilmistair.
Her {c fungus da sabouroud dextrose agar ortamlarinda
Eiltire alznmigs ve 30°C'da 4 veya 6 giun inkibasyona bira-
kilmaigtair. Bu sirecte miselyum formlari elde edilmistir.

nki

1kiibasyoen sonrasinda funguslar daha sonraki calismalarda

b
¥

’

Jot

tullanilmak lzere +4°C'da saklanmistir.

7]

2.4 Calismalarda Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmas:

CTealzismalarda besiyeri olarak alkel febrikasi atag:

fy

clan vinas kullanilmistir. Vinas karbon, enerji ve azot
kaynaklarini iceren zengin bir besivyeri oldugundan calisma

bu besiyer

(W5
(=5

suiresinc

(

ne bagka bir kaynak eklenmemistir. Ca-
lismada kullanilan besiyeri % 10 vinas icerecek sekilde
distile su ile sulandirilerak hazirlanmis ve 250 mL'lik er-
lenlere koyulmustur. Ayrica, bazi calismalarda besiyeri pH
lar: calizma planina gore ayarlanmis ve hazirlanan besi-
yerleri 120 *C'da 15 dakika ve 1 atm. basing altinda otok-

lavda steril edilmistir.
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2.5 Kultir Kosullara

C.versicolor, F.trogii ve P.chrysosporium'un calisma
ortamlarina ekilmesi ve bu ortamlara adaptasyonlarinin sag-
lanmas1 eamaciyla sabouroud dextrose agar egik besiyeri
tuplerinde lretilmis olan fungus ortamlarina 10 nl steril
serum fizyolojik eklenmis ve misel sispansiyonlari hazir-
lanmistir. Misel siispansiyonlari steril sekilde vinas
besiyeri iceren 250 mL'lik erlenlere aktarilmistar.
€.versicolor ve F.trogii kiiltiirleri 30°C'de 150 rpm' de
caikalamall inkibatorde (Dedeoglu] 6 glin Uretilmis ve bu
ktltirler calismada kullanilacak besiyerlerine ekim icin
temel fungus kiltidrleri olarak hazirlanmistair.
P.chrysosporium kiltiri ise 40°C'de 150 rpm de 6 cun
iretilmistir.

Hazirlanan kiltiirler steril kosullar altinda homoje-
nizatdr (Kinematic Polytron Homogeniser) vasitasi ile cok
dusik devirde homojenize edilmistir. Erlenlerdeki vinas
besiyerlerine calisma amacina gdre degisik miktarlarda ekim
yapillmis ve calismanin amacina bagli: olarak degisik
sicakliklarda statik veya calkalamali kosullarda inkiibe
edilmigtir. Bazi calismalarda calkalema hizil amaca bagla

olarak degistirilmistir.
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2.6 Calismalarda Kullanilan Beyaz Cilrikciul Funguslarin
Vinas Ortaminda Optimum Fizyolojik Kosullarinin

Saptanmas:z

2.6.1 Optimum pH'nin Saptanmasi

Kullanilan beyaz clirikcil funguslarin optimum fizyolo—
iik kosullarainin saptanmasil amaci ile besiyeri pH lar: 4.5,
5.5, 6.5, 7.5 olarak 0.1 N HC1 ve 0.1 N NaOH ile ayarlanmig

ve Uretime geg¢ilmistir.
2.6.2 Optimum sicaklaigin saptanmasa

Funguslar ic¢in en uygun sicaklidin saptanmasi amaci
ile ekim yapildikdan sonra kiltiurler 20, 25, 30, 35 ve
40°C'de 1inkiibe edilmigtir.
2.6.3 Optimum calkalama hizinin saptanmasi

Optimum calkalama hizinin saptanmasi amaci ile killtir-

ler hem statik olarak ve hem de 50, 100, 150 ve 200 rpm'de

inkiibe edilmistir.



2.6.4 Funqus liretiminde vinas ortamina eklenecek misel

slispansiyonunun saptanmasi

Ekim miktarinin etkisinin arastirilmasi amaci ile daha

once  Kinematic Polytron Homojenizatdor ile homojenize

m
[=F

1lmisz steok fungus kiiltirlerinden vinas besiyerlerine

steril keogullarda 0.1, 0.5, 1, 2 ve 5'er mlL eklenmistir.

2.7 pH'nin Ulg¢imu

Vinas besiyerinin pH's1 ve kiltiurlerdeki pH degisimle-
ri 2 gun araliklaria pH metre (Nel mod 821) kullanilarak

clclilmistiir.

2.8 Toplam Seker Miktari ve De@isiminin Ulcimi

Vinas besiyeri ve kiiltiirlerdeki toplam seker degisim-
leri 2 gun araliklarla Antron ydntemi kullanilarak &lciil-
mugtilr (Atalay 1978: Rosenberg 1980).

Ornekler uygun bir sekilde seyreltildikten sonra 1 mL
crnedge 4 mL antron reaktifi eklenmis ve karastirilmistir.
Karisim kaynar su banyosunda 10 dakika birakilmis ve olusan
renk 620 nm'de Bousch & Lomb koleorimetre kullanilarak kére
karsi okunmustur. 620 nm'de saptanan abzorbans degerleri
ayni kosullarda c¢izilmis olan standart toplam seker
grafigi ile karsilastirilarak (Sekil 2.1), toplam geker
deferi hesaplanmistir. |

Antron ayracinin hazirlanmas: icin 200 mg antron 100
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mL %26°' 11k HzS80, icinde cdzlinmisz ve kullanilmadan Snce 1
zaat +4°C'da biarakilmigktir. Calismada kullanilan antron

cazeltbtisi hergiin taze colarak hazirlanmistir.

1.00 H
| -~
TD -
’ 3 k /
:_‘?; : ‘/
2 0.50 - /}/_/,/*
: /*‘
(1.25‘_] -
G.GU_‘ T L S ) S I B O B O [ S B N
UI lll1b‘t lin’I : 35" .I4b 50 BD 70 &0 an 100
ugr/mL

Sekil 2.1 Standart toplam seker egrizi.

2.9 Vinasdaki Protein Miktarinin Ulciimii

Vinazin protein miktar: Piiiret ydntemi kullanilarak
saptanmistir (Clark ve Switzer 1977). Atik madde uygun bir
Olcim araligina kadar sulandirilmis (1/10), 1 mlL'si 4 mL
biiiret ayraci ile tepkimeye sokulmustur. Beaksiyon karisim:
30 dakika oda sicakliginda birakilmis ve 550 nm dalgaboyun-
da elde edilen absecrbans degerleri B.S.A. (Bovin Sérum
Albumin) ile c¢izilmis standart grafikle karsllastirllarak

(Sekil 2. 2) protein miktari hesaplanmistir.
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Standart toplam protein egrisi

2.10 Vipasin Mn, Fe, Cu, K ve Al Miktarinin OUlciimi

Vinasain teplam Mn, Fe, Cu, K ve Al miktari &Slciimiinde
FU 2100 model Atomik Absorbsiyon Spektrofotometresi kulla-
nilmistir. Olcimler hava/asetilen alevinde ve sirasivla

272.5. 248.3, 324.8 ve 766.5 nm 'de alinmistir. Al miktara

et

se 3960.2 nm ve Nz20/CxHs'alevinde 8lciilmiistiir.

2.11 Askida Kat: Madde Miktarinin Ulciimii

Vinasin icerdigi askida kati madde miktarinin saptan-—
mas1 1c¢in mezilir icerisinde 2 saat bekletilmis vinas iist
kismindan bir pipetle c¢ekilip, daras: alinmis milipor
filtre kagidindan siiziilmiistiir. Filtre kagidi+ornek kuru-
tulduktan sonra 2 saat desikat&drde birakilmistair. Bu sekil-

de hazirlanmis filtre kagidi+&rnek desikatdrden cikarilir
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cikarilmaz hassas terazide ({(fartorius A 120 S} agairlaik

Hlcumi yapalmis ve askida kat: madde miktari saptanmigsiar

2.12 Kiltir Ortamindaki Kimyasal Oksijen lIlsteminin (KOI)

Ulcimu

Kiiltiir ortamlarandaki KOI defigimleri bikromat yontemi

ile olcilmiistir. Ornek idicerisindeki organik maddeler

2.13 Kiltiir Ortamindaki Renk Pegisiminin Olclmi

Hiltir ortamindaki renk miktari ve degigimi absorbans
degisimi olarak olcilmistir.Fungusun aktivitesi sonucu

nen renk degisimi glnlere bagli clarak saptanmistar.

(=}
ol
M
[
m

Renk degisimi kontrola kars: %renk degisimi olarak ifade
edilmistir (Sarianuntapibocon vd. 1988).
2.14 Hicresel Protein Miktarinin Dlcumi

Besiyerlerinde tireyen funguslarin protein miktarlari-

nin olg¢ilmesinde Kjeldahl vyo6ntemi kullanalmistair (ACAC
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}. Organik maddelerin amino azotu silfirik asit,
potasyum silfat ve civa oksit varliginda amonyum silfata
cevrilmistir. Qlugan civa-amonyum kompleksi sodyum tiyo-
sulfatla yikilmis ve amonyak borik asit icerisine disti-
lasyon vasitasi ile absorblanmistir. Titremetrik ydntem ile
toplam azot mikteri saptanmis ve bulunan degerlerin 6.25
faktord ile garpilmasi sonucunda protein miktara hesaplan-

mistair.

2.15 Kiultir Ortamlarinda Biyokitle Miktarinin Clcimil

Eiltiur ortamlarindaki biyokitle miktarlarini saptamalk
icin kiilturler, daha 6nce 70°C'de 24 saat kurutulup 2 saat
desikatdrde bekletildikten sonra hassas terazide darasa
alinmis Whatman No: 1 filtre kagitlarindan siziilmis ve
filtre kagidi1+ornek 24 saat 70°C'de kurutulmustur. Kurutma
iglemil sonrasi Ornek 2 saat desikatdrde birakilmis ve has-—

az terazide tartilmistir. Biyokitle miktari g/L olarak

D]

1fade edilmistir.

2.16 Calismada Kullanilan Funguslarin Tutuklanmas:

Funguslarin tutuklanmasi isleminde tutuklama ajani
olarak Na aljinat kullanilmigstir. Na aljinat ve CaCl=
qézeitileri hazirlanmis ve Na aljinat ¢bzeltisine fungus
eklenmistir. Daha sonra Na aljinat-hiicre karisimi uygun
bir sekilde %2 1ik CaClz ¢dzeltisi icine damlatilarak

hiicrelerin tutuklanmas: sajlanmistir (Ferschl vd. 1991).
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2.17 Kultir Ortamlarindaki Ekstraselliiler Enzim

Aktivitelerinin Saptanmas:

Kiiltir ortamlarainda c¢esitli hiicre digi: enzimlerin
aktivite degigimleri arastirilmis ve ortamlarda saptana-
bilen enzimlerin ginlere bagl: olarak aktiviteleri alciil-
muistir.

Lakkaz (0=: p-difenol oksido-rediiktaz E.C.1.10.3.2)
aktivitesi olc¢uminde guaiakol (Merck) substrat olarak kul-
lanilmistir. 5 mL'de 0.01 mmol guaiakol icerecek gekilde
fosfat taﬁponu (pH 6) idcerisinde hazairlarmis 4.9 mL
guaiakel ¢ozeltisine 0.1 ml enzim kaynad: eklenmis ve
30°C'de 1 saat inkibe edilmistir. Guaiakol'un oksidasyonu
sonucu olusan renk 465 nm dalgaboyunda Bousch & Lomb
kolorimetrede okunmustur.

Peroksidaz, lakkaz aktivitesine benzer bir yolla &l-
cilmistiir. Fakat, reaksiyon karisimi %0.02 Hz0= icerecek
sekilde hazirlanmistir. Lakkaz ve percksidaz aktivitesi
kolorimetrik birimler olarak bagil terimlerle (cu/mL) ifade
edilmistir. Kolorimetrik birim, 0.1 mL enzim kaynadina kar—
g1l1k gelen absorbans degeri X 10 (AX10) olarak hesaplan-
migtir {hﬁder ve Eriksson 1976; Gok 1985; Yegilada vd.
1991) .

NADH percksidaz aktivitesi (NADH oksidasyon aktivite-
si).ﬁlcﬁmﬁnde NADH substrat olarak kuliaﬁllmlstlr (Asada
vd. 1986). Reaksiyon karisimi 0.3 mM NADH, 0.2 mM MnSO.,
50 mM siiksinat tamponu (pH 4.5) ve enzim kaynagdi icerecek
gekilde hazirlanmistir. NADH oksidasyon aktivitesi 340
nm'de absorbans degisiminin spektrofotometrik (PU 8620

uv/visible spectrophotometer) olgiimi ile saptanmis ve



nkatal,/mlL ve lUnite/mL olarak 1ki sekilde ifade edilmistir.
Mililitredeki enzim Unite sayisinin saptanmasianda su

formilden vyvararlanilmigstar:

Asao x reaksiyon karisimi miktara

Uinite enzim/mlL =
6.22 x ornek miktara

1 tnite enzim, 1 pmol NADH'in cksidasyonunu, optimum
sartlarda, 1 dakikada katalizleyen enzim miktari olarak ta-
nimlanmistair.

Ligninaz aktivitesi Olcumiinde, veratril alkol substrat
clarak kullanilmis ve ligninaz aktivitesi ii¢ farkli yontem-
den vararlanilarak arastirilmistar (Asada vd. 1986;
Poominathan wvd. 1990: Faison ve Kirk 1985).

Glukoz oksidaz, alkol oksidaz ve amino asit oksidaz
aktivite tayininde 500 nm dalgaboyunda o-dianosidinin
cksidasyonu sonucu olusan absorbans degisiminin Glciilmesi
teknigi kullanilmistair (Kelly ve Reddy 1986 ;: Worthingten
Biochemical 1978; Methods in Enzymology 1975).

Ligninaz, glukoz oksidaz, alkol oksidaz ve amino asit
cksidaz Olciimlerinde PU 8620 Philips uv/visible spektrofo-

tometre kullanilmistar.

2.18 Vinasin pH ve Renk Degisimi Uzerine Hz=0z'nin Etkisi

Vinasin renginin gideriminde Hz202'in roliiniin bulunup
bulunmadiginin saptanmasi icin kurulan deneylerde 50 mL
vinas ortamina farkli miktarlarda (0.1, 0.2, 0.5, 1, 2 ve
5 mL) % 37'1ik H=0z eklenmis ve vinas ortamindaki renk ve

pH degisimleri giinlere bagli olarak dlciilmiigtiir.



2.19 Vinas Besiyerine Ekilen Hiicre Miktarinin O1cimi

Vinas besiyerine ekilen fungus miktarinin saptanmasa
1¢in milipor filtre kullanilmistir. Darasi alinmig bir
milipor filtre kagidindan fungus silispansiyonu stizilmis,
filtre kagidi+drnek 20°C'de 24 saat kurutulmus ve desgi-
katdrde 2 saat bekletildikten sonra hassas Lerazide Glg¢ium
vapilarak, 0.1 mL'deki hiicre miktar: mg olarak saptanmis-

Lir.
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3.1 Alkol Fabrikasa Atigi Olan Vinasin Icerigi

Yuritiilen caligmada kullanilan vinasin ig¢erigi sap-

tznmigs ve bu degerler tablo 3.1'de gdsterilmistir.

Tablo 3.1 Calismada kullanilan vinasin icerigi

Renk

pH

KO1

Toplam seker
Protein

K

Mn

Fe

Cu

Al

(ppm)
(ppm}
(ppm)
(ppm)
(ppm)
(ppm)
(ppm)
(ppm)

Askida kati madde (ppm)

loyu
4.40-4.55
73000
21000
16000
9500
5.0

20
2.0
29.12

2100

3.2 Ortama Ekilen Fungus Miktar:

Yiritilen tim calismalarda kiiltiirler homojenize e-

dildikten sonra,

steril kosullarda

950 mL besiyerlerine eklenmistir.

= 20 mg/2mL homojenat
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Beyaz Ciiriik¢iil Funguslardan Coriclus versicolor'un
Vinas Ortaminda Optimum Fizyolojik Kosullarinin ve

Ortam RHenginin Gideriminin Saptanmasi

3.3.1 pH'nin etkisi

Calismamiz vinas ortaminin baslangic pH'sinin ireme
ve bir kirlilik parametresi olan renk iizerine etkisinin
aragtirilmasi amaci ile degisik pH degerlerinde bu calisma
sirdirtilmistir. Ayrica, farkli pH degerlerinde, hiicre disa
oksidasyon enzimleri olan lakkaz, peroksidaz ve kiiltiir
ortaminda, Hz0z liretiminden sorumlu olan NADH peroksidaz’'ain
ginlere bagla enzim aktivitgleri saptanmistir. Stok
C.versicolor kiiltiiriinden vinas onrtamina 2mL / 30mL olacak
gekilde ekim yapilmis 30°C'de 150 rpm'de 12 giin inkiibasyona
barakilmistar.

Yapilan calismalar sonunda iireme ve renk giderimi igin
en tygun pH 4.5 olarak bulunmustur. pH 4.5'da en yiiksek
renk giderimi %75.32 ve biyokitle miktari da 2.326 g/L
olarak saptanmistir. Uretimin 6.giiniinde elde edilen bu
degerlere karsilik, avni giinde lakkaz aktivitesi 3.46
cu/mL, peroksidaz aktivitesi 1.85 cu/mlL ve NADH perok-
sidaz aktivitesi de 0.0868 iinite/mL olarak elde edilmigtir.

pPH 5.5 araliginda kurulan calismada ise en yiuksek renk
giderimi 6.giinde %68.61 ve biyokitle miktari da 4.giinde
2.268 g/L olarak saptammistair. 4. ginde lakkaz 1.89 cu/mL,
peroksidaz 1.02 cu/ml ve NADH peroksidaz aktivitesi de
0.1161 tnite/mL olarak saptanmistir.

pH 6.5'da en yiksek renk giderimi ve biyokitle miktara
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4.gtinde elde edilmigtir. Bu pH araliginda renk giderimi
©62.10 ve biyokitle miktara da 2.242 g/L olarak bulunurken,
lakkaz 1.94 cu/ml, peroksidaz 1.31 cu/mL ve NADH peroksidaz
aktivitesi 0.1296 iinite/mL olarak gézlenmistir.

7.5 pH araliginda ise en yiiksek renk giderimi 4. giinde
%64.27 olarak gdzlenirken, biyokitle miktari 2.306 ag/L
olarak elde edilmistir. Bu giinde lakkaz aktivitesi 2.17
cu/mL, percksidaz aktivitesi 1.24 cu/mL ve NADH peroksidaz
aktivitesi de 0.1151 iinite/mL olarak saptanmistir.

Elde edilen verilere gdre C.versicolor'un iiremesi ve
en yitksek renk gideriminin elde edilebilmesi icin uygun pH
4.3 clarak elde edilmistir. Bu pH elimizdeki vinasin

PH’sina uygun bir pH araligidar (Sekil 3.1 - 3.8).

100 -4 ~3
Ol R s
51 - 3
5 \ [, B
= b B B ©
= 50— \\ * o 5
~ _ . ___--‘D'____ | L
5 S o 8 -1
o - "“'B_—’ L

(S B B B I e e e e 0
0 2 4 6 8 10 12
Gun

Sekil 3.1 C.versicolor'un vinas ortaminda iremesi ve or-
tam renginin degisimi (%). )
Deney kosullari; pH:4.5; sicaklik:30°C; calka-
lama h1z1:150 rpm ; ekim miktari:2 mL/50 ml
vinas.
O- - - -O Renk miktara LH———A Urems
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C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz aktivi-
telerinin giinlere bagli degisimi.

Deney kosullari:; pH:4.5:; sicaklik:30°C- calka-
lama h1z1:150 rpm; ekim miktari:2 mL/50 mlL vi-
nas,
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C.versicolor'un vinas ortaminda iiremesi ve or-
tam renginin degisimi (%) .

Peney kosullari: pH:5.5: sicaklik:30°C; calka-
lama h1z1:150 rpm; ekim miktari:2 mL/50 mL vi-
nas.

O-— --0 Renk Miktara A————A fiTreme



Lokkaz Aktivitesi
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.1 C.versicolor'un lakkaz ve ©peroksidaz aktivi-
telerinin gilinlere bagli degisimi (%).
Deney kosullari; pH:5.5; sicaklik:30°C; calka-
lama hiz1:150 rpm; ekim miktari:2 mL/50 mL vi-
nas.
O——Q Lakkaz IH--— -A Peroksidaz
41 =3
37 g
\ -
_ \ /A\_‘—A =) E
A (o] A - ©
| ~ B g
_ - _ o i
YT T Ty rrer rrrrrr e r e e 0
C 2 4 6 8 10 12
Gun
5 C.versicolor'un vinas ortaminda iiremesi ve or-
tam renginin degisimi (%) .
Deney kosullari; pH:6.5; sicaklik:30°C; calka-
lama hi1z1:150 rpm: ekim miktari:2 mL/50 mlL vi-

naz.
O----0 Renk Miktar:

HN— A Ureme



Lokkoz Aktivitesi (cu/mL)

k1l 2.6 C.versicclor'un lakkaz ve percksidaz
telerinin ginlere bagli deGisimi (%).
Deney kesgullariz; pH:6.5; sicaklik:30°C;
lama hiz1:150 rpm; ekim miktari:2 mL/50
nas .
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il 3.7 C.versicolor'un vinas ortaminda Uremesi
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tam renginin degisimi (%).

Deney kogullaria;

pH:7.5; s

1icaklik:20°C:

lama h1=1:150 rpm; ekim miktari:2 mL/50

nas.
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S=lil 3.8 C.versicolor'un lakkaz ve percksidaz aktivi-
telerinin gunlere bagli degisimi.
Deney kosgullari; pH:7.5; sicaklik:30°C;: calka-
lama hi1z1:150 rpm: ekim miktari:2 mL/5C mL vi-
nas.

C——C Lakkaz & -- —A Percksidaz

3.3.2 Sicakligin etkisi

En uygun pH 4.5 colarak saptandiktan sonra optimum
sicakligin saptanmasi icin deneyler 20°C, 25°C, 30°C, 35°C
ve 40°C'de sirdurilmiistiir.

20°C'de kurulan c¢alasmalarda en yiiksek renk giderimi
ve biyokitle miktara 6.glinde saptanmis, renk giderimi
%49.11 ve biyokitle miktarida 2.117 g/L olarak elde edil-
migtir. 6.glndeki lakkaz aktivitesi 0.23 cu/mL, peroksidaz
aktivitesi 0.26 cu/mL ve NADH peroksidaz aktivitesi de
0.0483 uUnite/mL clarak saptanmistir. Bu kosullarda pH'nin
da siirekli olarak yiikseldigi gdzlenmis ve 6.giindeki pH,

9.83 civarainda olcilmistiir (Sekil 3.9 ve 3.10).
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55°C'de kurulan calismada en yuksek renk giderimi ve
iirem= yine 6.¢gilinde saptanmistar. Bu kosullar altinda renk
giderimi %68.27, biyokitle miktari 2.220 g/L ve pH degeri
de S5.61 nlarak elde edilirken lakkaz aktivitesi 2.97 cu/mL,
percoksidaz aktivitesi 1.53 cu/mL ve NADH peroksidaz aktivi-
tesi de 0.0643 iinite/mL degerinde bulunmustur (Sekil 3.11

ve 3.1

i

30°C'de en yiilksek renk giderimi ve biyokitle niktara
vine 6.giinde saptanmigtir. Bu ginde renk giderimi %75.32,
biyokitle miktara 2.376 g/L ve pH degeri de 5.87 dir. Ayni
giinde lakkaz aktivitesi 3.46 cu/mL, peroksidaz aktivitesi
1.85 cu/mL ve MADH peroksidaz aktivitesi de 0.0875 linite/mL
olarak elde edilmistir (Sekil 3.13 ve 3.14).

35°C'de ise en yiiksek degerlerin elde edildigi 6 .giin-
de renk giderimi %64.23 ve biyokitle miktara 2.176 /L ola-
rak bulunmustur. Bu giinde pH degeri de 5.35"e yikselmistir.
Lakkaz aktivitesi 2.66 cu/ml, peroksidaz aktivitesi 1.37
cu/ml. ve NADH percksidaz aktivitesi de 0.0585 iinite/mL
olarak saptanmigstir fSeﬁil 3.15 ve 3.16).

40°C'de en yilksek renk giderimi 4.giinde %38.73 olarak
elde edilirken en yiiksek biyokitle miktari da 6.glinde 2.002
g/L clarak elde edilmistir. Bu gtinde pH degeri 5.91, lakkaz
aktivitesi 0.35 cu/mL, peroksidaz aktivitesi 0.11 cu/mL ve
NADH peroksidaz aktivitesi de €0.0135 lnite/mL nlarak sap-
tanmiskir (Sekil 2.17 ve 3.18).

Sonug olaralk C.versicolor icin optimum sicaklik 30°C
olarak bkelirlenmiz ve calismalarda bu sicaklik derecesi
kullanilmigtar.

Optimum sicakligin saptanmasi amaciyla kurulan bu ca-

li1smada BAliim 2.4'de anlatildig: sekilde hazirlanmigs 30
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mL*1lik  bhesiyerlarine Bolim 2.5'de anlatildiga gibi

C.versicolor Iiiltirlerinden homojenizasyon sonrasi 2 mbl

siispansiyon ekilmis ve kiiltiirler 20°C, 25°C, 30°C. 35°C ve
40°C dsn 150 rpm de 12 inkibe edilmiztir.
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Sekil 3.2 C(C.versiceolor'un vinas ortaminda Uretimi sara-

sinda pH. renk ve biyokitle degisimi.

Deney kosullari; sicaklik:20°C: pH:4.5; calka-
lama hi1z1:150 rpm: =kim miktari:2 mkL/30 mL vi-

nas.
O-——- -0 Renk Miktar: O———0O pH &——A Urems
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Lakkaz Aktivitesi (cu/mL)
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2.10 C.versicolor'un lakkaz ve percksidaz akti-
vitelerinin ginlere bagli degigimi.

Deney kosullari;sicaklik:20°C: pH:4.5; calka-
lama hi1z1:150 rpm; ekim miktar:i:2 mL/5S0mL wvi-
nas.
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vinas cortaminda tiretimi sira-
sinda pH. renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari;sicaklik:25°C: pH:4.5; calka-

ekim miktari:2 ml/50mL vi-

Q- - - -0 Renk Miktar: O— pH A— A Ureme

2.12 C.versicolor'un
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ve peroksidaz akti-

vitelerinin giinlere bagli degisimi.
Deney kogullari;sicaklik:25°C; pH:4.5: calka-
lama h1z1:150 rpm; ekim miktar::2 mL/50mL vi-

nas.
O—O Laklkaz

&~ - A Peroksidaz
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Sekil 3.13 C.versicelor'un vinas ortaminda iiretimi sira-—
sinda pH, renk ve biyokitle degisimi.

Deney kosullari:sicaklik:30°C; pH:4.5: calka-
lama hi1z1:150 rpm: ekim miktari:2 mL/50mlL vi-
nas.

O--- -0 Renk Miktari1 g0— —0 pd A——A Uireme

Lakkaz Aktivitesi (cu/mL)

1
Peroksidaz cktivitesi (cu/mL)

ekil 3.14 C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz akti-
vitelerinin glinlere bagli degigimi.
Deney kosullari;sicaklik:30°C; pH:4.5; calka-
lama h1z1:150 rpm: ekim miktari:2 mL/50mlL vi-
nas.
O——O0 Lakkaz O - -—-N Peroksidaz
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S=kil 2.153 C.versiceolor'un vinas ortaminda idrstimil Zira-
sinda pH. renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari:;sicaklaik:35°C; pH:4.5;calka-
lama hiz1:150 rpm; ekim miktari:2 mL/50mL vi-
nas.
O-—---0 Renk Milktari: O——0OpH A& — A Ureme
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Sekil 2.16 C.versiceclor'un lakkaz ve peroksidaz akti-
vitelerinin ginlere bagla degisimi.
Deney kosullari;sicaklik:35°C; pH:4.5; calka-
lama hi1z1:150 rpm; ekim miktari: 2ZmL/S0mL vi-
nas.
O——-0O Lakkaz & —— —A Peroksidaz
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Lakkoz Aktivitesi (cu/ml.)

3.17 C.versicolor'un wvinas ortaminda
sinda pH, renk ve biyokitle degisimi.

Deney kosgullari;sicaklik:40°C; pH
lama hi1z1:150 rpm; ekim miktari:

nas.

retimi sira-

:4.5 calka-
2mL/50mL vi-
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kil 3.18 C.versicolor'un lakkaz ve perok

sidaz akti-

vitelerinin giinlere bagli degisimi.

Deney kosgullari:;sicaklik:40°C; pH
lama h1z1:150 rpm; ekim miktari:
nas.

O

O Lakkaz D me A

:4.5; calka-
2mL/50mL vi-

Peroksidaz
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3.3.3 Calkalama hizinin etkisi

Calkalama hizinin saptanmasil amaciyla kurulan bu cga-
lizmada, kultirler 50, 100, 150 ve 200 rpm calkalama hai-
zinda uretilmigler ve bu kosullarda ortam pH, renk, biyo-
kitle ve enzim degigimleri saptanmistar.

50 rpm calkalama hizinda kurulan calismada en ylksek
renk gidevrimi ve biyckitle miktari 8.glinde saptanmistir.
Bu ginde renk giderimi %55.43, biyokitle miktarai 2.120 g/L
ve pH degeri de 4.82 bulunmustur. Ayni giinde lakkaz akti-
vitesi 1.26 cu/ml, peroksidaz aktivitesi 0.72 cu/mL NADH
peroksidaz aktivitesi de 0.0493 {nite/mL olarak elde
edilmistir (Sekil 3.19 ve 32.20).

100 rpm'de kurulan calismada ise en yiiksek renk gide-
rimi ve biyokitle miktari 6.giinde %73.96 ve 2.272 g/L de-
gerlerinde bulunmustur. Bu giinde pH 4.71, lakkaz aktivitesi
0.84 cu/mL, percksidaz aktivitesi 0.50 cu/mL ve NADH pe-
roksidaz aktivitesi de 0.1282 lnite/mL olarak saptanmistir
(Sekil 3.21 ve 3.22

150 rpm'de ise 6.glinde renk giderimi %75.32, biyokitle
miktar: 2.326 g/L ve pH 5.87 olaraek saptanirken 3.46 cu/mL
lakkaz aktivitesi, 1.85 cu/ml peroksidaz aktivitesi ve
0.0875 unite/mL NADH peroksidaz aktivitesi g6zlenmistir
(Sekil 3.23 ve 3.24).

200 rpmide kurulan calismada ise 6. giinde %68.17 renk
giderimi ve 2.201 g/L biyokitle elde edilmistir. Bu giinde
pH 5.63'e yiikselmistir. Ayni giin icin lakkaz aktivitesi
2.98 cu/ml, peroksidaz aktivitesi 1.55 cu/mL ve NADH pe-
roksidaz aktivitesi ise 0.0749 ilinite/mL olarak saptanmis-—

tir (Sekil 3.25 ve 3.26).
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Sekil 2.12 (C.versicolor'un vinas crtaminda lretimil
sinda pH. renk ve biyokitle degisimi.
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Deney kosullarai:calkalama hizi1:50 rpm; sicak-
11k:30°C; pH:4.5; ekim miktari: 2 mL/30mL vi-

nas.
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Sekil 3.20 C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz
vitelerinin glinlere bagl: degigimi.

g pH &6——A Ureme

Peroksidoz oktivitesi (cu/mL)

akti-

Deney kogullari:;calkalama hizi:50 rpm; sicak-

12k:30°C; pH:4.5: =kim miktari: 2ZmL/50mL

nas.
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.21 C.versicolor'un vinas cortaminda iiretimi sira-

sinda pH. renk ve biyokitle degizimi.

Peney kosullari; calkalama hizi: 100 rpm: si-
caklik:30°C; pH:4_5; ekim miktari:2 mL/50 nL
vinas.
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22 C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz akti-

vitelerinin giinlere bagli degisimi.

Daney kogullarai;: calkalama hizi:100 rpm; S1-
caklik:30°C; pf:4.5; ekim miktari: 2mL/50mL
vipas.

O—O Lakkaz N - — A Paroksidaz
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S=kil 3.23 _versicolor'un vinas ortaminda liretimi sira-
zinda pH. renk ve biyokitle degigimi.
Deney kosullari;:; calkalama hiz1:15%0 rpm; S1-
caklik:30°C; pH:4.5; ekim miktari:2 mL/50 mkL
vinas.
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Sekil 2.24 (C.versicelor'un lakkaz ve peroksidaz akti-
vitelerinin giinlere bagli deGisimi.
Deney kosullari: calkalama hiz1:150 rpm; s1-—
caklik: 30°C; pH:4.95: ekim miktari:2 mL/50nL

vinas.
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Selkil 2.25 C.versiceolor'un vinas ortaminda iUretimi saira-

Lokkoz Aktivitesi (cu/mL)

sinda pH, renk ve biyokitle degisimi.

Peney kozullar:i; calkalama hizi:200 rpm: S1—
caklik:30°C; pH:4_.5:; ekim miktarai: 2mL/50mL
vinas.
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Sekil 3.26 C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz akti-

vitelerinin giinlere bagli degisimi.

Deney kozullari; calkalama hizi:200 rpm:; s1—
caklik: 30°C; pH:4.5; ekim miktara: 2 mL/S0mL
vinas.

O—O0 lLakkaz Lr-----A Peroksidaz
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3.3.4 Ekim miktarinin etkisi

Optimum pH, sicaklik ve ¢alkalama hizi saptandiktan
sonra ekim miktarinin 2reme, enzim aktivitesi, ortam pH's:
ve rengi uzerine etkisinin arastairalmas: amaciyla bu calis-
ma kurulmugtur. Yapilan calismada, B&lim 2.4'de anlatildiga
gekilde hazirlanmis besiyerlerine Bolum 2.5'deki gibi iire-
tilmis stok C.versicolor kiltirlerinden, homojenizasyon
sonrasi steril kosullarda 0.1, 0.5, 1, 2 ve 5 mL eklenmis-—
tir. EKElltiirler 30°C'de 150 rpm'de 12 giin inkiibe edilmistir.

Ekim miktaranin 0.1 mL olarak uygulandigi calismada
en yuksek renk giderimi 8.giinde %57.39 olarak gozlenirken
biyokitle miktari 4.giinde 1.700 g/L olarak saptanmistir.
4.guindeki pH degeri 4.36'dan B.glinde 5.19'a yiikselmistir.
Bu giinde lakkaz 4.62 cu/mL, peroksidaz 2.52 cu/mL ve NADH
percksidaz aktivitesi de 0.0256 inite/mL olarak Slcilmiistiir
(Sekil 3.27 ve 3.28).

0.5 mL fungus ekilen kiiltiirlerde en yiiksek renk gide-
rimi 10.giinde, %61.13 olarak gdzlenirken, biyokitle miktara
4.guinde 1.900 g/L olarak tesbit edilmistir. 4 _giinde pH de-
geri 5.35 iken 10.giinde 5.30'a dismiistiir. Yine 4.giinde 2.75
cu/mL lakkaz, 1.20 peroksidaz ve 0.0106 NADH peroksidaz ak-
tivitesi gdSzlenirken, 10.giinde bu degerler 2.07 cu/mL 1aﬁ—
kaz, 1.00 cu/mL percksidaz ve 0.0754 iinite/ml. NADH perok-—
sidaz olarak tesbit edilmistir (Sekil 3.29 ve 3.30).

1 mL ekim yapilan kiiltiirlerde en yiiksek renk giderimi
8.gtinde %62.28 olarak bulunmustur. Bu kosullarda elde edi-
len en yliksek biyokitle 1.942 g/L'dir. Bu giinde lakkaz ak-
tivitesi 4.12 cu/mL, peroksidaz aktivitesi 2.08 cu/mL ve

NADH peroksidaz aktivitesi de 0.0740 iinite/mL olarak sap-
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tanmigtir. Bu giindeki pH degeri 5.56' dir (Sekil 3.31 ve
3:32).-

2 mL ekim yapilan kiiltiirlerde 6.glinde renk giderimi
¥75.32 ve biyokitle miktari da 2.326 g/L iken lakkaz ak-

tivites: 3.46 cu/mL, percksidaz aktivitesi 1.85 cu/mL ve
NADH percksidaz aktivitesi de 0.0875 unite/mL olarak goz-
lermistir. Bu glindeki pH degeri 5.87'dir (S5ekil 3.33 ve
3.34) . '

En yuksek renk giderimi ve iireme ise 5 mL ekim ya-—
pi1lan kiiltirlerde g3zlenmistir. Bu kiiltiirlerde en yiksel
renk giderimi %78.10 ve iireme 3.312 g/L clarak 4dlciilmistiir
(Sekil 3.35 ve 3.36).

Optimum sartliar ortaya konduktan sonra C.versicolor
ile kurulan calismada pH, renk, kimyasa! oksijen istemi
(K01), toplam seker, biyokitle ve enzim degisimleri 30°C,
pH 4.5, 150 rpm ve 2 mlL ekim miktari kosullarinda gercek—
legtirilmistir. Bu c¢alisma sonucunda %42.71 K01, %68.16
toplam seker ve %75.32 renk giderimi saptanirken, 2.326 g/L

biyckitle elde edilmistir (Sekil 3.37 ve Tablo 3.2},
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Sekil 3.27 C.versicolor'un vinas ortaminda {iretimi sira-
sinda pH, renk ve biyokitle degigimi.
Deney kosullari: ekim miktari: 0.ImL/50mlL vi-
nas; s1caklik:30°C; pH:4.5; calkalama hiz:a
150 rpm. -
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Sekil 3.28 C.versicelor'un lakkaz ve percksidaz akti-
vitelerinin giinlere bagl: degisimi.
Deney kosgullari: ekim miktari:0.1mL/50mlL vi-

nas;
150

sicaklik:30°C:

rpm.
,O——0 Lakkaz

pH:4.5;

calkalama hiz:i

OH-——-—-A Peroksidaz



Mikter

Rank

)

akkaz Aktivitesi (cu,/mL

L

100 G _ -3 -10
~0 - ;
L RIS S S
\ -
\ -2 2 -8
\(’A_\_Rﬁ//l\---u_ﬂ 3 0 ) -
O— - - = E 7 O
4 T g b o F
-1 = L
/5 S ; :
w B i
S o o e B G B T TR A i i G i e e —4
0 2 4 6 8 10 12
Gun

2.22 C.versicolor'un vinas ortaminda iiretimi sira-
sinda pH, renk ve hiyokitle degigimi.

Deney kosullari: ekim miktari:0.5mL/50mL vi-
nas; sicaklik:30°C; pH:4.5; calkalama hizai:
150 rem.

G- ----0 Renk Mikter: O——0O pH &——A Ureme
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3.30 C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz akti-
vitelerinin ginlere bagli degisimi.
DPeney kosullari; ekim miktari:0.5 mL/50mL vi-
nas;=sicaklik 30°C; pH:4.5; calkalama hizi:150
rpm.
O—-—0 Lakkaz & —---A Percksidaz
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C.versicolor'un vinas ortaminda iiretimi sira-
sinda pH, renk ve biyokitle degisimi.

Deney kosullari; ekim miktari:limL/50mL vinas;
s1caklik:30°C;pH:4.5; calkalama hizi:150 rpm.

O--— -0 Renk Miktari O o pH A

A Ureme

|
P
Peroksidaz aktivitesi (cu/mL)

Gun

C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz akti-

vitelerin giinlere bagl: degisimi.

Deney keogullari: ekim miktari:1mL/50mL vinas:
Si1caklik:30°C;pH:4.5; calkalama hiza

O

:150 rpm.

O Lakkaz A= - ——~A Peroksidacz
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Sekil 3.33
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C.versicolor'un vinas ortaminda iiretimi sira-

sinda pH, renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullar:;
cicaklik:30°C;pH:4.5;

ekim miktari:2mL/50mlL vinas;
calkalama hi1z1:150 rpm.
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Seltil 3.34 C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz akti-

vitelerinin giinlere bagli degisimi.
Deney kosullari;
S1caklik:30°C;pH:4.5:
O—0 Lakkaz

ekim miktari:2mL/50mL vinas:
calkalama hiz1:150 rpm.
&L -—--A Peroksidaz
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Sekil 3.35 C.versicolor'un vinas ortaminda iliretimi sira-
sinda pH, renk ve biyokitle degigimi.
Deney kosullari; ekim miktari:5mL/50mL vinas:
s1cakli1k:30°C;pH:4.5; calkalama hizi:150 rpm.
O-----O Renk Miktara O———oO pH &—A Urene
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Sekil 3.36 C.versicolor'un lakkaz ve peroksidaz akti-
vitelerinin giinlere bagla degisimi.
Deney kosullari: ekim miktari:5mL/50mlL vinas:
s1caklik:30°C:pH:4.5; calkalama hiz1:150 rpm.
O——0O Lakkaz A-----A Percksidacz
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S?hii'B-B? Cﬂversico!or'un vinas ortaminda iiretimi sira-
Sinda pH, renk, KO, toplam seker ve biyokit-
le degisimi.
Deney kogullari;sicaklik:30°C: pH:4.5; calka-
lama h1z1:150 rpm: ekim miktar::2mL/S0ml vi-
nas.
O----0 Renk Miktar: O OpH A A {ireme
tmm——ds KOL Q~---0 Toplam Seker
Tablo 3.2 C.versicolor'un optimum kosullarda vinas besi-

yerinde {iretimi sirasinda pH. renk, KOt,
toplam seker, biyokitle ve enzim aktivitesi
degigsimleri.
Giin ("I:‘ 2% l 5% n_s* 7% || gx o
0 0 ¢ lo Jo o 0
2 45.21 97 1.05no.52 0.0251{2.242
” 4 60.00 63h1.46 1.03[0.0498|2. 286
6 75.32 a6)1.85 1.81(0.0875/2.326
8 62.56 .71 1-79,1.13 0.0546/1.792
10 56 . 95| -98112.07}10.75/10.0362|[1.738
12 [g?.zal .86[l2.01/l0.72 0_0348[}.733J
1* pH. 2* Renk giderimi (%), 3* KOt giderimi (%)

4* T. geker giderimi
7* (A/dak/mL) 8%

(%). 5* Lakkaz 6* p
inite/mL (NADH perok.),

eroksidaz (cu/mlL)
9% Biyokitle (g/L)

gﬁéﬁéd Urthrom~n;
GENEL KO, 7z »
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C.versicolor optimum gartlarda statik olarak da iire-
tilmis ve bu kogullar altinda pH, renk, biyokitle ve enzim
aktivite defisimleri saptanmistair. Statik inkiibasyon sira-
sinda en ylksek renk giderimi 6.glinde %532.40 olarak sapta-
nirken, bkiyokitle miktari 2.770 ¢/L olarak bulunmustnr:

lakkaz 0.78 cu/mL, peroksidaz 0.36 cu/mL ve NADH peroksidaz

0.0154 unite/mL olarak g¢gdzlenmistir. Ayn:

4]

aktivitesi d

unde pH 4.56'dan 5.22'ye vyilkselmistir (Sekil 3.38 ve
g

3.39).
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9ekil 3.38 C.versicolor'un optimum kosullarda vinas or-
taminda statik olarak iiretimi sirasinda pPH.
renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari; sicaklik:30°C: pH:4.5; ekim
miktar::2mL/50mL vinas.

O-----0 Renk Miktari O A iireme

o pH A
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21l 3.292 C.versicolor'un optimum kosgsullarda statik o-
tarak iretimi sirasinda lakkaz ve peroksidaz
aktiviteleri.

Peney kogullari: sicaklik:230°C; pH:4.5:; ekim
miktar::2mL/50mL vinas.
O O Lakkaz &~ - - -A Peroksidaz

3.4 Beyaz Ciiriikgiil Funguslardan Funalia trogii'nin Vi-
nas Ortaminda Optimum Fizyolojik Kosullarinin ve Or=

tam Renginin Gideriminin Saptanmasi.

3.4.1 pH'nin etkisi

Vinas ortaminin baslangi¢ pH'sinin iireme ve bir kir-
1i1ik parametresi olan renk tizerine etkisinin arastirilmasa
amaci ile degisik pH degerlerinde bu calisma sturdiirilmiis-
-tﬁr. Ayrica, deney kogullarinin hiicre digi oksidasyon

enzimleri clan lakkaz, peroksidaz ve kiiltiir ortaminda, H-0.
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uretiminden sorumlu olan NADH peroksidaz'in ginlere bagla
enzim aktiviteleri saptanmigztir. Yapilan calisma sirasinda
ireme ve renk giderimi icin en uygun pH 4.5 olarak bulun-—
mugtur. Bu pH araliginda en yiksek renk giderimi %62.16 ve
biyokitle miktari da 2.544 /L clarak bulunmustur. Uretimin
4. ginde elde edilen degerlere karsiliak, ayni gunde lakkaz
aktivitesi 3.08 cu/mL, peroksidaz aktivitesi 2.13 cu/mL ve
NADH peroksidaz aktivitesi de 0.0836 Unite/mL olarak sap-
tanmistir (Sekil 3.40 ve 3.41).

pHl 5.5"'da kurulan calismada ise en yiksek renk gideri-
mi 4._glinde %61 .87 ve biyokiﬁle miktar: da 2.244 g/L olarak
Slcilmistir. 4.ginde lakkaz 2.24 cu/mL, peroksidaz 1.24
cu/mL ve NADH peroksidaz aktivitesi de 0.0183 inite/mL
olarak saptanmistir (Sekil 3.42 ve 3=43) .

pH 6.5'da en yiikssk renlk giderimi ve biyokitle miktara
4.guinde elde edilmistir. pH 6.5'da renk giderimi %60.19 ve
biyokitle miktari da 2.448 g/L olarak bulunurken, lakkaz
2.30 cu/ml, peroksidaz 1.25 cu/mL ve NADH peroksidaz
aktivitesi 0.0324 dnite/mL olarak gézlenmistir (Sekil 3.44
ve 3.45).

PH 7.5'da ise en yiiksek renk giderimi 4.giinde %60.00
olarak gdzlenirken. bu ginde biyokitle miktari 2.480 ag/L
olarak elde edilmiz, lakkaz aktivitesi 2.00 cu/mL, perok-
sidaz aktivitesi 1.11 cu/mL ve NADH peroksidaz aktivitesi
de 0.0295 Unite/mL olarak Olclilmiistiir (Sekil 3.46 ve 3.47).

Bu calisma sonucunda F.trogii' nin iiremesi ve en yik-—
sek renk gideriminin elde edilebilmesi icin en uygun pH
4.5 olarak elde edilmistir. pH 4.5 elimizdeki vinasin pH
degerine uygun bir pH degeridir.

En uygun pH degerinin saptanmasi amaci ile kurulan
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\d
calismalarda B#lim 2.4'de anlatildigi sekilde hazirlanmis
besiyerlerinin pH'lar: Boliim 2.6.1'de belirtildigi sekilde
ayarlanmistir. Su ortamlara Bolim 2.5'de enlatildaga sekil-
de Uretilmis stck F.trogii kiltiirlerinden 2 mL ekilmis ve

kiltiirler 30°C’'ée 150 rpm‘'de inkiibatdrde 12 gin inkube

edilmistir.
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Gekil 2.40 F.trogii'nin vinas ortaminda {iremesi ve

ortam renginin degigimi.

Deney kosullari; pH:4.5; =sicaklik:30°C: cal-
¥zlanma hi1z1:150 rpm; ekim miktari: 2ZmL/50 mL
vinas. -

O-—--0 Renk Miktara A—— A lUreme
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Sekil 3.41 F.trogii'nin lakkaz ve percksidaz aktivite-
lerinin giunlere bagli degisimi.
Deney kosullarai; pH:4.5; sicaklik:30°C; cal-
kalama hiz1:150 rpm;:; ekim miktari:2mL/50mlL
vinas.
O O Lakkaz A——~~--A Peroksidaz
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Gekil 3.42 F.trogii' nin vinas ortaminda iiremesi ve
ortam renginin degigimi.
Deney kosullari: pH:5.5; sicaklik:30°: cal-

kalama hizi1:150 rpm; ekim miktari:2mL/50mL

vinas.
O----0 Renk Miktara

A A Treme
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3.43 'F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-
rinin giinlere baglz degisimi. '
Deney kosullari:pH:5.5: sicakli1k:30°C; c¢alka-
lama hiz1:150 rpm; ekim miktara:2mL/S0mL vi-
nas.
O——O Lakkaz A--- - Ao Peroksidaz
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3.44 F.trogii' nin vinas ortaminda liremesi ve
ortam renginin degisimi. “
Deney kogullari;pH:6.5: sicaklik:30°C; calka-
lama hi1z1:150 rpm; ekim miktari:2mL/50mL vi—
nas.
O----0 Renk Miktar: A A Ureme
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Sekil 3.45 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivite-
lerinin giinlere bagli degigimi.
Deney kosullari;pH:6.5; sicaklik:30°C; calka-
lama hi1z1:150 rpm; ekim miktari:2mL/SCmL vi-

nas.
O———0Q Lakkaz LH----A Peroksidaz
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Sekil 3.46 F.trogii' nin vinas ortaminda Uremesi ve
ortam renginin giderimi.
Denev kosullari: pH:7.5: sicaklik:30°C; cal-
kalama hi1z1:150 rpm;ekim miktari:2mL/50mL vi-
nas.

O--—--- O Renk Miktara A A Ureme
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Sekil 3.47 F.tregii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-—
rinin giunlere bagli dedizimi.
Deney kosullar:; pH:7.5; sicaklik:30°C; c¢al-
kalama h1z21:150 rpm:ekim miktari:Z2mL/30mL vi-
nas.

O 0O Lakkaz A——-—--A Peroksidaz

3.4.2 Sicakligin etkisi

En uygun pH aralaigi 4.5 olarak saptandiktan sconra op-
timum sicakligin saptamnmasi ig¢in 20°C, 25°C, 20°C, 35°C ve
40°C'lerde deneyler kurulmustur. 20°C'de kurulan calismada
en yuksek renk giderimi ve biyokitle miktari 4.giinde sap-
tanmigtar. Bu giinde renk giderimi %42.27 ve biyokitle
miktara da 2.001 g/L clarak elde edilmistir. Bu glindeki
lakkaz aktivitesi 0.75 cu/mL, peroksidaz aktivitesi 0.10
cu/mL ve NADH peroksidaz aktivitesi de 0.0149 iinite/mL ola-
rak saptanmistir. Bu kosgullarda pH'nin da sirekli olarak
yikseldigi saptanmis ve 4.ginde pH 5.29 clarak Glcilmiistiir

(Sekil 3.48 ve 3.49).
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25°C'de kurulan calismada en yiksek renk giderimi ve
ireme yine 4.glinde saptanmistir. Bu kogullar altinda renk
giderimi %61.3%, biyokitle miktara 2.376 g/L ve pH degeri
de 6.4 olarak elde edilirken lakkaz aktivitesi 1.31 cu/mL,
percksidaz aktivitesi 0.36 cu/mL ve NADH peroksidaz akti-
vitesi de 0.0483 iinite/mlL dederinde bulunmustur (Sekil
3.50 ve 3.51).
30°C'de en yiiksek renk giderimi ve biyokitle miktara
yine 4.glinde olc¢ililmistiir. Bu giinde renk giderimi %62.16,
biyokitle miktar: 2.544 g/L ve pH degeri de 6.07 dir. Ayna
ginde lakkaz aktivitesi 3.08 cu/mL, peroksidaz aktivitesi
2.13 cu/mL ve NADH peroksidaz aktivitesi de 0.0836 Unite/mL
olarak elde edilmistir (Sekil 3.52 ve 3.53).
35°C'de ise en yiiksek degerlerin elde edildigil 4.glinde
renk giderimi %61.33 ve biyokitle miktari 2.082 g/L olarak
bulunmustur. Bu giinde pH degeri de 4.46'e yikselmigtir.
Lakkaz aktivitesi 0.70 cu/mL, peroksidaz aktivitesi 0.06
cu/ml ve NADH percksidaz aktivitesi de 0.0435 Unite/mL
clarak saptanmistir (Sekil 3.54 ve 3.353).
40°C'de en yiiksek renk giderimi 4. glnde % 36.23 cla-
rak elde edilirken en vyiksek biyokitle miktari da 6. giinde
2.000 g/L olarak elde edilmistir. Bu ginde pH degeri 7.75
lakkaz aktivitesi 0.04 cu/mL ve NADH perocksidaz aktivitesi
de 0.0096 iinite/ml olarak bulunmustur (Sekil 3.36 ve 3.57).
Sonu¢ olarak F.trogii icin calkalamali Ureme siurecinde
cptimum sicaklik 30°C olarak belirlenmis ve calismalarda
bu sicaklik derecesi kullanilmistar.
Cptimum sicakligin saptanmas: amaciyla kurulan bu ca-

lismada Bolim 2.4"'de anlatildig: sekilde hazirlanmis besi-

verlerine Bdliim 2.5'de anlatildigi: gibki F.trogii kiiltirler—
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inden homojenizasyon sonrasi 2 ml ekilmis ve kiiltirler

L. 25°C, 30°C, 35°C wve 40°C'de 150 rpm de 12 inkiibe
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Lakkaz Akitivitesi (cu/mL)

da pH, renk ve biyockitle degisimi

2.48 F.trogii'nin.vinas ortaminda iiretimi sirasin-

Deney kosullari: sicaklik:20°C; pH:4.5:calka-

lama hizi: 150 rpm; ekim miktari:
nas.

2mL/50mL vi-

O--—-- O BRenk Miktar:a U~——;quﬁ{ L——A Ureme
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Peroksidez aktivitesi (cu/mL)

Sekil 3.49 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-

rinin giinlere bagli: degisimi.
Deney kosullari; sicaklik:20°C;
kalama hiz1:150 rpm;ekim miktar: -
nas.

O

pH:4.5; cal-
2mL/50mL vi-

O Lakkaz A——--A Peroksidaz
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F.trogii'nin vinas ortaminda iiretimi sirasin-
da pH, rznk ve biyokitie degisimi.

Deney kogunllari; sicaklik:25°C; pH:4.5. cal-
kalama h1z1:150 rpm:ekim miktari:2mL/50mlL vi—
nas.

Eppermms O Renk Miktar:i O

O pH A A Ureme

Lakkaz Aktivitesi (cu/mL.)

Sekil 3.51
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F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-
rinin giinlere bagli degisimi.

Deney kosullara; si1caklik:25°C; pH:4.5; cal-
kalama h1z1:150 rpm:ekim miktari:2mL/50mL vi-
nas.

O——0 Lakkaz A- - - -A Peroksidacz



rinin ginlere bagli de@isimi.

Deney

lama hizai:

nas

O—o0 Lakkaz

kosullari;sicaklik:30°C:
ekim miktar::2mL/50mL vi-

pH:4.5;
150 rpm:;
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Sekil 3.52 F.trogii' nin vinas ortaminda lUretimi sira-—
sinda pH. renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari; sicaklik:30°C: pH:4.5; cal-
kalama hi1z1:150 rpm:;ekim miktar::2mL/50mL vi-
nas. _
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Sekil 3.53 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-

calka-

A----A Peroksidaz



Lakkaz Aktivitesi (cu/mL)
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3.54 F.trogii'mnin vinas ortaminda liretimi sirasin-
da pH, renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari:sicaklik:35°C;:; pH:4.5; calka-
lama hizi1:150 rpm;: ekim miktari:2mL/50mL vi-
nas.
O----- O Renk Miktari O——0OpH A——A {rene
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2.55 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-
rinin glinlere bagli degisimi.
Deney kosullari:sicaklik:35°C; pH:4.5; calka-
lama h1z1:150 rpm; ekim miktari:2mL/50mL vi-
nas.
O

O Lakkaz _ A— - --A Peroksidaz
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Sekil 3.56 F.trogii'nin vinas ortaminda Uretimi sirasin-
da pH, renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari;sicaklik:40°C; pH:4.5: calka-
lama hiz1:150 rpm; ekim miktari:2mL/50mL vi-
nas.
O~ ~---0 Renk Miktari O

opH A A Uremse

Lakkaz Aktivitesi (cu/mlL.)
Peroksidoz aktivitesi (cu/mL)
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Sekil 3.57 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-
rinin gunlere bagli degisimi.
Deney kosullari;sicaklik:40°C; pH:4.5; calka-
lama hi1z1:150 rpm; ekim miktari:2mL/50mL vi-
nas.
O———0O Lakkaz A-—-~--A Peroksidaz



3.4.3 Calkalama hizinin etkisi

Optimum sicaklik ve pH degerleri saptandiktan sonra.
bu kosgullarda ¢alkalama hizinin Ureme ve renk giderimine
etkisi ile, pH ve enzim degisimleri uzerine etkileri aras-
tairilmigstir. Calismada kiultirler 50, 100, 15C ve 200 rpm
calkalama hizinda 30°C ve pH 4.5'da tretilmigslerdir.

50 rpm calkalama hizinda kurulan calismada en yuksek
renk giderimi ve biyokitle miktari E. glnde saptanmigtir.
Bu giinde renk giderimi %50.65, biyokitle miktari 2.316 g/L
ve pH degeri de 5.36 bulunmustur. Ayni giunde lakkaz akti-
vitesi 0.83 cu/ml, peroksidaz aktivitesi 0.65 cu/mL NADH
percksidaz aktivitesi de 0.06192 Unite/mL clarak elde edil-

mistir (Sekil 2.58 ve 3.592).
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Sekil 2.58 F.trogii'nin vinas ortaminda Uretimi sirasin-
da pH, renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari; calkalama hiz1:50 rpm:sicak-
11k:30°C; pH:4.5; ekim miktari:2mL/5C0mL vi-
nas. :
O----0 Renk Miktar: g———gpH 2

A Ureme
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Sekil 3.59 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-
rinin ginlere bagli degisimi.
DPeney kesullar:i; calkalama hiz1:50rpm; sicak-
11k:30°C:pH:4.5; ekim miktari:2mL/50mL vinas.
O O Lakkaz A-—-- -A Percksidaz

100 rpm'de kurulan calismada ise en yuksek renk gide-
rimi ve biyokitle miktar: 4.ginde %59.34 ve 2.540 g/L de-
gerlerinde bulunmustur. Bu ginde pH 5.43, lakkaz aktivi-
tesi 2.01 cu/mL, peroksidaz aktivitesi 1.15 cu/mL ve NADH
peroksidaz aktivitesi de 0.0355 iinite/mL olarak saptanmis-

tir (Sekil 2.60 ve 3.61) .
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F.trogii'nin vinas ortaminda {retimi

sinda pH, renk ve biyokitle degigimi.
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slra-—

Deney kosullari;calkalama hizi:100 rpm;sicak-
-vi__

11k:30°C; pH:4.5; ekim miktari:2mL/5CmL
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3.61 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele—

rinin giinlere bagli degisimi.

DPeney kosullari;calkalama hizi:100 rpm;sicak-
11k:30°C; pH:4.5; ekim miktari:2mL/50mL wvi-

nas.
O

O Lakkaz H~—~—--A Peroksidaz
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150 rpm'de viiriitilen calismada 4.ginde renk giderimi
%¥62.16, biyokitle miktar: 2.544 g/L ve pH 6.07 olarak sap-
tanirken 3.08 cu/mL lakkaz aktivitesi, 2.13 cu/mL perocksi-
daz aktivitesi ve 0.0836 iinite/mL NADH peroksidaz aktivi-

tesi gozlenmistir (Sekil 3.62 ve 363} .
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Sekil 3.62 F.trogii'nin vinas ortaminda iiretimi sira-
sinda pH, renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari;calkalama hizi-:150 rpm;sicak-
11k:30°C;:pH:4.5; ekim miktari:2mL/SOmL vinas.
O----0 Renk Miktar: g——..g pH A- - —A Ureme

J
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S2kil 3.63 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-
rinin giinlere bagla degisimi.
Deney kosullari:calkalama h1z1:150 rpm;sicak-
11k:30°C;pH:4.5; ekim miktari:2mL/50mlL vinas.
O-———0 Lakkaz A-— —-A Peroksidaz
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200 rpm'de kurulan calismada ise 4.giinde %60.17 renk

giderimi ve 2.120 ¢g/L biyokitle elde edilmistir. Bu giinde

b

L

pH 5.72'e ylkselmistir. Ayni giin icin lakkaz aktivitesi
1.87 cu/ml, peroksidaz aktivitesi 0.91 cu/mlL olarak elde

2dilmiztir (Selil 3.64 ve 3.65).
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Sekil 3.64 F.trogii'nin vinas ortaminda iiretimi sirasin-
da pH, renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari;calkalama hiz1:200 rpm;:sicak-
11k:20°C:pH:4.5; ekim miktar::2mL/50mL vinas.

O----0 Renk Miktar:1 O——OpH A A Ureme
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S=2kil 3.65 F.trogii'nin lakkaz ve percksidaz aktivite-
lerinin giinlere bagli degisimi. '
Deney  kosullari;:;calkalama hizi:200 rpm;sicak-
11k:30°C;pH:4.5; ekim miktar:i:2mL/50mL vinas.
O O Lakkaz A~ - ~-A Peroksidaz




3.4.4 Ekim miktarinin etkisi

Optimum pH, sicaklik ve calkalama hiza saptandiktan
sonra ekim miktarinin dreme, enzim aktivitesi. ortam pH'sa
ve rengl dzerine etkisinin arastirilmasa amaciyla bu galis-
ma kurulmustur. Yapilan calismada, béliim 2.4"'de anlatildaga
gekilde hazirlanmis besiyerlerine b5lim 2.5' deki gibi lre-
tilmis stok F.trogii kiiltirlerinden, homojenizasyon son-
ras: steril kosullarda 0.1, 0.5, 1, 2 ve 5 mL eklenmistir.
Kiltirler 30°C'de 150 rpm'‘de 12 gin inkiibe edilmistir.

Ekim miktarinin 0.1 mL olarak uygulandigi calismada
en yuksek renk giderimi 8.giinde %34.34 olarak gozlenirken
biyokitle miktari 6.giinde 1.758 g/L olérak saptanmistair.
6.gitnde pH 6.00'ya vyiikselmistir. Bu giinde lakkaz 2.04
cu/mL. peroksidaz 1.02 cu/mlL ve NADH peroksidaz aktivitesi

0.0493 ilinite/mlL olarak Olcilmiistir (Sekil 3.66 ve 3.67).
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Sek

il 2.66 F.trogii'nin vinas ortaminda iretimi sirasin-
da pH, renk ve biyokitle degisimi.
Peney kosullari: ekim miktari:0.1mL/50mL vi-
nas; calkalama h1z1:150 rpm; sicaklik:30°C;
pH:4.5.
O----0 Renk Miktar: 0O

1]

O pH A A Ureme
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Sekil 3.67 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-
rinin giinlere bagl: degisimi.
Deney kosullar:: ekim miktari:0.1mL/50mL vi-
nas;: calkalama hiz1:150 rpm; sicaklik:30°C:;
pH:4.5. :
O O Lakka=z A- - - -A Percksidaz

0.5 mL fungus ekilen kiiltiirlerde en yuksek renk gide-
rimi 6.giinde, %41.08 olarak goézlenirken, biyokitle miktara
Z2.gunde 1.846 g/L olarak tesbit edilmistir. 6. ginde pH de-
geri 5.62 , lakkaz 2.91, peroksidaz 1.77 cu/mL ve NADH pe—
roksidaz aktivitesi de 0.0251 Unite/mL degerini vermekte-

dir (Sekil 3.68 ve 3:69)
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Jekil 3.68 F.trogii'nin vinas ortaminda iretimi sirasin-
da pH. renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari; ekim miktar1:0.5mL/50mL vi-
nas; calkalama hiz1:150 rpm; sicaklik:30°C:
pH:4.5.
O-—---0 Renk Miktar:i O

OpH A——A Ureme

Lakkaz Aktivitesi (cu/mL)
.
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Sekil 3.69 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivitele-
rinin giinlere bagla degisimi.
Peney kosullari; ekim miktari:0.5mL/50mL vi-
nas: - calkalama hi1z1:150 rpm; sicaklik:30°C;
pH:4.5, )
O 0O Lakkaz A-—--A Peroksidaz
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1 mL ekim yapilan kiltirlerde en yiksek renk giderimi
6.ginde %43.69 olarak bulunmugtur. By kosullarda elde adi-
len en yiksek biyokitle 2.116 g/L' dir. Bu giinde Yiksek en-

zim aktivitesi gozlenmistir (Sekil 3.70 ve 3. TLY .
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Sekil 3.70 F.trogii'nin vinas ortaminda lretimi Sirasin-
da pH, renk ve biyokitle degisimi.
Deney kosullari; ekim miktari:imL/50mL vinas;
calkalama hizi:150 rpm;sicaklik:30°C; pH:4.5.
O----0 Renk Miktar: O 0OopH A A Urene

M

Lakkaz Aktlvitesi (cu/mL)
Peroksidaz oktivitesi (cu/mL)
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Sekil 3.71 F.trogii'nin lakka= Ve percoksidaz aktivite-
lerinin giinlere bagli degisimi.
Deney kosullari; ekinm miktari:1imL/50mI, vinas:
calkalama hizi:150Q pm; s1caklik:30°C:pH:4.5.
O O Lakkaz &--- - A Peroksidaz
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2 mL ekim yapilan kiltirlerde 6.gilnde renk giderimi
L62.16 ve biyokitle miktar: da 2.544 g/L iken 5 mL ekim
r1lan calismalarda 3.548 ¢g/L biyokitle ve %68.47 renk

giderimi gozlenmistir; Yiksek enzim degerleri de saptan-

mistir (Sekil 3.72, 3.73, 3.74 ve 3.75).
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Selkil 3.72 F.tregii'nin vinas ortaminda ilretimi =irasin-
da pH, renk ve biyokitle degigsimi.
Peney kosullari; ekim miktari:2mL/S50mL vinas:
calkalama h1z1:130 rpm:sicaklik:30°C;: pH:4.5.
O----0 Renk Miktar: O- 0O pH &———Aireme
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Jekil 3.73 F.trogii'nin lakkaz ve peroksidaz aktivite-

lerinin giinlere bagla degisimi.

Deney kosullari; ekim miktari:2mL/50mL vinas;
calkalama hiz1:150 rpm;sicaklik:30°C; pH:4.5.
Q O Lakkaz A— -~ -A Percoksidaz
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F.trogii'nin vinas ortaminda lretimi sirasin-—
da pH., renk ve biyokitle degizimi.
Deney kosullari; ekim miktari:5mL/50mL vinas;

calkalama hizi1:150 rpm;sicakli1k:30°C; pH:4.5.
O----0 Renk Miktari O OpH A A Ureme
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3.73 F.trogii'nin lakkaz ve percksidaz aktivite-

D
v
[N

lerinin giinlere bagli degisimi.
Deney kosgullari:; ekim miktari:5mlL/50mL vinas;
calkalama hiz1:150 rpm:sicaklik:30°C; pH:4.5.
O O Lakkaz A--—-—-p Peroksidaz




Optimum gartlar ortaya konduktan sonra F.tregii ile

kurulan calismada pH, renk, kimyasal oksijen istemi (KOI),

toplam seker, biyckitle ve enzim degisimleri 30°C pH 4.5,

150

rpm ve

misktir.

2 mL ekim miktari kosullarinda gergeklegstiril-

Bu calisma sonucunda %37.18 KOI, %63.22 toplam ge—

ker ve %62.16 renk giderimi saptanairken, 2.544 g/L biyokit-

le

Renk, K.0.l. ve T.Seker

Miktan (%)

elde edilmistir (Sekil 3.76 ve Tablo 3.3).
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Sekil 3.76 F.trogii‘nin vinas ortaminda ilretimi sirasin-

da pH, renk, KOOI, toplam seker ve biyokitle
degisimi. -

Deney kosullari;sicaklik:30°C; pH:4.3; cgalka-
lama h1z1:150 rpm; ekim miktari:2mL/50mL vi-
nas. ;
O--—-0 Renk Miktari O gpH A Alreme
P o KOL Q- - --0 Toplam Seker
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Tablo 3.3 F.trogii'nin optimum kosullarda vinas besi-
yerinde iretimi sirasinda pH, renk, K01, top-
lam seker, biyokitle ve enzim aktivitesi degi-
gsimleri

Gun 1= 2% 3* 4% S* b* T 8* ox

2 |la.25]|45.21||37.2|[38.7 o.aaho.% 0.17|l0.0082[|2.432

4 6.0762.16{36.7 63-2'3-08 2.13}}1.73})|0.0770(2.544

28]

6 6.15[160.12{31.6({61.2||3.66 2.17“0-89 0.0430{2.006

8 6.123ll60.00{22.7[|48.3{{4.44||2.46{|0.83{0.0400§1.792

10 1l6.58)156.26[18.7||42.2{5.22}|2.79]10.64 0.0300"1.760

12 I6.69{52.18||18.7(/36.4||5.01{{2.52{|0.64|{0.0300§1.751
S
*1: pH

*2: Henk giderimi (%)

*3: KO1 azalisi (%)

*4:. Toplam seker azalisi (%)

*5: Lakkaz aktivitesi (cu/mL)

*6: Peroksidaz aktivitesi (cu/mL)

*7. NADH peroksidaz aktivitesi (nkatal/mL)
*g8. MNADH peroksidaz aktivitesi (linite/mL)
%¥9:. Biyokitle miktari (g/L)

F.trogii optimum sartlarda statik clarak da tretilmis
ve bu kosullar altinda pH, renk, biyokitle ve enzim akti-
vite degisimleri saptanmistir. Statik inkiibasyon sirasinda
en yiksek renk giderimi 6.gﬁnde'%48-73 olarak saptanirken.
hiyokitle miktari 2.088 g/L olarak bulunmustur. Bu gilnde
lakkaz 0.46 cu/mL, peroksidaz 0.292 cu/mL ve NADH peroksidaz
aktivitezi de 0.0135 unite/mL olarak gdzlenmigtir. Ayni

giinde pH 4.56'dan 5.11'e yiikselmistir (Sekil 3.77 ve 3.78).
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Sekil 3.77 F.trogii'min optimum kosullarda vinas orta-
minda statilk olarak uUretimi sairasinda pH,
renk ve biyokitle degisimi.

Deney kogsullari: sicaklik:30°C; pH:4.5; ekim
miktar::2mL/50mlL vinas.
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Sekil 3.78 F.tregii'nin optimum kosullarda statik olarak
iretimi sirasinda lakkaz ve peroksidaz akti-
viteleri.

Deney kosullari; sicaklik:30°C; pH:4.5; ekim
miktari:2mL/50ml. vinas.
@) O Lakkaz A— —--A Peroksidaz




3.5 Immobilize Hicrelerin Vinas Renk ve pH'sina Etkisi

Tutuklamanin vinas renginin giderimi ve pH lzerine
etlhisinin saptanmasi amaci ile kurulan ¢alismada , C.ver—
sicolor va F.trogii Na aljinat ile tutuklandiktan sonra
50 ml'lik wvinas ortamlarina steril kosullarda tutuklan-
mis hilcre tnitelerinden (birimlerinden} 20 ve 50 ger adet
eklenmistir. Degisik miktarlarda eklenen tutuklanmig hic-
relerin wvinas renk ve pH'sina etkisi 12 gin siUresince
izlenmistir. Tutuklanmis C.versicolorbirimlerinden 20 adet
eklenen caligsmada en vyiiksek renk giderimi %63.93 1ile
8.giunde saptanairken 50 adet tutuklammis C.versicolor
iiniteleri =2klenen ¢alismada 8.ginde %68.32 renk giderimi
gozlenmistir. B.giinde 20 ve 50 adet icin pH degerleri 5.18
ve 5.10 degerlerine viikselmistir (Sekil 3.79).

Tutuklanmis F.trogii ile yapilan c¢alismada ise 20
adet eklenen calismada %¥52.18 ve 50 adet eklenen calismada
ize %59.58 renlk giderimi Gl¢iilmiistir. Bu giinde pH degerle-
ri sirasi ile 4,82 yve 4.91 dir. Sonuclar sekil 3.80'de

verilmistir.
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3.792 Tutulklanmigs C.versicelor'un vinas ortaminda
inkiithasyonu =zirasinda renk ve pH defisimi.
Deney kogullari:; sicaklik:30°C; pH:4.5; cal-
kalama hizi:150 rpm.
o 20 adet A 50 adet
————— Henk Miktara pH
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3.80 Tutuklanmigs F.trogii'nin vinas ortaminda

inkibasyonu sirasinda renk ve pH degigimi.

Deney kosullari: sicaklik:30°C; pH:4.5;calka-
lama h1z1:150 rpm.

O 20 adet A 50 adet
————— Henk Miktar: ————pH
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3.6 Phanerochaete chrysosporium' un Vinas Ortaminda In-
kiibasyonu Sirasinda Ortam Renginin Giderimi ve Bi-

yokitle Degisimi

Calisma sirasinda P.chrysosporium 40°C de pH 4.5 da
inkibe edilmis ve 12 giin siresince pH, renk ve biyokitle
degisimi saptanmistir. Statik inkiibasyon kosullarinda 2.680
g/L biyokitle elde edilirken calkalamali kosullarda 2.782
g/L biyokitle miktarina ulasalmistir.

P.chrysosporium'un inkiibasyonu sirasinda herhangi bir
renk giderimi saptanamamistar (Sekil 3.81). Sonuc¢ olarak
P.chrysosporium'un renk giderim aktivitesine sahip olmadiga

gozlenmigtir.
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Sekil 3.81 P.chrysosporium'un vinas ortaminda inkibasyo-
nu sirasinda Ureme, pH ve renk degisimi.
Deney kosullari: sicaklik:40°C; pH:4.5; ekim
miktari:2mL/50mL vinas.
O—O0 Renk (st.) o—0O pH(st.) +—+ Ureme(st.)
AH—A Renk (ca.) #--% pH(ca.) --{ Ureme(ca.)



3.7 Hiicresel Protein Miktarinin Saptanmasi

Vinas ortaminda inkiibe edilen funquslarin, Uretim son-

-asinda protein yiizdeleri saptanmigtir. Elde edilen deger—

ler Tableo 2.4'de verilmigtir.

Tablo 3.4 Funguslaran protein yiuzdeleri

Fungus Protein (%)}
Funalia trogii 27.62

I I
Coricolus versicolor 28.18

Phanerochaete chrysosporium 21.13




3.8 Hidrojen Peroksitin (Hz0z) Vinas Ortaminin pH'si

ve Henk Giderimi Uzerine Etkisi

Vinas renginin giderimi iizerine Hz=0= nin etkisinin
olup clmadiginin saptanmasl amaciyla yvapilan bu c¢aligmada
0.1. 0.2, 0.5, 1, 2 ve 5 mL %$37'1ik H20= eklenen ortamlarda

deneyler yiriitilmistir. Calisma sonuc¢lari Sekil 3.82, Tablo

3.5 ve 3.6'da verilmigtir.

Tablo 3.5 Farkli konsantrasyonlarda H=0=z eklenmisg vinas
‘ortamlarinda renk degisimi

Hidrojen Peroksit Miktar:
" 0.1 [ 0.2 1 0.5 1.0 2.0__r 5.0
GUN “ Renk Degdisimi (%)
1 0 u o 0 0 0 0 0
1 " 35.2 || 43.8 50.8 59.0 70.6 80.5
1 2 " a3.6 | s6.8| 70.5| 76.5 ’ 83.4 i 88.4
3 a6 8 || s0.6 | 73.a]] 79.3|| s85.0] <90.0
4 "' 50.4 || 66.3 | 79.7 | 85.0 1 87.9 ” 90.3
1 5 “ 51.2 70.0 83.4 88.4 92.1 95.0
6 s1.8| 71.5 " 84.5 90.5 93.3 " 96.3
7 " s0.8 | 72.7 || s86.5 I 91.8 94.5 || 97.7
8 " a0.a |l 73.6 || 87.a ] 92.3| 95.1| 97.7
9 " 46.9_” 73 " 7.4 || 92.4] 95.1 " 97.9 l
10 " 34.2 M 70 89.6 I 93.3 " 95.1 " 97.9 “




Table 3.6 Farkl: konsantrasyonlarda Hz0=z eklenmis vinas
ortamlarinda pH degisimi
[ Hidrojen Peroksit Miktari ‘
I 0.1 0.2 0.5 1.0 " 2.0 5.0
GUN " pH Degisimi
0 ” a.a5 || a.45| a.a5| 4.45 " 4.45 || 4.a45
1 4.48 4.51 4.44 ' 4.38 ] 4.32 4.21
2 4.48 u_ a.s50| 4a.a3| a.37 " 4.31 4.22
3 4.43 ‘ 4.43 || a.38| 4.30 " 4.24 || 4.13
4 437 || 4.37 | a.29 4.24 " 4.18_" 4.06
5 u 4.38 4.38 4.29 4.24 u 4.18 “ 4.06
6 " a.35| 4.35| 4a.26 || 4.21 " 4.15 " 3.99
| 7 l a.36 || a.29 | 4.24 4.19 " 4.10 " 3.94
8 | a28|l 4.20| 4.16 | 4.09 " 3.99 1 3.89
9 4.30 4.23 413 || 4.06 " 3.97 “ 3.89
10 || a.26 | 4.17] 4.0a || 3.96 " 3.97 || 3.89
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Sekil 3.82 Farkli H=0=z konsantrasyonlarinda vinas renginin

giderimi.

Deney kosullari; sicaklik 30°C;

lama hizi:

150 rpm.

pH:4.5; calka~-
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4. TARTISMA

Bu calismada alkol fabrikasi -atigi vinasin renginin
giderimi, arataim:. degerlendirilmesi, beyaz ciliriik¢iil fun-
guslarin (Szellikle ulkemizde vyetisen C.versicolor ve
F.trogii} bu siirecte kullanilakilirliginin arastirilmasa,
oksidasyondan sorumlu bazi ekstraselliiler enzimlerin sen—
tezlenip sentezlénemediginin arastirilmasi ve bu enzimlerin
kirlilik protlemine yol acan vinas renginin gideriminde ro-
linln olup olameyacaginin tartisilmas: amaclanmistair.

Calismamiz siéresince yliksek enzim kapasitesine sahip
clan beyaz cirikciil funguslar kullanilmistir.Kullanilan
funguslardan ikisi Malatya ve Adana bolgelerinden toplanmis
ve sistematigi yYepildiktan sonra laboratuvarimizda kiiltiire
alinmistair.

Calismamizda bu funguslarin kullanilmasinin nedeni;

1- Yiksek enzim kapasitesine sahip olmalari,
2- Ulkemizden kolaylikla elde edilebilmeleri,
3- Hayvan yvemi olarak kullanilabilmeleridir.

Her iic fungus da Basidiomycetes sinifina dahil olan
funguslardir. Yukarida belirtigimiz gibi Yiksek enzim ka-
Pasitesine sahip olmalari bu gibi degradasyon sistemlerinde
kullanilma clasiliklarina artirmaktadir.

Calismanin ilk kisminda vinasin icerigi saptanmistar
(Tablo 3.1). Calisma sSonucu elde edilen degerler genelde
literatir verileri ile uygunluk gdstermisse de baza fark-
li1liklarda gozlenmistir (Algur ve Gdkalp 1991; Cardoso ve
Nicoli 1981: Pena vd. 1986). Calismamiz sirasinda elde edi-

len bu degerlerle literatiir verileri arasindaki farklar



brikalarin bulundugu ydrelerden, melasin islenme kali-
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farkliliktan ileri gelebilir. Isletmede kullanilan melas,

maya ve Uretim sistemlerine bagli olarak vinasin iceri-

miktarlarinan, fungusun remesi ve kirlilik problemi yarat-
t1g1 belirtilen vina=ain rengi Uzerindeki etkileri arasti-
riimigtir.
pH'nin etkisinin arastirilmasi icin kurulan calismada
C.versicolor ve F.trogii icin en uygun pH araligi 4.5 ola-
rak saptanmistir. Bu pH araliginda C.versicolor icin 2.326
g/L kuru misel elde edilirken F.trogii ile 2.544 g/L kuru
misel degerine ulasilmistir. Statik olarak kurulan calis-—
mada ise bu degerler sirasi ile 2.770 g/L ve 3.088 g/L de-
gerlerinde saptanmistir. P.chrysosporiumile yuritilen ca-
lismalarda ise c¢alkalamali kosullarda 2.782 g/L ve statik
kogullarda 2.680 g/L kuru misel elde edilmistir Sekil 4.
1). DPegerlerin literatiir verileri ile farklilik gosterdigi
gozlenmistir (Cardoso ve Nicoli 1981: Yazicioglu vd. 1980).
Verilerimiz daha dnce rapor edilmis sonuclarla karsilasta-
rildiginda gdzlenen bu ferkliligin ekilen fungus miktari-
nin, tidridniin, calicsmada kullan:lan funguslarin izole edil-
digi dogal ortamlaran, vinasan iceriginin, vinasi sulandir-
a oraninin ve vinasa kat:ilan maddelerin farkli olmasindan
ileri geldigi diisiinlilmektedir. Calismamiz girasinda vinasa
hicbir katkil maddesi eklenmemistir.
C.versicolor ve F.trogii ile vapilan calismalarda
statik kosullarda calkalamala kosullara gore daha fazla

kuru mise! elde edilirken, P.chrysosporium icin bunun tam
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Sekil 4.1 Statik ve calkalamali kosullarda iretilen
C.versicolor, F.trogii ve P.chrysosporium'un
maksimum kuru misel degerlerinin karsilasti-
rilmasi.

tersi bir sonuc¢ elde edilmistir.

Yine 4.5 pH araliginda kurulan calkalamali iliretim ko-
sullarinda C.versicolor icin $75.32 renk giderimi gbzlenir-
ken F.trogii icin %62.16 renk giderimi gdzlenmistir. Statik
kosullarda ise bu deferler %53.40 ve %48.73 olarak saptan-
migtir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 Statik ve calkalamal: kosullarda tiretilen
C.versicolor ve F.trogii'nin, maksimum renk
gideriminin kar°11ast1r11ma51-

P.chrysosporium ile kurulan calismalarda ise herhangi
bir renk giderimi gdzlenememistir. P.chrysosporium ile ben-
zer sonuclar rapor edilmistir (Blondeau 1989).

Ohmomo vd. 1988, vinasain renginin giderimi icin anae—
robik mikroorganizmalarla yvaptiklari calismada %28 renk
giderimine ulasildigini rapor etmislerdir. Yine Ohmomo vd.
1985a, C.versicolor Ps4a ile yaptiklari calismada %75 renk
giderimine ulasildigini fakat bunun saglanmasi di¢in %0.5
glukoz, %0.05 pepton ve yluksek oranda fungqus ekilmesinin
gerekli oldugunu bildirmislerdir. Calismamiz sirasinda
vinasa herhangi bir madde -eklenmemis olup ayrica, diusik
oranda fungus ekimi yapilmistir. Yaptigimiz calismada ekim

miktarinin renk g¢giderimini artirdigi da saptanmistir.



a1
Ornegin optimum kogullarda 5 mL fungus sispansiyonu eklen-
digi zaman C.versicolor ile renk giderimi %78.10'a F.trogii

ile %08.47 e vyiikselmistir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3 Ekim miktarina bagli olarak funguslarin olustur-
dugu maksimum renk gideriminin karsilastirilmas:.

Ohmomo vd. 1985a, ekim miktarina bagli olarak renk
gideriminin arttigini fakat, cock yiiksek ekim miktarlarinin
(1.7 gr/100 mL) uygulandigi calismalarda yiiksek oranda co-
zlinmis oksijen gerekecedinden renk gideriminin azalacagina
bildirmektedirler.

Bunun yanisira ¢alismamizda ekim miktarina bagli ola-
rak ortamda olusan biyokitle degerleri de artmaktadir. Ca-
lizmamizda C.versicolor icin 3.312 g/L ve F.trogii icin
3.548 g/L Pbiyokitle degerlerine ulasilmistir (Sekil 3.35
ve Sekil 3.74).

Sirianuntapiboon wvd. 1988, zenginlestirilmis wvinas

ortaminda yaptiklari bir calismada C.versicolor ile %30



renk giderimine ulastiklarini bildirmigslerdir.
Calismamiz scnucunda, hem C.versicolor wve hem de
F_ trogii icin optimum pH 4.5 olarak saptanirken sicaklik

30°C ve calkalama hiz: 150 rpm olarak saptammigtir (Tablo
=

3.2 ~

5]

Tableo 3.3).
Calkalama hizi1 artisinda 150 rpm'e kadar biyokitle
miktar: ilzerinde pozitif bir etki gizlenirken 200 rpm'de

biyokitle miktari tekrar dismeye baslamistair (Sekil 4.4).

Bunun nederni. 150 rpm Uzerinde (200 rpm) misellerin
parcalanmas: olabilir (Martin 1983; Totti wve Nicoli
12883).

Calkalama aerasyonu(olksijen transferini) artirmakta
ve 150 rpm funguslarin aktivitesi icin yeterli oksijen
transferini saglamaktadir. 200 rpm'‘de renk gideriminde de
bir diigme goézlenmektedir (S=kil 4.5). Calismalarda calka-
lama hizinin 100 rpm‘den daha fazla olmasinin yiksek renk
giderimi ig¢in gerekli oldugu bildirilmektedirler (Ohmomo

vd. 1985 a).

== cvarsivoter O FLtrogil
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Kury mioal (g/L}
Py

Gallalama (rpm)

n
i

=2kil 4.4 Calkalama hizina bagli olarak C.versicolor ve
F.trogii'nin maksimum kuru misel degerlerinin
karsilastirilmasa.
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Sekil 4.5 Calkalama hizina bagli olarak C.versicolor ve
F.trogii tarafindan olusturulan maksimum renk
gideriminin karsilastirilmas:.

C.versicojof ve F.trogii degisik pH'larda gosterdik-—
leri fizyolojik &6zelliklere bhenzer olarak, 20°C dan 40°C'
ta kadar olan genis sicaklik araliginda da vyiiksek adap-
tasyon oczelligi gostermislerdir. C.versicolor ile farkla
crtamlarda vyapilan calismalarda benzer sonuclar rapor
edilmistir (Sandhu ve Arora 19825). Funqguslarin 20-35°cC
sicakliklarda rahatlikla ireyebildikleri bilinmektedir
(Berry  1988: Litchfield 1968). 0dun patojeni olan bu
funguslarin ¢ok farkli ortamlara adaptasyonlari dnemlidir.

Aragtirmamizda 30°C iizerinde renk giderimi ve iiremenin

azaldig: gbzlenmistir (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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S=2kil 4.6 Farkla sicakliklarda C.versicolor ve F.trogii ile
elde edilen mak=zimum kuru misel degerlerinin kar-
silastirilmasa.
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Sekil 4.7 Farkli sicakliklarda C.versicolor ve F.trogii ile

elde edilen maksimum renk gideriminin karsilasti-
rilmasi.
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tki tiir beyaz cilirikcil fungus ile elde ettigimiz
optimum degerler. diger beyaz curikciil funguslarila, farkla
ortamlarda vapilan c¢alismalarda kullanilan degerlerle
vyguniuk gdstermektedir (GSk 1985; Unyayar 1988: Yesilada
1988; Teopaktas ve Kolankaya 1991).

Arastirmamiz sirasinda C.versicolor ile daha yiiksek
renk giderimi saptanirken F.trogii ile daha yiksek kuru

isel agirlig: elde edilmistir. Bununla birlikte,

3

C.versicolor ile daha yiiksek KO ve toplam seker azalimi
saptanmistir (Tablec 3.2).

Deneylerimiz sirasinda pH'nin yikseldigi de gSzlenmig-
tir. Bunun nedeni, vinas icerisindeki protein ve amino
asitlerin fungusun aktivitesi sonucu parcalanmasi ve amon-
yak cikis: sonucunda ortam pH'sinin baziklesmesidir. Ca-
lismalarimiz sirasinda ortam pH'nin 7 — 8.5 degerlerins
vlastig: saptanmistair (Sekil 3.7 ve Sekil 3.36). Benzer
calismalarda da lireme scnucunda pH'nin yilkseldigi rapof
edilmektedir (Pena vd. 1986:; Sant'Anna vd. 1986).

Calismamizin ilk glinlerinde yiiksek KOI ve toplam geker
azalimi gdzlenirken ilerleyen giinlerde, ozellikle fungus
hiicrelerinin otolizinin gdzlendigi giinlerde, KOI ve toplam
seker degerlerinin yeniden artiga gozlenmistir. Ortamlarda-
ki hiicrelerin otolizizi buna neden clabilir ki, bu glinlerde
hiicre otolizi de artmaktadir. Algur ve Gokalp 1991, vinas
ortaminda yaptiklari calismada BOI degerlerinde bizim so-
nuglarimiza benzer degisimler gdzlediklerini rapor etmis-
lerdir. |

Ortam renginin belirgin bir disisten sonra yeniden
yﬁkselmesinin cesitli nedenleri olabilir;

a) Funguslarin oteolizi sonucu ortam renginin artmasa,



"njunaob I1q UBputIR[RUSTIIOD Wiiepth
JUusd usininank epuitae[ziy euRTRY(Rd T(jIed 8y [IrYsl

(6% 1785 8a g ') [IYS) J13STwW
—1Tqeus(zob eryI[3eyRI Rp YRIL]O ITGOYSOCINOW PPZIWRWS T [BD
‘TEi{eze u;ﬁﬁa; UBITITPITq nbnpinisnio tweiqoxd YTITTIT Ty
I1q yndng aa usAswejtaepth RIIRIJOA YIfO[0ATIq [RwIOp
"(886T "Pa cwowyp) Jrjstuirpe Jodel wp
BPIRTRWSTIRD T¥82uUQ eyep rssmislsob twrjthe PWlaIe spaajunb
UsAS[I9[T RIUOS USISNSND IIq uTbiIT18q UTUTICIYTW usey
“IssulIpa ap
—ISYOC BIBRIUOUTY ST glélmgzua UOASRpPISYHO IqLIbH zZeprs
~-joxed sA zZeIY R[] USUa[ZSIUSS BpUBRIC }YasInA vpwello
“UTIS[OPPREW HT[OUST Y05 IRURINQ BPUTWRIIC SRUTA (g

96



TTpejyeweirlde TATIIe NIWNio ng
tseuewANp 924134l @uUal 1S3O utIefewziuebIooryrw uetue[ny
"ar3STwiIpe Jodex tbrjae jey P T UTUTISB3TAT}NR Wraspib jusa
Nanuos pme[qninq PPRUSTILD ng - (8B6T °“PA owowyQ) IT3stu
—ITITPITq TSTY}D NIUN]O T{aPUTIPZN TWIISPTH Yuslx UTuBwWR [Nl
-N3 ‘epeusIiied ueitdeA glIeieuziuebrocayiw yrqoiseuy

“ATPRIJRUIC PUTRZR 8P SPUTISIJTATIHR WIIoprh
jjuex Yeaelo 11Heq rwung ‘JATprsSvuwRwelR uslIS)o 11Is3ak
UTI8]sJ0ny NONUGS PWRINING SA ISRWIO JIS[WAISIS IrqoIsp
utaeisnbunyg ztmfﬁtpupr{nq ;uapéu unung -JIr3jsruueizeb nbnpio
Zt vyep UTUTISSITAIRNR Wiixaplb jusx axgbh sxsysiony }seqass
‘epZIWILTIPITISRISIRY ©lJIT[dnuUOos ztwibryle apis siasisx
—-ony 3S8qIs8S TARI[DNUOS " (0T % 1TY8g) Ir3sStuwuejdes ep 1H13
—-3JIe yeae(o Tibeq eurielyIwW UTIL[eIDONY STWUR{N3INg uUsUs[ys
eurel 0 utIxsiJIsDep ng "JIr3STWIpPe SpPIe twrasprbh yusx gg-gox
8ltT Irboaz "4 oA ZE"89% ST IOJO2ISI®A ") MONUOS JIRIRWUSTIERD

zimrbrided e1T II60I3°J 8A JO[OIISISA"H STWURIYRINL

"NUNUNICH YIgoysoIew UTUTWI]IIR uex ep
—RWSTIIRD ITIq USINININA vpurTIR[JIR}HIW WIYs TIIed 6°F [LYoG

L6



B2 F.trogii MW C.versicolor

s o B
o A— y AT
ot | || et |
\\\\\\\\\ \ \\\\\\\\\ \\_\3
~ 50 ‘\\\N N\ §\\}‘.\‘§NM
F j o A \\\’\\\ AN Wi
ol b =
L .
< A \\\Q\\\\ . AN
£ 20 ) AN IR
= A {\.\\\\\\\\ \ ‘\.-\\.&\\?\\\\-\\\5&5‘-\\\' T
10" \“\\S\\\ ' \\“@‘\\\\&\\\\\%
| AN MR P
NP -\ NN

20 adet 50 adet

Sekil 4.10 Farkli miktarlarda wvinas ortamina eklenen tu-
tuklanmig hiicrelerin maksimum renk giderimi-
nin karsilastirilmasai.

Calisma siiresince kiiltir ortamlarindaki bazi ekstra-
selliiler enzim degisimleri de incelenmistir. Kiltir ortam-
larinda lakkaz, peroksidaz, NADH peroksidaz (NADH cksidas-
yon aktivitesi), ligninaz, glukoz oksidaz, amino asit oksi-
daz ve alkol oksidaz aktiviteleri arastirilmistair.

Ortamlardalyﬁksek lakkaz, peroksidaz ve NADH peroksi-
daz aktiviteleri gtzlenirken ligninaz, glukoz oksidaz, ami-
no asit oksidaz ve alkol oksidaz aktiviteleri saptanamamis-—
Eir

Callsmam1zQa.kﬁltﬁr ortamiarlnda,bu enzimlerin arastai-
rilmasinin nedenleri;

1- Lakkaz. perokéidaz ve ligninazin oksidasyon enzim-—

leri olmalari ve 6zellikle peroksidaz enzimlerinin

pekcok kimyasal bilesigil oksitleyebilmeleri (BElon-—
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deau 1989 : Khazivev vd. 1920).

2- NADH oksidasyon aktivitesi ve dider oksidaz enzim-
lerinin Hz02 olusumundan ve percksidazlarin calis-
masindan sorumlu olmalari (Asada vd. 1987; Kelley
ve Reddy 1986: Methods in Enzymelogy 1975).

3- Hidrojen peroksitin ve hidrojen peroksitten olu-
sabilecekradikallerinyﬁksekoksidasyonyetenegine
sahip olmalaridar.

Ligninaz enziminin pek c¢ok Gzelligi ile peroksidaza
benzer oldugu hildirilmistir (Kirk ve Farrell 1987). Anae-
robik kosullarda ligninaz enzimi peroksitleri oksitleyici
olarak kullanmaktadir.

Kiltlir ortamlarinda ligninaz ve glukoz aktiviteleri-
nin saptanamamasi, vinasin yiuksek oranda azot icermesi ile
1lgili olabilir. Cesitli arastirmalarda viksek azot ice-
ren ortamlarda bu enzimlerin sentezinin baskilandigi bil-
\dirilmektedif (Dosoretz vd. 1989; Bonnarme ve Jeffries
1990). Yine ligninaz ve diger oksidaz enzimlerinin caliz-
ti1gimiz ortamlarda gdzlenememesi bu enzimlerin intrasel-
luler olmasindan da ileri gelebilir. Bu enzimlerin intra-
selluler oldugu rapor gdilmistir (Eriksson vd. 1986; Kelley
ve Reddy 1986: Kelley vd. 1986: Garcia vd. 1987). Buna kar-
71n ekstraselliiler ligninaz ve glukoz oksidaz aktiviteleri
de bildirilmektedir.

Bu calismada C.versicolor ve F.trogii kiiltiir ortamla-
rinda yﬁksek lakkaz ve peroksidaz aktivitesi gozlenirken
P.chrysosporium kiil tiir ortamlarinda ne lakkaz ne de perck-
sidaz aktivitesi gozlenememistir. Bazi arastirmalarda
P.chrysosporium kiiltir ortamlarinda peroksidaz aktivitesi

gozlendigi fakat bu aktivitenin C.versicolor gibi funguslar
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tarafindan sentezlenen perolksidaza gdre c¢ok daha disik ol-
dugu rapor edilmistir (Szklarz vd. 1989).

C.versicolor ve F.trogii funguslarinin herikisinde de
lakkaz ve percksidaz enzimlerinin- primer fazda sentezinin
bagladigi, =ekonder fazda sentezin devam ettigi gdzlen-
migtir.Sekonder fazda enzim diizeyinde artma da saptanmis-—
tir. Cesitli caligsmalarda bu enzimlerin sekonder fazda sa-—
llndlglIbildirilmektedirler. Bunun vyanisaira Szklarz vd.
1989; lakka=z akiivitesinin primer fazda da gozlendigini
bildirmektedir. Bulgularimiz Szklarz vd. 1989'un sonuc-
larin: desteklemektedir.

pH, sicaklik ve calkalama optimizasyonu sirasinda en-
zim ve fungal kiitle artisi arasinda bir korelasyon buluna-
mémlstlr.

C.versicolor ve F.trogii tiirleri yiksek lakkaz ve pe-
roksidaz aktivitesi gﬁstermjstir. Lakkaz enziminin her iki
tirde de peroksidaz enzimine gdre daha yiiksek miktarlarda
sentezlendig& gozlenmistir. Scnuclarimiz daha 6nceki bulgu-
larla uygunluk gdstermektedir (Yesilada ve Bozcuk 19920 ;
Yegilada wd. 1991).

Calismamiz 51ra51ﬁda her iki fungusun da iyi bir fencl
oksidaz lreticisi oldugu gdzlenmis ve literatiir verileri
ile karsilastirildigl zaman deneyde kullandigimiz fungus-—
larin yiksek enzim kapasitesine sahip olduklari ortaya
konmustur (Arera ve Sandhu 1986; Arora ve Sandhu 1987:
Sandhu ve Arora 1985).

Vinasin rengini olusturan maddenin, dogada siklikla
rastlanan ve mikroorganizmalar tarafindan yikilmasi zor bir
polimer olan, bir tir melanoidin oldugu bildirilmektedir

(Ohmomo vd. 1988; Sirianuntapiboon vd. 1988).
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Melancidip humik asitle yilksek oranda benzerlikler
gosteren bir maddedir . Ligninazin humus degradasyonundan
sorumlu olabilecegi bildirilmektedir. (Blondeau 1989)

Humik asit, peroksidaz  i¢in  ozgiil olmavan bir
substrattir ve perokaidéz enzimi 1le oksitlenebilir
(Blondeau 1989; Khaziyev vd. 1990).

Calismamiz sirasinda, lakkaz ve peroksidaz enzimleri-
nin yiuksek oranda salinmasi ve renk gideriminin vyiiksek
degerlere ulasmasi, bu enzimlerin ve Szellikle peroksidaz
enziminin melanoidinin biycdegradasyonundan kismen sorumlu
olabilecegini gdstermektedir. Ayrice calismamiz sirasinda
lakkaz ve peroksidaz aktivitesi gostermeyen
P-chrysospérium.ME446“ nin renk giderim aktivitesi de gos-
termemesi bu bulgumuzu desteklemektedir. Lakkaz ve perok-
sidaz\sentezinin bagladig:r primer fazda renk giderim akti-
vitesinin de gdzlenmesi bu enzimlerin renk gideriminden
sorumlu clabilecegini gdstermektedir.

Humik asitin degradasyonunda, lignin degradasyonundan
scrumlu olan sistemlerin bir kisminin veya tiimiiniin rol al-
d1g1 bildirilmektedir (Blondeau 1989).

Belirtildigi gibi, humik asit ve meianoidinin benzer
yapilarda olmasi ve humik asidin ocksidasyon ve biyodegra-
dasycnundan percoksidaz enziminin kismen sorumlu olmasi go—
rislimizi desteklemektedir.

Peroksidazin, viksek oksidasyon kapasitesinden o&tiirii
topraga karisan tcksik maddelerin (pestisit) yikimindan da
sorumlu oldugu bildirilmektedir (Khaziyev vd 1990). Bu da
peroksidazlarin vyiiksek oksidasybn kapasitesinden ileri
gelmektedir.

Ohmomo wvd. 1985b, C.versicolor'dan intrasslliiler en-
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zimleri saflastirmislar ve bu enzimlerden ikis e—
mizlerdir. Bu enzimlerden biri glukoza Dbagimliz digeri
¢lukoza bagims1z olaerak renk giderim aktivitesi gostermis—
tir. Glukoza bagimli olmayan enzim %11 renk giderirken,
glukoza bagimli snzim %13 renk gidermistir. Her 1iki en-

zimin reaksiyon karigimina eklenmesi sonucunda renk gide-—
rimi %24'e yikselmiztir. Bu sonug¢, renk giderim aktivite-—
sinden sorumlu clan, pek c¢ck enzimin olusturdudgu bir sis-
temin varligini crtaya koymaktadar.

Percksidez enzimi, aktivasyonu icin Hz0='e ihtiyac
duymaktadir. Peroksidaz i¢in ekstraselliler bir Hz0= kay-
naginin saptanmasi icin yaptigimiz calismada, kiltir or-
tamlarinda viksek NADH cksidasyon aktivitesi gozlenmistir.

a—

m
e

Calismamizda NADH oksidasyon aktivitesi primer fazda ba

(0]
ol

van ve sekonder fzzda devam eden bir aktivite olarak P
tanmistir. Esada vd. 1686 ve 1987, NADH oksidasyon aktivi-
tesi bildirmisler ve bu reaksiyonun Hz0= eklenmeden gercek-—
lesebilecegini rapor etmislerdir. Yine Asada vd. 1987 ve
Gleen ve Gecld 1985'e gore NADH oksidasyon aktivitesi hidro-—
jen peroksite ihtiyac¢ duymaktadir ve baslangicta gerekli
olan hidrojen percksit asidik pH'da NADH'in oksidasycnu so-
nucu olusmaktadir.

Yaptigamiz calismada, reaksiyon ic¢in gerekli olan
hidrojen peroksit, ornek eklenirken kiltur filtrata ile
birlikte gelmektedir. Bu da gozlenen aktivitenin cok vyiiksek
degerlere ulasmasina saglamastir.

Calismalarimizda NADH'1 oksitleyen peroksidaz aktivi-
tesinin, reaksiyon karisimina Mn*" eklenmesi ile 2-3 kat

arttig: ve peroksidazin mangana bagimli olarak stimule ol-

dudu gézlenmistir. Benzer sonuclar farkli calismalarda bil-
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dirilmektedir (Asada vd. 1986, 1987; Karhunen vd. 1990).
Turp percksidazi ile yaptigimiz calismada peroksidazin,
reaksiyon karaisaimana hidrojen peroksit eklenmeden NADH'1
oksitleyebilecegi gozlenmistir. Ayrica, reaksiyon karisi-
mina 0.2 mM MnS0a eklendigi zaman aktivitenin 3-4 kat art-
t1g1 saptanmistir. Yine reaksiyon karigimina hidrojen pe-
roksit eklenmesi sonucunda aktivitenin stimule oldugu gdz-
lenmistir. Bu bulgularimiz daha dnceki caligmalarda elde
edilen sonuclarla benzerlik gostermektedir (Asada vd. 1986,
1987;: Gleen ve Gold 1985; Paszczynski vd. 1986; Karhuunen
vd. 1990Q).

NADH cksidasycnunun gerceklesmesi icin siperoksit ra-
dikali gerekmektedir (Asada vd. 1987; Karhunen vd. 1290).

Sliperoksit radikali oksijenin ki=mi rediiksiyonu saira-

clusmaektadar.

=

sinda C='ye bir elektron trensferi sonuc
0 + e~ — > 02 (Fischer ve Schmidt 1991).
Bevaz cilrikeiil funguslaran kiéltlir ortamlarinda NAD,
NADP ve bunlarin rediikte formlari saptanmistir (Kuwahara
vd. 1984). NADH oksidasyon aktivitesi icin gerekli olan
NADH, hiicre duvarina bagli malat dehidrogenaz vasitasiyla
olusabilir. Malat dehidrogenaz, malat ve koenzim clarak
da NAD kullanarak oksaloasetat ve NADH olusturma yetenegin-
dedir (Fischer ve Schmidt 1991, Sekil 4.11).
NADH oksidasyon mekanizmasi 2 sekilde gerceklesebilir;
1—- NADH, asidik pH'larda kendiliginden yavasg yavas ok-—
sitlenebilir ve superoksit radikali olusturabilir.
BSylece Mn2* varliginda Hz0z ve Mn®™ olusabilir.
2—- NADH peroksidaz enzimi araciligi ile oksitlenebi-
lir. Oksidasyon icin supercksit, Mn®*, NADH ve en-

zime gerek vardir (Asada vd. 1986; Eono vd. 1990;



Karhunen vd. 1990).

Mn=" eksikliginde reaksiyon icin gerekli elektronlar
molekiiler oksijenin 2 kez tek elektron oksidasyonu sonucu
olusur ve H=0> meydana gelir. Mn2* varliginda ise bir e-
lektron superoksitten diger bir elektron da Mn®+ dan gelir.
Mn=* kuvvetli bir oksitleyicidir ve pek c¢ok arcmatik

substrati oksitleyebilir (Karhunen vd. 1990:; Paszczynski

vd. 1986).
9~
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Malat dehidrogenaz

Okszloasetat Malat

Sekil 4.11 Malat dehidrogenazin NADH ve oksijen iliskisinde
mumkin mekanizmalar (Fischer ve Schmidt 1991)

Caligmamiz sirasinda vinas ortaminda da mangana rast-
lanilmistar. Vinas ortaminda mangan bulunmasi, manganin ¢ok
yonlid olarak aromatik substratlar: oksitlemesi acisindan
onemlidir.

Ligninazin da NADH oksidasyon etkisine sahip oldugu
bildirilmektedir (Asada vd. 1986. 1987; Karhunen vd. 1990).

Beyaz ciiriikcil funguslarda bu enzimler yaninda, hidro-
jen peroksit lUreten pek cok intraselliiler ve ekstraselliiler
enzim bildirilmektedir. Bunlar arasinda glukoz oksidaz,

amino asit oksidaz, alkol oksidaz, glioksal oksidaz, ksan-



tin oksidaz, glikoclat oksidaz ve superoksit dismutaz bulun-—
maktadar.

Calisma sirasinda vinas ortamlarina farkli miktarlar—
da hidrojen perocksit eklenmesi sonucu renk gideriminin art-—
t1g1 saptanmistair (Sekil 3.82). 0.1 mL H20= eklenen calis-
mada 10 ginluk inkiibasyon sonucu %51.8 renk giderimi goz-—
lenirken, 5 mlL icin bu deder %97.9'a ulasmistir. Yine 0.1
nl eklenen ortamlarda 1. giinde %35.2 renk giderimi gézle-
nirken hidrojen peroksit miktara artikca 1. giinde ki renk
giderimi de artmistir. Bu da kiiltiir ortamlarimizda olusa-

Eilecek Hz20='nin de renk gideriminde rol ovna abilecegini
g v g

T
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ermektedir. Pek cok odun ciiriik¢iilii fungusun Hz0- iiret-
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ir. Deneylerimiz sirasinda kiiltiir ortamla-
rimizda hidrcjen peroksit olustugu anlasilmistir: Hz0=
eklemeden hem enzim kaynagini o-dianosidin ile reaksiyona
biraktigimizda hizli bir sekilde OD'nin yikseldigi gbzlen-
mistir. Bu oclay yanlizca Hz=0= varliginda gerceklesebilecegi
icin kiiltlir ortamlarinda hidrojen peroksitin olustugunu
agiklamistair.

Lignin degradasyonu gibi degradasyon sistemlerinde,
hidrojen peroksit (Hz0z), hidroksi radikali ( -OH), super
ocksit radikali (£2) wve tekil oksijen (0+) gibi ekstra-
selltiler rediklenmis oksijen tiirleri rol almaktadir
(Crawford ve Crawford 1984).

Hidrojen percksitten olusan hidrosi radikaller cok
reaktiftir ve oksidasyon reaksiyonlarinda pek cok organik
bilegikle reaksiyona girebilir. +OH radikali 0zglil degildir
ve biyolojik reaksiyonlarda yer almaktadir. -OH radikali,
hidrojen peroksitten tek elektron oksidasyonu sonucu olu-—

sabilir ve biyolojik sistemlerde 2 yolla olustugu disiinil-
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mektedir. Bunlardan birisi Fenton digeri de Haber-Weiss
reaksiyonudur (Forney vd 1982; Oberley 1982). Fenton
reaksiyonu;

Hz02 + Pe(IX) — 0 o s0H + OH 4+ Fe(III)

Demir ile katalizlenen Haber-Weiss reaksiyonu;

Fa(III) tuzu + 0% <z Fe (II) tuzu + 02
Fe(II) tuzu + H=0= Fe(TII) tuzu +.0H + OH—
net: H.C= + 0% OH + OH— + 0O

Bu reaksiyenlar sonucu olusan hidroksi radikaller

- F2(IT) veya Hz0z ile reaksiyona girebilir;

«OH + Hz0- H-0 + HO-

“‘OH + Fe(II) Fe(IITI) + OH- (Oberley 1982)

Bu reaksiyonlarin olusabilmesi icin metal ve metal
komplekslerine ihtiyac vardir ki calismalarimiz sonucu vi-
nas ortaminda 20 ppm demir bulundugu saptanmicstir.

Haber-Weiss reaksiyonu icin gerekli siiperoksit radi-
kali enzimatik olarak veya otonksidasyonla olusabilmekte-
dir. Otooksidasyon reaksiyonu igin de mangan ve bakir gibi
metal ve metal komplekslerine ihtiyac vardir.

C.versicolor tarafindan olusturulan stiperoksit radi-
kalinin hiicre disina verildigi rapor edilmigtir (Forney vd.
1982) .

Yukaridaki reaksiyohlar disinda siliperoksit radikali,
hidroksi radikali ile hidroijen peroksjt'in reaksiyonu sonu-—
cu olugabilir.

«0I1 + H=02 » Hz0 + HO- (Forney vd. 1982)

Siv: ortamda:

HO > H¥ + 0% (Oberley 1982)

i
Difenollerin otooksidasyonu sonucu da Gz olusabilmektedir.
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difenol (red.) + 0z — difenol (oksi.) + 0%

0% nin Cu({l) ile reaksiyonn sonucu HaO- olusabilir.

Cu*® o D8 ceceoucas Culla™ eeac s Cu® & O

Cu* + 0% + 24" Cu** + Hz0= (Oberley 1982)

Vinas ortaminda bakir. demir ve mangan gibi
elementlerin varlig: saptanmistar. Ayrica funguslaran

enzimatik aktiviteleril sonucunda iireme ortamlarinda Hz0=
olustugu bulunmugtur.

| Burada Hz0=z'nin renk gideriminden kismen sorumlu ola-
bilecegi sﬁylenebilir.-ﬁzellikle hidrojen peroksit reaksi-
vonlari sonucu olusabilecek «OH en azindan baslangi¢ oksi-—-
dasyon ve depolimerizasyon (dis ortamda) sorumlu olabilir
ki, olusacak disik moleiul agirlaikla ﬁrﬁnler daha sonra
fungus hiicreleri araciligi ile metabolize edilecektir.

Caligmamizin en son kisminda ise adil ge¢en funguslarin
tek hiicre proteini olarak degerlendirilme olasili1g1 aras-
“tirzlmis ve degradasyon sonrasi funguslarin protein ylizde-—
leri saptanmnmistair. Kullanilan funguslarain vyiiksek protein
igerdikleri gozlenmistir (Taﬁlo 3.4). C.versicolor 1ile
F28.18, F.trogii ile %27 .62 ve P.chrysosporium ile %21.13
protein degeri elde edilmistir.Funguslarla yapilan calis-—
malarda %19-57 protein dederlerine ulasilabilmektedir.
P.chrysosporium ile %23 "protein elde edildigi bildiril-
mistir (Cardeso ve Nicoli 1981).

Tek hiicre proteini olarak kullanilan funguslarin diger
mikrcorganizmalara gore ¢esitli avantajlari vardair. Bunlar
arasinda besin degerlerinin yiksek olmasi, toksik olmama-
lara, alerjik reaksiyon gdstermemeleri, bilyime ortamindan
kolaylikla alinabilmeleri sayilabilir. Yine niikleik asit

iceriklerinin diisik olmasinin da ayri avantajlari vardir
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(Cardeso ve Nicoli 1981; Totti ve Nicoli 1983).

Beyaz ciriik¢iil funguslarin vinas ortaminda Uretilmesi
sonucunda =2kstraselliiler fazda bitki buyilme regiilatdri olan
absisik asit elde edilmistir. Calisma C.versicolor,
P.florida ve P.ostreatus ile yapilmig ve sirasayla 1.39,
1.22 ve 1.28 mg/L toplam absisik asit (ABA) degerleri elde
edilmistir (Yesilada vd. 1990). Hofsten ve Ryden 1975, vi-
nas ortaminda vaptiklari bir calismada misel ve filtratla—
rin hormon benzeri maddeler icerdigini rapoer etmiglerdir.
Scnuclar, ekonomik acidan cok oSnemli olan bitki biiyiime
regilatérlerinin adi gecen funguslardan elde edilebileaceqgi
fikrini desteklemektedir.

Ulkemizde ABA-fungus iliskilerinin degisik ydnlerden
ele alnmasi ve incelenmesi ozellikle tarimsal ekonomive
getirecegi katki bakimindan yararla clacaktir. Vinasin
renginin giderilmesi 51ra51nda'organik asitler ve amino
asitler de olusabilecektir (Ohmemo vd. 19285a). Avrica
calismalarimizda kEullandigimiz funguslar viksek biyokitle
degerleri vermislerdir. Bu da vinasin bu funguslar icin
besiyeri olarak kullanilabilecegine isaret etmektedir.

Gelismekte olan iilkelerde cevre kirliligi problemi
guin gectikce artmaktadir. Seker ve alkol iiretiminin eko-
nomik acidan Snemli oldugu Turkiye gibi llkelerde, iiretim
sonucu olusan ataklar cevre kirliligi acisindan problem
olusturmaktadir.

Alkel fabrikasi atigi olan vinasa funguslar aracilig:
ile degradasyon islemi uygulandiginda hem endistriyel bir
atigin aritilmasi ve hem de degradasyon lirliniiniin pek cok
yonden degerlendirilmesi gindeme gelebilecektir. Vinas

ortaminin koyu rengi bir kirlilik Parametresidir. Calisma-—
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miz sirasinda ¥80'e vakin bir renk giderimine ulasilabile-
cegdi saptanmigtir. Stiphesiz bu cesit arastirmalarin basari-
13 olabilmesi ve endiistriyel d&lceklere uvgulanabilmesi,
biyodegradasyonun biyokimyasal basamaklarinin cok acik bir
sekilde ortaya konmagi. iliriinlin yap: ve 6zelliklerinin anla-
s1lmas1 ve mikroorganizmalar lzerindeki bilgilerin artma-
gina baglidir. Beyaz clriikciil funguslarin degradasyon
mekanizmalarinin iyice arastirilmas: ve Szellikle vinasin
renginin gideriminden sorumlu clabilecek enzim sistemle-
rinin saptanmasi ve tamamiyla ortaya konmasinin gerekliligi
bu c¢aligmalarda gozlenmektedir. Arastirmada kullandigimiz
beyaz clriikeil funguslardan P.chrysosporium renk giderim
aktivitesi ééstermezken F.trogii ve 6zellikle C.versicolor
yviksek renk giderim aktivitesi gdstermistir. Lakkaz, pe-~
roksidaz gibi'oksidasyon enzimlerinin yanisira, Hz0z'inde
bu renk giderim aktivitesinden sorumlu olabilecegi disgii-
nilmektedir. Ayrica bu iliretim siirecinde tek hiicre proteini
olarak degerlendirilebilecek vyiiksek protein dederlerine
ulagilmistar,

Bu sonuc¢lar farkli fungus tiirlerinin degradasyonda
denenmesinin dnemini gdstermektedir. Bu sistemlerin gelig-
tirilip alkol fabrikasz atlklarzﬁln aritim ve degerlendi-
rilmesi siirecine uygulanmasi, hem renk gibi kirlilik prob-
lemini ortadan kaldiracak ve hem de tek hiicre proteini,
biyume hormonu, organik asitler ve amino asitler gibi
vararli uUridnlerin eldesini saglayacaktar.

Bulgular1m12,vina51nrenginingiderimindelignindeg—
radasyonundan sorumlu olan sistemin tiimiiniin veya bir kis-

minin rol alabilecegi fikrini desteklemektedir.
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