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OZET

Yiiksek Lisans Tezi

YENI iZOLE EDILMIS TRAMETES VERSICOLOR’UN LAKKAZ URETIM
YETENEGININ ARASTIRILMASI

TULAY TUTAL

Inonii Universitesi
Fen Bilimleri Enstittisu
Biyoloji Anabilim Dali

52+XI1I sayfa
2022

Danisman: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

Bu c¢alismada yeni izole edilmis Trametes versicolor susunun lakkaz {iretim
yetenegi ii¢ farkli fermentasyon siirecinde arastirilmistir. Ug fermentasyon siirecinde de
fungus lakkaz enzimini iretebilmistir. Tiim fermentasyon siireglerinde, bakirin lakkaz
tiretimi i¢in 6nemli bir indiikleyici oldugu gozlenmistir.

Kati1 faz fermentasyonu siirecinde bakir igermeyen ortamda 20. giinde 10.70 U/mL
lakkaz aktivitesi saptanirken, bakir igeren ortamda ayni giinde bu deger 13.21 U/mL olarak
saptanmigtir. 0.5 mM ABTS igeren ortamda 20. giinde 5.60 U/mL lakkaz aktivitesi elde
edilirken, 0.5 mM ABTS + 10 mM bakir ortaminda 27.30 U/mL lakkaz aktivitesine
ulagilmistir. 10 mM ksilidin igeren ortamda ise 20. giinde 5.53 U/mL lakkaz aktivitesi
saptanirken, 10 mM ksilidin + 10 mM bakir igeren ortamda ise 22.59 U/mL enzim
aktivitesi belirlenmistir. Siv1 kesikli fermentasyon siirecinde 1 mM bakir iceren ortamda
lakkaz aktivitesi 6nemli oranda indiiklenmis ve lakkaz aktiviteleri 3, 6 ve 9. giinlerde
sirastyla 2.25, 19.83 ve 24.57 U/mL’ye ulagmistir. ABTS ve ksilidin bu susun lakkaz
tiretimini bakira gore ¢ok daha diisiik diizeyde indiiklemistir. 0.05 mM ABTS + 1 mM
bakir igeren ortamda 6. glinde 10.50 U/mL lakkaz aktivitesi saptanirken, 1 mM ksilidin + 1
mM bakir igeren ortamda ise 10.69 U/mL enzim aktivitesi belirlenmistir. Tekrarli kesikli
siire¢c de lakkaz tliretimini 6nemli oranda indiiklemistir. Bakir icermeyen ortamda diisiik
diizeyde enzim aktiviteleri saptanirken; bakir iceren ortamda lakkaz aktiviteleri
indiiklenmis ve peletlerin 6. kullaniminda aktivite 0.66 U/mL’ den 9.87 U/mL’ye
ulagmistir. 1 mM ksilidin + 1 mM bakir igeren ortamda ise lakkaz tiretimi giiglii bir sekilde
indiiklenmigtir. Dogal poliakrilamid jel elektroforezi sonrasi yapilan aktivite boyamalari
aktif lakkaz bantlarin1 gostermistir.

Sonuglar, bu susun iyi bir lakkaz ireticisi oldugunu ve fermentasyon siirecine,
tiretim zamanina ve kullanilan indiikleyiciye bagli olarak lakkaz {iretim veriminin
degistigini ortaya koymustur.

Anahtar Kelimeler: Lakkaz, kati faz fermentasyonu, sivi kesikli fermentasyon, sivi
tekrarl kesikli fermentasyon, Trametes versicolor, zimogram
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ABSTRACT

Master Thesis

INVESTIGATION OF LACCASE PRODUCTION ABILITY OF NEWLY
ISOLATED TRAMETES VERSICOLOR

TULAY TUTAL

Inonu University
Graduate School of Nature and Applied Sciences
Department of Biology

52+XI1 sayfa
2022
Supervisor: Prof. Dr. Ozfer YESILADA

In this study, laccase production ability of the newly isolated Trametes versicolor
strain was investigated during three different fermentation process. In all three
fermentation processes, the fungus was able to produce the laccase enzyme. It has been
observed that copper is an important inducer for laccase production in all fermentation
processes.

During the solid phase fermentation process, 10.70 U/mL laccase activity was
detected on the 20th day in the medium without copper, while this value was 13.21 U/mL
on the same day in the 10 mM copper-containing medium. In the medium containing 0.5
mM ABTS, 5.60 U/mL laccase activity was obtained on 20th day, while the laccase
activity reached to 27.30 U/mL in 0.5 mM ABTS + 10 mM copper medium. On the 20th
day, 5.53 U/mL laccase activity was detected in the medium containing 10 mM xylidine,
while 22.59 U/mL enzyme activity was determined in the medium containing 10 mM
xylidine + 10 mM copper. During the liquid batch fermentation process, in the medium
containing 1mM copper, laccase activity was significantly induced and laccase activities
reached 2.25, 19.83 and 24.57 U/mL on the 3rd, 6th and 9th days, respectively. ABTS and
xylidine induce laccase production of this strain at a much lower level than copper. On the
6th day, 10.50 U/mL laccase activity was detected in the medium containing 0.05 mM
ABTS + 1 mM copper, while 10.69 U/mL enzyme activity was determined in the medium
containing 1 mM xylidine + 1 mM copper. The repeated batch process also significantly
induced laccase production. While low level of enzyme activities in copper-free medium
detected, laccase activities were induced in the copper-containing medium and for
example, the activity reached from 0.66 U/mL to 9.87 U/mL in the 6th use of pellets. In the
medium containing 1 mM xylidine + 1 mM copper, laccase production was strongly
induced. Activity staining after natural polyacrylamide gel electrophoresis showed active
laccase bands.

The results showed that this strain is a good laccase producer and the laccase
production yield varies depending on the fermentation process, production time and
inducer used.

Keywords: Laccase, Solid phase fermentation, Liquid batch fermentation, Liquid repeated
batch fermentation, ,Trametes versicolor, zymogram
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1. GIRIS
1.1. Biyoteknoloji

Biyoloji kdkenli teknolojinin gelisimi, siirdiiriilebilir kalkinma i¢in daima 6nemli
bir katki yapmistir. Sanayilesmeden ¢ok once heniiz biyoteknoloji ve kimya kavramlari
olmadan, yiyecek ve iceceklerin hazirlanmasi ve devamliliginin saglanmasi kesfedilmisti
(Wohlgemuth, 2009). Biyoteknoloji terimi ilk kez 1919 yilinda Karl Ershy tarafindan “yeni
triinler  olusturabilmek icin  hammaddelerin  biyolojik  sistemler  yardimiyla
doniistiiriilebilmesi” seklinde tamimlanmis (Gozikirmizi ve Karlik, 2017) ve 1970’li
yillardan sonra ortaya ¢ikan yeni teknolojiler iginde belki de en ¢ok ilgi ¢eken teknoloji
olarak saglik, yiyecek iiretimi ve islenmesi, ¢evrenin korunmasi ve iiriin iiretimi gibi bir¢ok

alanda etkili olmustur (Gavrilescu ve Chisti, 2005).

Biyoloji yasam bilimi, teknoloji ise uygulama bilgisi olarak tanimlandigi i¢in;
biyoteknoloji kavramsal olarak “uygulamali yasam bilgisi” olarak da ifade edilebilir (Ocal,
2012). Biyoloji siirekli bilgi smirlarini geniglettigi icin biyolojik siireclerdeki biiyiime tip,
tarim ve endiistriyel biyoteknoloji alanlarinda yenilikleri 6ngdren segenekler sunmaktadir

(Cornelissen ve dig, 2021).

Biyoteknoloji; biyolojik sistemlerin  mal (iirin) ve hizmet {iretiminde
kullanilmasidir. Biyoteknolojide kullanilan biyolojik sistemler de mikroorganizmalar, bitki

ve hayvan hiicreleri ve onlarin bilesenleridir (enzimler gibi).

Biyoteknolojinin pek c¢ok alt dali vardir. Bunlar arasinda; fermentasyon
biyoteknolojisi, enzim biyoteknolojisi, ¢evre biyoteknolojisi, gida biyoteknolojisi, tibbi
(saglik) biyoteknoloji, endiistriyel biyoteknoloji gibi dallar sayilabilir.

Biyoteknoloji; tip, tarim, hayvan, bitki 1slahi, doku kiiltiirii gibi alanlarda ve ayni
zamanda hastaliklarin hizli bir sekilde teshis edilip sonrasinda da tedavi edilmesinde
kullanildig1 gibi; biyoaktif iiriinlerin tiretiminde de kullanilmaktadir. Bununla birlikte adli
tip, ¢evre bilimleri, botanik, toksikoloji, fizik, matematik, ekonomi, hukuk, uluslararasi
iliskiler, psikoloji, sosyoloji, turizm, gibi daha bir¢ok alanda da biyoteknolojinin kullanimi
amacglanmaktadir. Bdylece her alanda yapilan ortak arastirma ve calismalar

biyoteknolojinin hizli bir gelisim siireci gostermesini saglamaktadir (Soetan, 2008).

1



Atik sularin yeniden aritilmasit ve kullanilmasi yoniinde biyoteknolojinin yeni
yaklagimlart ve ¢6ziim yollari sunabilmesi de olduk¢a 6nemlidir (Grommen ve Verstraete,
2002). Biyoteknoloji, gida ve su agisindan yasanan sorunlari azaltarak hem kalkinmaya
katki saglamakta hem de iilkeler arasi baris ortami olusturulmasina destek olmaktadir

(DaSilva, 1998).

Biyoteknolojinin ¢ok farkli uygulama alanlar1 vardir. Biyoteknolojinin farkli
uygulama alanlar1 farkli renklerle ifade edilebilmektedir. Cizelge 1.1°de biyoteknolojinin

bazi renkleri verilmistir.

Cizelge 1.1 : Biyoteknolojinin baz1 renkleri.

Renk Biyoteknolojinin Uygulama Alanlari

Kirmiz1 Saglik Biyoteknolojisi

Mavi Sucul Biyoteknoloji

Sar1 Gida Biyoteknolojisi

Yesil Tarimsal Biyoteknoloji

Kahverengi Kurak alan ve Col Biyoteknolojisi

Beyaz Endiistriyel Biyoteknoloji

Gri Geleneksel Fermentasyon ve Biyolojik Islem Biyoteknolojisi
Altin Biyoinformatik, Nanobiyoteknoloji

Siyah Biyoteror, Biyosug

1.1.1. Kairmuz: biyoteknoloji

Biyoteknolojinin  6nemli uygulama alanlarindan biridir. Tip alanindaki
uygulamalar1 kapsayan kirmizi biyoteknoloji; ilag, asi ve antikorlarin iiretimi, tedavi ve
teshisinde biyoteknolojik yaklasimlar ve hastaliklarin tedavisinde, genetik miihendislik
uygulamalarinin kullanilmas1 gibi uygulamalar1 igermektedir (Akkaya ve Pazarlioglu,
2012; Giil, 2014).



1.1.2. Mavi biyoteknoloji

Su ve okyanus biyoteknolojisi olarak da ifade edilen mavi biyoteknolojiye; okyanus
igerisinde bulunan ¢esitli canlilarin hem korunmasi hem de canli tiirlerinin yasaminin
devam etmesi i¢in yapilan galismalar dahil edilebilir (Akkaya ve Pazarlioglu, 2012). Mavi
biyoteknoloji; sucul biyolojik ¢esitliligin, ¢esitli triinlerin tiretiminde kullanimini da
kapsamaktadir. Deniz canlilarimin formu, yapisi, fizyolojisi, kimyasi gibi denize ait

biyokaynaklar1 kullanan alandir (Barcelos ve dig, 2018).

1.1.3. Sar1 biyoteknoloji

Sar1 biyoteknoloji; gida biyoteknolojisindeki her tiirlii uygulamay1 kapsamaktadir.
Omegin; ekmek, peynir, kefir ve sarap gibi iiriinlerin {iretimi sar1 biyoteknolojinin

kapsamindadir (Ibrahim, 2021).

1.1.4. Yesil biyoteknoloji

Yesil biyoteknoloji; bitki yetistirmede faydali olan besin kalitesi, verim, ekonomi
gibi ozellikleri gelistirmek amaciyla tarimdaki biyoteknolojik siirecler ile ilgilidir. Yiiksek
verimli ve zengin besinsel igerikli, boceklere karsi direngli, daha uzun raf 6mriine sahip
tirlin {iretiminde yesil biyoteknoloji umut vadetmektedir. Transgenik ve genetik olarak
modifiye edilmis organizmalarin gelistirilmesi de bu kapsamdadir (Barkha ve dig, 2016,
Barcelos ve dig, 2018; Yashveer ve dig, 2014).

1.1.5. Kahverengi biyoteknoloji

Kahverengi biyoteknolojide; ¢6l bitkilerinin yetistirilmesi, tuzlu tarim, tuzlu su
kiiltiirii ve kurak ortamlarda su ve atik suyun kullaniminin gelistirilmesi gibi konular ele

alinmaktadir (Rodriguez-Nufiez ve dig, 2020).

1.1.6. Beyaz biyoteknoloji

Beyaz biyoteknoloji, bakteri, maya, fungus, bitkiler ve bu organizmalarin enzimleri
gibi biyolojik sistemlerle endistriyel dlgekli iiriin iiretimini kapsamaktadir (Barcelos ve
dig, 2018).

1.1.7. Gri biyoteknoloji

Geleneksel fermentasyon ve biyolojik islem biyoteknolojisi uygulamalarim

igermektedir.



1.1.8. Altin biyoteknoloji

Biyoteknoloji ve nanoteknolojinin kesisimi olan nanobiyoteknoloji, altin
biyoteknoloji kapsaminda yer almaktadir. Fiziksel ve kimyasal yaklasimlara alternatif
olarak farmasdtik ve tibbi uygulamalarda giivenilir, temiz ve ¢evre dostu olan biyolojik

tabanli nanopartikiil iiretimi de dikkat cekmektedir (Barabadi ve dig, 2018).

1.1.9. Siyah biyoteknoloji

Siyah biyoteknoloji, mikroorganizma ve toksinleri kullanan biyoterérizm, biyolojik

savas ve biyolojik silahlar1 igermektedir (https://en.wikipedia.org).

1.2. Beyaz Ciiriikgiil Funguslar

Beyaz ¢iiriikgiil funguslar; Basidiomycetes simnifina dahil olup salgiladiklar
enzimler esas olarak lignin ve hemisellozlar olmak iizere odunun tiim bilesenlerini
yikabilen ve dogada oldukg¢a yaygin olan mikroorganizmalardir (Baldrian, 2004; Chenaux
ve dig, 2014; Ozan ve dig, 2014; Singh ve Singh, 2014; Osma ve dig, 2011; Martani ve
dig, 2017; An ve dig, 2021; Gonzalez ve dig, 2021). Baz1 beyaz ¢iiriik¢iil fungus tiirleri
arasinda; Pleurotus ostreatus, Phanerochaete chrysosporium, Trametes versicolor,
Trametes trogii, Ganoderma lucidum ve Irpex lacteus yer almaktadir (Mir-Tutusaus ve
dig, 2018).

Beyaz ciiriik¢iil funguslar olduk¢a direngli olan lignini parcalayabilen

organizmalardir ve lignini yikarken odunda biraktigi beyaz renkten dolayr bu ismi
almaktadirlar (Rodriguez-Couto, 2017) (Sekil 1.1).

Sekil 1.1 : Beyaz cliriik¢iil funguslarin odunda biraktig1 beyaz

gortintii. (https://www.hemel.com.tr; https://en.wikipedia.org)


https://www.hemel.com.tr/

Lignin, poliaromatik yapida oldugundan ve eter bagli hidrofobik bir polimer olmasi
nedeniyle su gecirmez yapidadir. Bundan dolayr da biyolojik yikima karst oldukga
direnglidir (Singh ve dig, 2021). Beyaz ciiriik¢iil funguslar, ligninin yikiminda 6nemli olan
ve odunun ciiriimesini saglayan enzimleri icermektedir (Akerman-Sanchez ve Rojas-
Jimenez, 2021). Beyaz ciiriik¢iil funguslarin salgilamis oldugu bu lignin modifiye edici
enzimler arasinda; lakkaz, lignin peroksidaz (LiP), manganez peroksidaz (MnP) ve ¢ok
yonlii peroksidazlar1 sayabiliriz. Bu enzimlerden lakkaz elektron alicis1 olarak molekiiler
oksijeni kullanirken; peroksidazlar hidrojen peroksiti (H,O,) kullanmaktadir (Mir-Tutusaus
ve dig, 2018).

MnP ve LiP gibi hem igeren oksidatif enzimler, dogada c¢ogunlukla ligninin
uzaklastirilmasindan ~ sorumlu enzimlerdir (Min ve dig, 2022). MnP Katalitik
reaksiyonunda, lignin polimeri ve diger organik kirleticilerin aromatik halkasini kirmak
icin dislik molekiiler agirlikli redoks aracisi olarak islev goren Mn3+’y1 olusturmak tizere
ilk olarak Mn®* oksitlenir. Ozellikle beyaz iiriikgiil funguslarda tanimlanan lakkaz ise;
katalitik dongiisiinde bir elektron oksidasyonunun katalizlenmesiyle hem fenolik hem de
fenolik olmayan substratlari pargalar (Zhang ve dig, 2022). Lignin peroksidazlar ise MnP’
lere kiyasla daha yiiksek redoks potansiyeline sahip olduklarindan aromatik bilesikleri
oksitleyebilirler (Son ve dig, 2021). Beyaz ciiriik¢iil funguslarin salgiladiklart bu lignin
modifiye edici enzimler yalnizca ligninin pargalanmasindan degil bununla beraber ¢esitli
ksenobiyotiklerin yikiminindan da sorumludur (Wesenberg ve dig, 2003; Lee ve dig,
2014).

Beyaz ciirtik¢lil funguslar lignin basta olmak {iizere, hiicre duvart bilesenlerini
pargalamakta ve sonucunda karbondioksit ve su olusturmaktadir (Glazunova ve dig, 2018).
Beyaz ciirtik¢iil funguslarin lignini parcalamasi, diinyadaki karbon donglisii acgisindan

biiylik 6nem tasimaktadir (An ve dig, 2021).

Beyaz ciiriik¢iil funguslar diger mikroorganizmalarin aksine spesifik olmayan
enzimatik sistemleri sayesinde boyalar, pestisitler, polisiklik aromatik hidrokarbonlar
(PAH) ve endokrin bozucular gibi ¢esitli kirleticileri yikabilmektedirler (Reddy, 1995;
Cerniglia, 1997; Bending ve dig, 2002; Borras ve dig, 2008; Cajthaml ve dig, 2009;
Jebapriya ve Gnanadoss, 2013). Karmasik yapidaki polimerleri pargalayabilme 6zellikleri



sayesinde beyaz giiriikgiil funguslar; bir¢cok endiistriyel ve c¢evresel biyoteknolojik
uygulamalarda kullanilmaktadir (Gonzalez ve dig, 2021).

Bu tez calismasinda da bir beyaz ciiriikgiil fungus olan Trametes versicolor

kullanilmustir.

1.2.1. Trametes versicolor

Basidiomycetes sinifina dahil olan Trametes versicolor (syn. Coriolus versicolor ve
Polyporus versicolor) yabani hindiyi andiran sekli ve ¢oklu renklerinden dolay1r “hindi
kuyrugu” olarak adlandirilir (Ti$ma ve dig, 2021). Trametes versicolor’un odun tizerindeki
goriintlileri Sekil 1.2°de verilmistir. Mese kiitiikleri, 6lii ve 6lmek {izere olan sert odunlarin
tizerinde gelisen bu fungusun lakkaz iiretim yetenegi ilk olarak 1952 yilinda Fahraeus

tarafindan kesfedilmistir (Lorenzo ve dig, 2002).

Sekil 1.2 : Trametes versicolor’un odun tizerindeki goriintiisii.

(https://en.wikipedia.org; https://ekog.org; https://www.first-nature.com)

Trametes versicolor’dan elde edilen lakkazlarin gesitli lakkazlar arasinda yiiksek
redoks potansiyeline sahip lakkazlardan oldugu rapor edilmektedir. Yiiksek redoks
potansiyelleri yiiksek lakkaz aktivitesi ile iliskili oldugundan; bu durum bu fungusun

bircok endiistriyel alanda yaygin olarak kullanilma potansiyelini artirmaktadir (Kurniawati
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ve Nicell, 2008).

goriilmektedir.

Bu fungusun wuygulama alanlarindan bazilar

Cizelge 1.2°de

Cizelge 1.2 : Trametes versicolor’un bazi uygulama alanlari.

Uygulama alani

Referans

Pestisit biyoremediasyonu

Lakkaz tiretimi

Bisfenol A’nin doniisiimii ve yikimi

Atik sudan kirleticilerin uzaklastirilmasi
Direngli anti-kanser ilaglarinin uzaklastirilmasi
Zeytinyag1 fabrikasi atik suyunun biyolojik
tyilestirilmesi

Tekstil boyalarinin yikimi

Kot agartma

Boyalarin renginin giderimi

Beltran-Flores ve dig, 2021

Birhanli ve Yesilada, 2010; Boran ve
Yesilada, 2011; Xu ve dig, 2020
Hongyan ve dig, 2019

Cerrone ve dig, 2011
Ferrando-Climent ve dig, 2015

Yesilada ve dig, 1995; Ergiil ve dig,
2009
Romero ve dig, 2006

Pazarlioglu ve dig, 2005
Yesilada ve dig, 2010; Gedikli ve dig,

2014; Ramirez-Montoya ve dig, 2015;
Diorio ve dig, 2021

1.3. Lakkaz Enzimi

1.3.1. Lakkaz enziminin tanim ve yapisi

Lakkaz ilk olarak, 1883 yilinda Yoshida tarafindan Rhus vernicifera adi verilen
japon lake agacinin salgilarinda kesfedilmistir ve metal igeren oksidaz olarak

tanimlanmustir (Thurston, 1994; Mayer ve Staples, 2002).

Beyaz ciiriik¢iil funguslar, bakteriler, bitkiler ve bocekler lakkaz enzimini
tiretebilmektedirler. Bununla birlikte; diisiikk substrat 6zgiilliigiine sahip olan bu enzim,
beyaz ¢iiriik¢iil funguslarda yaygin olarak bulunur (Eggert ve dig, 1996; Upadhyay ve dig,
2016). Bununla beraber lakkazlar; Streptomyces lavendulae, Streptomyces cyaneus,
Bacillus subtilis, Azospirillum lipoferum gibi baz1 bakteri tiirleri tarafindan da
tretilmektedir (Kilig, 2019). Lakkazlar bakterilerde hiicre i¢i enzimler olarak iiretilirken;
funguslarda hiicre dis1 enzimler olarak iiretilmektedir (Mate ve Alcalde, 2015). Bununla
birlikte baz1 bocek tiirleri tarafindan da tretilebilen lakkaz, boceklerde kutikulanin
sertlesmesinde rol oynamaktadir (Kilig, 2019). Lakkazlarin bitkiler tarafindan iiretimi

funguslara gore daha az seviyededir (Mayer ve Staples, 2002). Lakkaz varlig1 bildirilen



tirler arasinda; Rhus vernicifera, Rhus succedanea, Rodriguez-Delgado ve dig. (2015)
Anacardiaceae familyasinin tamami, Acer pseudoplatanus hiicre kiiltiirleri, Pinus taeda,
Aesculus parviflora, Populus euramericana, Rhizoctonia solani, Fusarium proliferatum,
Botrytis cinerea, Brassica oleracea, Malus pumila, Brassica rapa, Solanum tuberosum ve

Pyrus calleryana Mayer ve Staples (2002); Dhull ve dig. (2020) sayilabilmektedir.

Lakkazlar (benzenediol: oksijen oksidorediiktaz, EC 1.10.3.2) fenol oksidaz
aktivitesine sahip ¢ok bakirli oksidazlardir. Diisiik substrat ozgiilliiklerinden dolay1 ¢ok
farkli substratlar1 oksitleyebilmektedirler (Yesilada ve dig, 2014; Agrawal ve dig, 2018;
Moreno ve dig, 2020). Bu enzimler monomerik, dimerik veya tetramerik yapida olabilir
(Agrawal ve dig, 2018; Yesilada ve dig, 2018). Mavi bakir oksidaz olarak da bilinen
lakkaz enzimi glikoprotein yapida olup molekiiler oksijenin suya indirgenmesiyle
oksidasyon meydana gelmekte ve aromatik bilesiklerden amin, hidroksil, paradifenol,
ortodifenol gibi gruplari i¢ine alan bilesimler lakkazlar ile okside olabilmektedir (Ozan ve
dig, 2014).

Lakkazlarin molekiiler agirliklar1 genel olarak 60-130 kDA arasinda olabilmektedir
(Agrawal ve dig, 2018; Yesilada ve dig, 2018). Lakkaz enzimleri glikozillenmis yapidadir.
Bu kisim protein olan kismin genelde %10 ile %25’i kadar Osma ve dig. (2010) veya fazla
olabilir. Bu kisim protein kisma kovalent bagla baglanmistir. Enzim karbonhidrat
sayesinde yiiksek kararlilik gostermektedir (Demiralp ve dig, 2015). Farkli organizmalar
farkli sayida lakkaz izozimleri iiretebilmektedir ve bu enzimlerin ¢esitli 6zellikleri ve

ayrica substrat 6zgiillikleri farkli olabilmektedir (Yesilada ve dig, 2018 ).

Lakkaz enziminin oksidasyon potansiyelini artiran gesitli redoks mediatorleri
vardir.  2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic  acid (ABTS) ve 1-
hidroksibenzotriazol (HBT) bu tip mediatorlerdendir. Mediatorler kullanilarak lakkazin
oksidasyon yetenegi artirilabilmektedir (Ozan ve dig, 2014; Mayolo-Deloisa ve dig, 2020).
Mediatorler kullanilarak lakkazin fenolik olmayan substratlar1 oksitleyebilme yetenegi
saglanabilmektedir (Gochev ve Krastanov, 2007). Substrat enzimin aktif merkezine
giremeyecek kadar biiyiik oldugunda veya redoks potansiyeli yiiksek oldugunda lakkaz
tarafindan direkt olarak oksitlenemez. Bu durumda, kiigiik mediatorler araci olarak
kullanilip substratin oksitlenmesi saglanabilmektedir (Sekil 1.3) (Gochev ve Krastanov,
2007; Osma ve dig, 2010).



H:0 Lakkaz (oks) Substrat (r=g)

O2 Laldkaz (:2q) Substrat (ois)
(a)
H:0 Lakkaz (otes) Mediatsr (e=q) Substrat (ols)
02 Lakkaz (r=g) Mediatér (otes) Substrat (r=4)
(b)

Sekil 1.3 : Mediator varligi ve yoklugunda substrat oksidasyonu (Osma ve dig, 2010).

Lakkaz enzimleri Tip 1, Tip 2 ve Tip 3 olmak iizere ¢oklu bakir bolgelerine
sahiptirler. Dort bakir, aktif bolgede bulunur. Cesitli substratlarin tek elektron oksidasyonu
T1 bakir bolgesinde olusur. Elektron daha sonra T2/T3 bolgesine transfer edilir ve burada
oksijen suya rediiklenir (Sekil 1.4) (Osma ve dig, 2010; Agrawal ve dig, 2018; Yesilada ve
dig, 2018).



Tip 1

—Tip 3

Tip 2

—MN His
R e

Sekil 1.4 : Lakkazin bakir merkezleri (Agrawal ve dig, 2018).

1.3.2. Lakkaz enziminin bazi uygulama alanlari

Lakkaz enzimi, endiistriyel birgok alanda biiyiik ilgi gormekte ve bir¢ok islemde
kullanilmaktadir. Lakkazlarin bazi biyoteknolojik uygulamalar1 Sekil 1.5’te goriilmektedir
(Mate ve Alcalde, 2016).
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Sekil 1.5 : Lakkazlarin biyoteknolojik uygulamalari.

Lakkazlarin; kagit hamuru ve kagit sanayi, tekstil endiistrisi, gida endiistrisi,
biyoremediasyon Dhull ve dig. (2020); Yesilada ve dig. (2014), ilag sektorii ve tibbi
uygulamalar Forootanfar ve Faramarzi (2015); Kunamneni ve dig. (2005); Rodriguez-
Delgado ve dig. (2016), nanobiyoteknoloji ve biyokatalizér uygulamalart Kunamneni ve
dig. (2005), biyosensor tasarimi Rodriguez-Delgado ve dig. (2015), biyoyakit hiicrelerinin
gelistirilmesi ve tasarimi1 Rodriguez-Delgado ve dig. (2015) ve Dhull ve dig. (2020),
ksenobiyotiklerin yikimi ve atik su aritim iglemlerinde Rodriguez-Delgado ve dig. (2015)
uygulamalar1 arastirilmaktadir. Lakkaz enzimi ile yapilan bazi c¢alismalar asagida

verilmistir:

e Kagit hamurunun delignifikasyonu ve agartiimasi (Bourbonnais ve Paice, 1996;
Camarero ve dig, 2007; Babot ve dig, 2011; Aslam ve dig, 2016; Singh ve Arya, 2019),

e Lignoseliilozlu ham maddenin delignifikasyonu (Rico ve dig, 2014; Loaiza ve
dig, 2019; Navas ve dig, 2019; Liu ve dig, 2021),

e Kot beyazlatilmasi (Rodriguez-Couto, 2017; Panwar ve dig, 2020),
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e Boyar maddelerin biyoremediasyonu (Yesilada ve dig, 2014; Ulu ve dig, 2020),

e Pestisitlerin biyolojik yikimi (Zeng ve dig, 2017a; Bilal ve dig, 2019),

e Bisfenol A’nin biyolojik yikimi (Taghizadeh ve dig, 2020; Onaizi ve Alshabib,
2021),

e Sarap ve bira kararliliginin saglanmasi ve puslu goriintiiniin giderilmesi (Minussi
ve dig, 2007; Osma ve dig, 2010; Dhillon ve dig, 2012),

e Meyve suyunun kararliligmin saglanmasi ve puslu goriintiiniin giderilmesi
(Osma ve dig, 2010; Wang ve dig, 2020),

e Hamur ve ekmegin kalitesinin artirilmasi (Osma ve dig, 2010; Nino-Medina,
2017),

e Lakkaz biyosensorlerinin hazirlanmasi (Rodriguez-Delgado ve dig, 2015),

e Zeytinyag1 fabrikasi atik suyunun renk ve fenol yiikiiniin azaltilmasi
(D’ Annibale ve dig, 1999),

e Tekstil fabrikasi atik sularinin renginin giderimi (Khlifi ve dig, 2010),

¢ Biyoyakit hiicrelerinde lakkaz kullanimi (Barriere ve dig, 2004),

Organik sentezde kullanim (Kunamneni ve dig, 2008; Su ve dig, 2018),

Cesitli ¢evre kirleticilerinin biyotransformasyonu (Rodriguez-Delgado ve dig,
2016),

Boya sentezinde kullanimi (Polak ve Jarosz-Wilkolazka, 2012),

Derinin beyazlatilmas1 ve sa¢in renginin agilmasinda kullanimi (Mate ve

Alcalde, 2015).

1.4. Lakkaz Enziminin Uretim Yontemleri

1.4.1. Kat1 faz fermentasyonu

Kat1 faz fermentasyonunda (KFF); besiyerinde bulunan katt maddeler, karbon ve
enerji kaynagi olarak kullanilir. Ortamda serbest sivinin bulunmadigi, akiskan sivi bir
ortamin olmadigi bir besiyerinden séz edebiliriz. Yani, mikroorganizmalarin iireyip
metabolik reaksiyonlar: gerceklestirebildigi kismi nem igeren kati ortamlardir (Pandey
ve dig, 2000; Pandey, 2003; Krishna, 2005).

Funguslar nemli ortamlarda iyi tirerler. KFF’de de serbest suyun bulunmamasi,
filamentli funguslarin lireme ve gelisimine olumlu katki yaparak kolonize olmalarini

kolaylastirir. Diger bir agidan bakacak olursak KFF, heterojen ii¢ fazli (gaz-sivi-kat1)
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yapida olan, gozenekli ve nemli kat1 substrat yiizeyinde mikroorganizmalarin 6zellikle
funguslarin gelistigi ve mikrobiyal tiremeyi/metabolizmay1 siirdiirmek i¢in yeterli

nemin mevcut oldugu bir fermentasyon siirecidir (Ruiz ve dig, 2012).

Lignoseliilozlu substratlar, dogada bol miktarda bulunmaktadir ve bunlarin bir
kism1 da atik formundadir. Beyaz cliriik¢iil funguslar lignoseliillozlu hammaddeleri
substrat olarak kullanabilmektedirler. Bu funguslar sahip olduklar1 lakkaz, ligninaz,
seliilaz, pektinaz ve ksilinaz gibi enzimler sayesinde lignoseliilozlu substratlardaki
seliiloz, hemiseliiloz ve lignini pargalayabilirler (Pandey ve dig, 2000; Papunitti ve dig,
2007; Boran ve Yesilada, 2011).

KFF iki sekilde uygulanmaktadir. Birinci uygulamada substrat olarak dogal kati
maddeler kullanilirken; diger uygulamada ise kati maddeler sadece tutunma matriksi
olarak kullanilmaktadir (Krishna, 2005). Daha 6nce de belirtildigi gibi, KFF dogal
substratlarin kullanildigi, serbest suyun bulunmadigi ve kati partikiiller iizerinde
mikrobiyal iireme sonucu iriin olusumunun gergeklestigi bir siirectir. Bu tip
fermentasyonda, ticari 6nemi olmayan veya az olan ve ¢evre kirliligine yol a¢an ¢esitli
lignoseliilozlu atiklarin substrat olarak kullanilmasi sonucunda degerlendirilmesi
amaclanmaktadir (Pandey ve dig, 2000; Pandey, 2003). KFF, mikroorganizmalarin
ozellikle filamentli funguslarin dogal habitatlarina benzediginden, 6nemli iriinlerin
tiretiminde tercih edilen bir uygulamadir. Bakteriler, mayalar ve filamentli funguslar
kat1 substratlar tizerinde iretilebilirler. Bununla birlikte, KFF islemleri igin en uygun
olan mikroorganizmalar, nemli ortamlarda iyi iireyen filamentli funguslardir (Manan ve
Webb, 2017). KFF’de ¢ok farkli substratlar kullanilabilmektedir. Bu substratlar arasinda
bugday kepegi, saman, cesitli meyve kabuklari, bitki yapraklar1 ve talas sayilabilir
(Rosales ve dig, 2007; Elisashvili ve dig, 2008; Levin ve dig, 2008; Sharma ve Arora,
2010; Boran ve Yesilada, 2011; ).

Kati faz fermentasyonunun bilinen en iyi Ornekleri, geleneksel
fermentasyonlardir. Bunlara gesitli tilkelerde kullanilan fermentasyon iriinleri olarak;
Japonya’da pirince buhar uygulamasi ile kullanilan “koji”, Endonezya’da mikrobiyal
kaynak olarak kiif ve kati substrat olarak buhar uygulanmis bezelye tohumlarinin
kullanildigi “tempeh” veya Hindistan’a ait “ragi” verilebilir. Yine, Penicillium
roqueforti veya kiiflii peynir {retimi uzun yillardan beri uygulanan kati faz
fermentasyonlar1 6rneklerindendir (Ortiz, 1998; Raimbult, 1998; Couto ve Sanroman,
2006; Mienda ve dig, 2011; Manan ve Webb, 2017).
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1.4.2. Sivi faz fermentasyonu

1.4.2.1. Kesikli fermentasyon

Kesikli siireg, liretim boyunca ortama substratin eklenmedigi ve kiiltiirlin disariya
alinmadig1 bir liretim siirecidir. Bu siirecte Oncelikle biyoreaktore besiyeri eklenir ve
sterilizasyon gergeklestirilir. Daha sonra biyoreaktore steril kosullarda mikroorganizma
ekilir ve iiretime birakilir. Uretimin sonuna kadar kiiltiire herhangi bir sekilde taze substrat

eklenmez ve kiiltiirden de disariya alinmaz.

1.4.2.2. Yan siirekli fermentasyon

Yar siirekli fermentasyon, kesikli ve siirekli yontemin modifiye bir sekli olarak
diisiiniilebilir. Yar1 siirekli fermentasyonda besiyeri uygun sekilde hazirlandiktan sonra
mikroorganizma ekimi yapilarak iiretime baslanir. Uriin {iretimi gergeklestiginde kiiltiir
stvisinin bir kismi alinir ve alinan kiiltiir sivisi kadar taze substrat ortama eklenir. Daha

sonra liretime devam edilir.
1.4.2.3. Siirekli fermentasyon

Siirekli fermentasyon siirecinde; sivi besiyeri hazirlanip steril edildikten sonra
mikroorganizma ekimi yapilir. Bu fermentasyon iglemi sirasinda ortama siirekli olarak taze
besiyeri eklenirken ayni1 hizda da kiiltiir fermentérden disariya alinir. Boylece bu siiregte

mikroorganizma iiremenin optimum oldugu logaritmik fazda tutulur.
1.4.2.4. Tekrarh kesikli fermentasyon

Tekrarl kesikli siirecte; sivi besiyeri steril edildikten sonra besiyerine ekim yapilir
ve iiretime birakilir. Uretim gergeklestikten sonra, kiiltiir sivisinin bir kismi yada tamami
ortamdan uzaklastirilir ve ayn1 miktarda taze besiyeri eklenir. Mikroorganizmalar ise siire¢
boyunca siirekli ortamda kalir ve siire¢ istenildigi kadar tekrarlanir. Burada
mikroorganizmalar uzun siire tekrar tekrar kullanilabilmektedir (Birhanli ve Yesilada,

2010).

Kat1 faz fermentasyonu (KSF) ve sivi faz fermentasyonun (SSF) karsilastirilmasi

Cizelge 1.3’de goriilmektedir.
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Cizelge 1.3 : Kat1 faz fermentasyonu (KSF) ve siv1 faz fermentasyonun (SSF)
karsilastirilmasi (Sindhu ve dig, 2015).

FAKTOR KSF SFF

Substratlar Cozillemeyen substratlar (nisasta, Coziilebilir substratlar
seliiloz, pektin, lignin) (sekerler)

Aseptik sartlar Buhar uygulamasi, steril olmayan Is1 sterilizasyonu ve aseptik
sartlar sartlar

Su Sinirlt su tiiketimi, ¢ikis suyu yok Yiksek  miktarda su

Metabolik 1s1

Havalandirma

pH kontroli

Mekanik
calkalama
Uretim

Inokiilasyon
Enerji

degerlendirmesi
Ekipman hacmi

Cikis suyu

Diisiik 1s1 transfer kapasitesi

Kolay havalandirma, yiiksek ylizey
hava/substrat degisimi

Tamponlanmig kat1 substratlar

Statik sartlar tercih edilir

Miihendislik ve yeni tasarim ekipman
ithtiyact
Spor inokiilasyonu, kesikli iiretim

Yiiksek enerji tiketimi
Diisiik  hacimler,

maliyeti
Cikis suyu yok, daha az kirlilik

diisiik ekipman

tiikketimi ve atik su desarji
Kolay sicaklik kontrolii

Smirlt ¢oziilebilir oksijen,
yiksek  diizeyde hava
gereksinimi

Kolay pH kontrolii

Iyi homojenizasyon

Endiistriyel
mevcut
Kolay inokulasyon, siirekli
liretim

Diisiik enerji tiiketimi

ekipman

Yiiksek hacimler ve yiiksek
ekipman maliyeti
Yiiksek hacimde ¢ikis suyu
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1. KAYNAK OZETLERI

Boran ve Yesilada (2011) kati faz fermentasyonu siirecinde, beyaz g¢iiriikgiil
funguslardan, Funali trogii ve Trametes versicolor’u bugday kepegi lizerinde tireterek bu
funguslarin  lakkaz iiretim yetenegini arastirmislardir. Ayrica c¢aligmada, farkl
atik’/hammaddeler kullanildig1 gibi bu atiklarin kullanilan nemlendirme sivilarinin, lakkaz
iretimine etkisi de test edilmistir. Bu amacla farkli konsantrasyonlarda peyniralti suyu,
melas, zeytinyagi fabrikasi atik suyu ve alkol fabrikasi atik suyu (vinas) nemlendirme
stvilari olarak Kullanirken bakir ve ksilidin de indiikleyiciler olarak ortama farkli miktarlar
da ilave edilmistir. indiikleyici eklenmemis ortamda, T. versicolor daha etkin lakkaz
ireticisi olarak belirlenirken, indiikleyici ilave edilmis ortamlar i¢in en yiiksek lakkaz
aktivitesi (14.18 U/mL) 5 mM bakir igeren %25 vinas ile nemlendirilmis bugday kepegi

ortaminda F. trogii ile belirlenmistir.

Xu ve dig. (2020) ise yaptiklari g¢alismada; cay atiklaruni substrat olarak
kullanmiglar ve kati faz fermentasyonu siirecinde T. versicolor’un lakkaz iiretim verimini
aragtirmiglardir. Calismada optimize edilmemis kosullarda lakkaz tiretimi 6.4 U/g iken, bu
deger optimize kosullarda 25.7 U/g’ye ulasmistir. Caligmada ayrica tava tipi fermentorde

de lakkaz tiretimi degerlendirilmis ve lakkaz tiretimi 31.2 U/g olarak belirlenmistir.

Bir diger calismada; Aydinoglu ve Sargin (2013) zeytin yapraklarmi kullandiklar
kati faz fermentasyonu siirecinde, T. versicolor’un lakkaz tretimini arastirmislardir.
Calismada; baslangic nem igerigi, substrat parca biyiikliigli, organik ve inorganik
kaynaklarin destek olarak ortama ilavesinin etkileri test edilmistir. Buna gore en yliksek
lakkaz aktivitesi; %80 baslangi¢c nem igerigi, 1.4-1.6 mm substrat par¢a biiyiikligi ve %1

maya 6ziitli ilave edilmis ortamda 276.62 U/g kuru substrat olarak belirlenmistir.

Risdianto ve dig. (2012) kat1 faz fermentasyonu siirecinde; Marasmius sp., T.
hirsuta, T. versicolor ve Phanerochaete crysosporium beyaz ¢iiriik¢iil funguslarinin gesitli
tarimsal atiklar (bos meyve demetleri, piring samani, misir kogani ve piring kabugu)
tizerinde lakkaz iiretimini test etmiglerdir. Calismada, Marasmius sp. ve kat1 piring samani
substratt, 10. giinde 1116.11 U/L aktivite ile en yiiksek lakkaz aktivitesini gostermistir.
Trametes versicolor i¢in en iyi lakkaz aktiviteleri inkiibasyonun 8. giiniinde bos meyve

demetleri ve misir kogani igin sirasiyla 134.02 U/L ve 400.56 U/L olarak belirlenmistir.
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T. versicolor CICC 14001’in kat1 faz fermentasyonu siirecinde lakkaz iiretimi
Adekunle ve dig. (2017) tarafindan ¢alisgilmistir. Uygulamada buhar uygulanmis misir
sapmin kullanildigi kati faz fermentasyonu siirecinde, lakkaz iiretimini 6nemli Ol¢iide
artirdig1 belirtilmistir. Buhar uygulanmis musir sap1 (2600.33 U/g) kullanildiginda, ham
musir sapina (1241.07 U/g) nazaran yaklasik 2.1 kat daha yiiksek lakkaz aktivitesi tespit
edilmistir. Bunun nedeninin buhar uygulamasinin lignoseliilozik yapiyr bozmasi, yiizey
alanim1 artirmas1 ve T. versicolor’un kullanabilecegi ¢oziinebilir bilesiklere erisimini

artirmast oldugu bildirilmistir.

landolo ve dig. (2011) domates posasini besiyeri olarak kullandiklart kati substrat
fermentasyonu siirecinde; Pleurotus ostreatus ve T. versicolor’un lakkaz, ksilanaz ve
proteaz enzim aktivitelerini degerlendirmistir. Calismada nem, su aktivitesi ve substrat
partikiillerinin boyutu gibi parametrelerin etkisi de belirlenmistir. Uygulamada; besin
ilavesi ya da O, zenginlestirmesi yapilmayip kiiltiir kosullarinda herhangi bir optimizasyon
olmadan 6nemli lakkaz aktivite (36 U g kuru madde) seviyelerine ulasilabilecegi

gOriilmiistiir.

Wang ve dig. (2014) misir fi¢1 suyunu kullanildiklar1 ¢alismada, sivi fermentasyon
stirecinde T. versicolor’un lakkaz tiretimini degerlendirmislerdir. Calismada musir fi¢1 suyu
olmayan ortama gore 20 g/ musir fig1 suyu iceren ortamda, 5 giinliik inkiibasyon

sonrasinda 1.96 kat bir artisla 633.3 U/L lakkaz aktivitesi elde edilmistir.

Birhanli ve Yesilada (2006) yaptiklar1 ¢alismada; tekrarli kesikli siirecte F. trogii ve
T. versicolor peletlerinin lakkaz tiretimini arastirmislardir. Bakir ilave edilmis ¢alkalamali
ve statik kesikli kiiltiirlerde T. versicolor igin en yiiksek lakkaz aktivite degerlerini
stirastyla; 2.96+0.34 ve 2.34+0.46 U/mL olarak belirlemislerdir. Bununla birlikte, T.
versicolor peletlerinin bakir ilave edilmis tekrarli kesikli kiiltiirlerinde lakkaz aktivitesi
12.09+£0.72 U/mL olarak tespit edilmistir. T. versicolor peletlerinin yedi kez tekrarli
kullanim1 sonucunda, 59 U/mL'lik toplam lakkaz aktivitesi belirlenmistir. Tekrarli kesikli

yontemin uzun siireli lakkaz aktivitesi i¢in uygun bir yontem oldugu belirtilmistir.

Birhanli ve Yesilada (2010)’nin diger bir calismasinda; tekrarl kesikli siirecte F.
trogii ve T. versicolor’un lakkaz tiretim kapasitelerinin artirilmasi amaglanmistir. Tekrar
stiresi, sicaklik, calkalama, pH ve pelet miktarinin tekrarli kesikli ¢alismalarla lakkaz

tiretiminde 6nemli oldugu belirtilmistir.
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Tekrarli kesikli yontemin Onceki calismalarinda etkin bir yontem oldugunu
saptayan Birhanli ve Yesilada (2017a) diger bir ¢alismalarinda bu yontemi kullanarak F.
trogii ve T. versicolor’un bakir igeren ve bakir icermeyen distile su, Sabouraud dekstroz
broth, Malt 6ziitii broth ve Peynir alt1 suyu ortamlarinda lakkaz tiretimini arastirmislardir.
Calismada en yiiksek lakkaz aktivitesi bakir ilave edilen malt 6ziitii broth ortaminda 6.27

U/ mL olarak T. versicolor i¢in saptanmustir.

Piring kepeginin substrat olarak kullanildigi diger bir c¢alismada; Coriolus
versicolor RC3 susunun kat1 ve sivi ortamlarda lakkaz Uretimi test edilmistir. Calismada
stvi ortamda %1 glukoz, bugday kepegi ve piring samanina karsin %1 piring kepegi en
etkili substrat miktart olarak belirlenmistir. 37 °C’de 15 giin ¢alkalamali inkiibasyondan
sonra pirin¢ kepegi ortaminda 0.22 U/mL lakkaz aktivitesi tespit edilmistir. Stv1 ortamda
piring kepegi ile en yiiksek lakkaz tiretimi 15 giinliik inkiibasyon sonras1 22 U/g substrat
olmustur. Bu degerin, kat1 substrat fermentasyonunda 30 giinde elde edilen maksimum
aktiviteden 11 kat daha yiiksek oldugu belirtilmistir (Chawachart ve dig, 2004).

Couto ve dig. (2002) T. versicolor’un yar1 kat1 ortamda lakkaz tiretimine poliliretan
kopiik, bugday samani, arpa samani, odun talasi ve arpa kepegi gibi desteklerin ve
indiikleyicilerin (veratril alkol, ksilidin ve C/N orani) etkisini aragtirmiglardir. Arpa kepegi
ortaminda 1200 U/L lakkaz aktivitesi belirlenirken ksilidin lakkaz aktivitesini en iyi
arttiran indiikleyici olarak belirlenmistir (1700 U/L). Bununla birlikte ortama taze destegin
eklenmesi ile hem kiiltiir mriiniin uzadig:r hem de lakkaz aktivitesinin 2000 U/L’den daha

yiiksek degerlere ulastigi saptanmistir.

T. versicolor’un sivi fermentasyonu siirecinde, ortama lignin ilavesinin lakkaz
tiretimine etkisinin arastirildigi diger bir calismada, T. versicolor kiiltiir ortamina 1.2 g/L
lignin eklenmesiyle lakkaz aktivitesinin lignin eklenmeyen ortama goére 3.69 kat bir artigla
1213.93 U/L’ye yiikseldigi belirtilmistir (Adekunle ve dig, 2017).

Birhanli ve Yesilada (2013) yaptiklar: bir ¢alismada; lignoseliilozlu atiklarin yari
kat1 ortam ve sivi fermentasyon kosullarinda lakkaz tiretimine etkisini test etmislerdir.
Calismada iki etkin lakkaz tireticisi T. trogii ATCC 200800 ve T. versicolor ATCC 200801
kullanilmis ve aycicegi kabugu, kayisi ¢ekirdegi kabugu ve kamis gibi lingoseliilozlu
substratlar lakkaz {iretimi agisindan substrat olarak kullanilmistir. Yar1 kat1 ortamda misir

kogani kullanilarak yapilan ¢alismada T. versicolor i¢in maksimum lakkaz aktivitesi 387
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U/L olarak belirlenmistir. Sivi fermentasyon ortaminda ise T. versicolor igin en yiiksek

lakkaz aktivitesi toz kamis icin 1216 U/L olarak saptanmustir.

Istatistiksel deneysel tasarim kullanilarak biyoreaktdér ortaminda T. versicolor’un
lakkaz tiretiminin arastirildigi bir ¢alismada, baslangi¢ glukoz konsantrasyonu (0-9 g/L),
calkalama hiz1 (100-180 rpm) ve pH (3.0-5.0)’nin lakkaz {iretimine etkisi test edilmistir.
Calismaya gore 11 g/L baslangic glukoz konsantrasyonu ve pH 5.2 optimum kosullar
olarak belirlenmis ve bu ortamda 11.403 U/L lakkaz aktivitesi tespit edilmistir (Tavares ve
dig, 2000).

Zeng ve dig. (2017b) Bisfenol A igeren tarimsal atiklar iizerinde kati1 faz
fermentasyonu kosullarinda T. versicolor ile lakkaz tiretimini ve Bisfenol A’nin yikimini
arastirmislardir. Yapilan calismada Bisfenol A’nin yikiminin lakkaz iiretimi ile birlikte
oldugu ve bugday kepegi ve misir samani karisiminin lakkaz {iretimi i¢in uygun substrat
oldugu tespit edilmistir. Bisfenol A’nin T. versicolor ile yikimi siirecinde, lakkaz
aktivitesinin ekimden sonraki 6-10. giinlerde hizla arttigi izlenmistir. Bisfenol A’nin

lakkaz tiretimini de artirabildigi gozlenmistir.

TiSma ve dig. (2012) ¢esitli endiistriyel atiklarin kullanildigi sivi fermentasyon
stirecinde T. versicolor MZKI G-99’m lakkaz tiretimi igin, kagit liretim tesisinin aritma

tesisinden ¢ikan kat1 atigin en etkili oldugunu ortaya koymuslardir.

Yapilan bir diger ¢aligmada; kagit hamuru ve kagit endiistrisi yan {irlinlerinin T.
versicolor’un iretimi ve lakkaz indiiklenmesine etkisi arastirilmistir. Calismada lakkaz
aktivitesini optimize etmek icin, indiikleyici ilavesinin ve ayni anda glikoz baskilanmasinin
birlikte etkisi incelenmistir. Lakkaz indiiklenmesi agisindan en iyi sonug (1240 U/L), kagit
hamuru ve kagit endiistrisinin yan {iriinii olan kati lignin ile elde edilmistir. Daha ytiksek
lakkaz aktivitesine (1583 U/L) ise, ortama ksilidin ilavesi ve glikoz baskilanmasinin

birlikte etkisi ile ulasilmistir (Rebelo Barreto Xavier ve dig, 2007).

Gedikli ve dig. (2014) sivi fermentasyon kosullarinda T. versicolor’un lakkaz
tiretimini test etmislerdir. Yapilan calismada yiliksek miktarda lakkaz {iretimi i¢in optimum
kiiltiir kosullari; 2 g/L glukoz, 5 g/L maya ekstrakti, 2 mM CuSO,, % 4 inokulum miktar
ve pH 5.5 olarak tespit etmiglerdir.

Pinheiro ve dig. (2020) erlen ve reaktor ortamlarinda sivi fermentasyon siirecinde
farkl indiikleyiciler (pamuk sap1 ve pamuk ¢ir¢ir1 eklenmis vinasin yanisira arpa kamisi,

seker kamisi atig1 ve endiistriyel beyaz ¢amur gibi) kullanarak T. versicolor’un lakkaz
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iretimini artirmayr amaglamiglardir. Ayn1 zamanda, kiiltiir ortamina azotun eklenmesinin
lakkaz iiretimine etkisi de test edilmistir. Calismada en yiiksek lakkaz {iretimi BioFlo 310

reaktorde 12 giin inkiibasyon sonrasi 55.24 U/mg protein olarak belirlenmistir.

Lorenzo ve dig. (2006) arpa kepegi iceren sivi ortamda calkalamali kosullarda T.
versicolor’un lakkaz iiretiminin bakir eklenmesiyle 12 kata kadar arttigini rapor

etmislerdir.

Cordi ve dig. (2007) s1v1 ortamda ¢alkalamali kosullarda tirettikleri T. versicolor’un
bakir icermeyen ortamda c¢ok diisiik lakkaz tiretigini, bununla birlikte bakir eklenmesiyle

lakkaz tiretiminin arttigini bildirmistir.

Collins ve Dobson (1997) sivi besiyerinde statik kosullarda tretikleri T.
versicolor’un besiyerine bakir ve ksilidin ayr1 ayri eklenmesinin veya ikisinin birlikte

eklenmesinin lakkaz geninin transkripsiyonunu hizla etkiledigini bildirmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Cahismada Kullamilan Fungus

Bu tez ¢alismasinda Basidiomycetes sinifina dahil bir beyaz ciirtik¢iil fungus olan
Trametes versicolor kullamlmistir. Bu fungus Dr. Ozfer Yesilada tarafindan Hatay’dan
toplanmus ve saf kiiltlir olarak izole edildikten sonra tanimlanmistir. Calismada kullanilan
fungus Inonii Universitesi Biyoloji Béliimii Biyoteknoloji laboratuvarinda devamlilig

saglanarak saf kiiltiir olarak muhafaza edilmektedir.

Sekil 3.1: T. versicolor’un agagtaki goriintiisii.

3.2. Trametes versicolor’un Lakkaz Enzimini Uretebildiginin Makroskobik Olarak

Belirlenmesi

Calismada oncelikle kullanilacak fungusun lakkaz enzimini iiretip {iretmedigi
izlenmistir. Bu amagla lakkaz substrati olan ABTS iceren SDA plaklar1 hazirlanmis ve
plaklara fungus ekimi yapilmistir. Ornekler 30° C’de statik olarak inkiibe edildikten sonra
ABTS oksidasyonuna bagli olarak olusan renk degisimi lakkaz enziminin varliginin

belirlenmesinde kullanilmistir.
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3.3. Trametes versicolor’un Sabouraud Dekstroz Agar (SDA) Besiyerinde Uretilmesi

ve Saf Kiiltiir olarak Devamlihiginin Saglanmasi

Petrilerde hazirlanmis olan Sabouraud dekstroz agar (SDA) besiyeri ortamlarina her
ay diizenli olarak pasajlama yapilarak, fungusun devamliligi saglanmistir. Bu amagla, daha
once saf kiiltir olarak SDA igeren plaklarda iretilmis olan ve +4 °C’de buzdolabinda
muhafaza edilen kati fungus kiiltiiriinden steril kosullarda misel kiitlesi alinmis ve taze
SDA igeren petrilere steril sartlarda ekim yapilmigtir. Ekim igleminin ardindan kiiltiirler
inkiibatérde 30 °C’de statik kosullarda inkiibe edilmis ve inkiibasyon sonrasi +4 °C’de
buzdolabinda kullanilana kadar muhafaza edilmistir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2 : SDA igeren plaklarda tiretilmis T. versicolor’un goriintiisii.

3.4. EKim I¢in Kullanilacak Stok Ekim Kiiltiirlerin Hazirlanmasi

Calismada Oncelikle SDA iceren yatik agarlar hazirlanmistir. Daha sonra,
buzdolabinda muhafaza edilen petrideki kati kiiltiirden steril sartlar altinda yatik SDA
ortamina ekim yapilmis ve yatik kiiltiir, inkiibatorde 30 °C’de statik olarak inkiibasyona
birakilmustir. Uretim siirecinin ardindan yatik kiiltiiriin iizerine steril distile su eklenmis ve
miseller steril ekim ¢ubugu ile kazmip misel siispansiyonu elde edilmistir. Hazirlanan
misel siispansiyonundan 4 mL olacak sekilde 100 mL Sabouraud dekstroz broth
(SDB)/250 mL erlene steril kosullarda ekim yapilmistir. Hazirlanan kiiltiir 30 °C ve 150
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rpm’de 7 giin inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra, elde edilen siv1 kiiltiir steril sartlarda
homojenizator ile diisiik hizda homojenize edilmis ve homojenize edilen kiiltiirden 4 mL
olacak sekilde 100 mL SDB/250 mL erlenlere ekim yapilmistir. Hazirlanan bu sivi
kiiltiirler 30 °C ve 150 rpm’de 7 giin ¢alkalamali etiivde iiretilmistir. Uretim sonras1 bu siv1

kiiltiirler diisiik devirde homojenize edilmis ve stok ekim kiiltiirii olarak kullanilmistir.

3.5. Tekrarh Kesikli Calismalarda Kullanilacak Fungal Peletlerinin Hazirlanmasi

Tez caligmasinda kullanilacak fungal peletlerin elde edilmesi i¢in oncelikle 600 mL
SDB/1000 mL erlenler hazirlanmis ve bu sivi besiyerleri 121 °C’de 20 dakika otoklavize
edilmistir. Bu sivi besiyerlerine Kisim 3.4’te belirtildigi sekilde hazirlanmis homojenize
stok ekim kiiltiiriinden 7’ser mL ekilmistir. Kiiltiirler fungal peletlerin olusmasi igin 30 °C
ve 150 rpm’de ¢alkalamali etiivde 7 giin inkiibe edilmistir. Daha sonra, olusan peletler
steril kosullarda siiziilmiis ve steril distile su ile yikandiktan sonra fungal peletler

calismalarda kullanilmistir.

3.6. Lakkaz Enziminin Uretiminde Uygulanan Farkh Fermentasyon Yontemleri

3.6.1. Kesikli iiretim yontemi

Kesikli iiretim c¢aligmalart 50 mL SDB/250 mL erlenlerde yiiriitiilmiistiir. Kesikli
tiretim ¢alismalarinda lakkaz iiretimine ¢esitli indiikleyicilerin etkisi de test edilmistir. Bu
amagla indiikleyici icermeyen ve son konsantrasyonda ayr1 ayr1 olacak sekilde 1 mM bakar,
1 mM ksilidin, 0.05 mM, 2,2’-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS), 1
mM ksilidin +1 mM bakir ve 0.05 mM ABTS + 1 mM bakir i¢ceren 50 mL SDB/250 mL
erlenlerler hazirlanmigtir. Steril kosullarda hazirlanan bu besiyerlerine Kisim 3.4°te
belirtildigi sekilde hazirlanmis homojenize stok ekim kiiltiriinden 1’er mL ekilmis ve

kiiltiirler 30 °C ve 150 rpm’de 3,6 ve 9 giin inkiibe edilmistir.

3.6.2. Tekrarh kesikli iiretim yontemi

Tekrarli kesikli iiretim yonteminde Kisim 3.5°te belirtildigi sekilde elde edilen
fungal peletler kullanilmistir. Indiikleyici iceren ve icermeyen 50 mL SDB/250 mL
erlenlere steril kosullarda 30’ar gram peletler aktarilmistir. Kiiltiirler 30 °C’ ve 150 rpm’de
24 saat inkiibe edildikten sonra kiiltiir sivilar1 siizlilmiis ve pelet igeren bu erlenlere tekrar
taze steril besiyerleri eklenerek ayni sekilde 24 saat inkiibe edilmislerdir (Birhanl ve

Yesilada 2010). Bu calismalar indiikleyici igermeyen besiyerinde ve ayrica ayri ayri olacak
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sekilde 1 mM bakir, 1 mM ksilidin, 0.05 mM ABTS, 1 mM ksilidin +1 mM bakir ve 0.05
mM ABTS + 1 mM bakir iceren ortamlarda da tekrarli kesikli olarak yiirtiilmistiir
(Birhanli ve Yesilada, 2017b).

3.6.3. Kat1 faz fermentasyonu yontemi

Kat1 faz fermentasyonu yonteminde kat1 faz besiyerleri kullanilmigtir. Kat1 faz
besiyerinin hazirlanmasi i¢in 3.5 g bugday kepegi+1.5 g soya unu 250 mL’lik erlenlere
konulmus ve iizerlerine 15 mL nemlendirme sivisi (steril distile su veya ¢alismaya bagh
olarak uygun indiikleyiciyi igeren steril distile su) eklenmistir. Hazirlanan kat1 besiyerleri
121 °C’de 20 dakika otoklavize edilmistir. Daha sonra steril kati besiyeri ortamlarina
Kisim 3.4°te belirtildigi sekilde hazirlanmis homojenize stok ekim kiiltiiriinden 4’er mL
ekim yapilmis ve statik olarak 30 °C’de inkiibe edilmiglerdir. Kat1 faz fermentasyonu
calismalar1 indiikleyici icermeyen ve ayrica ayri ayri olmak iizere 10 mM bakir, 10 mM
ksilidin, 0.5 mM ABTS, 10 mM ksildin+ 10 mM bakir ve 0.5 mM ABTS + 10 mM bakir

ortamlarinda yuriitilmiistir.

3.7. Kat1 Faz Kiiltiiriinden Lakkaz Enziminin Eldesi

Inkiibasyon sonrasinda her bir kati faz kiiltiirii iizerine 40 mL olacak sekilde steril
distile su ilave edildikten sonra kiiltiirler steril ¢ubuklarla karigtirilmistir. Bu islemden
sonra kiltiirler 30 °C ve 150 rpm’de 2 saat calkalanmistir. Calkalama sonrasi kiiltiirler
sizilmiis ve elde edilen filtratlar 7000 rpm’de 10 dakika 2 kez santrifiij edilmistir.
Santriflij islemi sonrasi elde edilen siipernatanlarda lakkaz enzim aktivitesi belirlenmistir

(Boran ve Yesilada, 2011).

3.8. Lakkaz Aktivitesinin Saptanmasi

Lakkaz (EC 1.10.3.2) aktivitesinin saptanmasi i¢in substrat olarak 2,2’-azino-bis(3-
ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) (ABTS) kullanilmis ve lakkaz aktivitesi lakkaz
enziminin yaptigi ABTS oksidasyonuna bagli olarak belirlenmistir. Lakkaz aktivitesi
Olctimii 40 °C’de yiiriitiilmiis ve reaksiyon karisimi sodyum asetat tamponu (100 mM, pH
4.0), ABTS (5 mM) ve uygun miktarda siipernatant igerecek sekilde hazirlanmistir.
ABTS’nin oksidasyonu sonucu 420 nm’de 1 dakikada olusan absorbans degisimi

saptanmis ve 40 °C’de 1 umol substrat1 1 dakikada {iriine doniistiiren enzim miktari 1 {inite
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olarak ifade edilmistir (Yesilada ve dig, 2014). Tim lakkaz aktivite degerleri en az 3

calismanin ortalamasi olarak verilmistir.

3.9. Dogal Jel Elektroforezi

Lakkaz enziminin varliginin ve olasi izozimlerin gosterilmesi i¢in dogal jel
elektroforezi uygulamasi yapilmistir (Sekil 3.3). Bu amag i¢in TGX jeller kullanilmig ve
kiiltiir stvilart kuyucuklara yiliklendikten sonra 40 mA’de yaklasik 1 saat ytriitilmustiir.
Yiritme islemi tamamlandiktan sonra jel, ABTS iceren pH 4.0 asetat tamponunda

bekletilip aktivite boyama islemi yapilmistir (Birhanli ve Yesilada, 2010).

Sekil 3.3 : Zimogram calismasi.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Lakkaz enzimi; odun ve kagit hamurundan lignin giderimi, ksenobiyotiklerin
biyoremediasyonu, tekstil ve boya fabrikalarnin atik sularmin renginin giderimi, boyar
maddelerin renginin giderimi, organik maddelerin sentezi, meyve sularinin, biranin ve
sarabin berraklastirilmasi, kot agartilmasi ve biyosensor hazirlanmasi gibi birgok
uygulamada kullanilabilmektedir (Couto ve Toca-Herrera, 2007). Bu nedenle bu enzimin
yiikksek diizeyde iiretimine yonelik pek cok aragtirma yapilmaktadir. Bu enzimin en iyi
tireticileri dogada yogun sekilde bulunan beyaz ciiriikgiil funguslardir. Beyaz ciiriikgiil
funguslarin lakkaz iiretim potansiyeli kullanilan tiire ve hatta susa bagli olarak
degisebilmektedir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda Hatay ilinden izole edilmis bir beyaz

ciirlik¢iil fungus olan Trametes versicolor’un lakkaz {iretim yetenegi arastirilmistir.

4.1. T. versicolor’un ABTS iceren ve icermeyen Sabouraud Dekstroz Agar

Besiyerlerinde Lakkaz Varhgimin Gosterilmesi

Calismanin bu kisminda oncelikle ABTS igeren ve icermeyen Sabouraud dekstroz
agar (SDA) besiyerleri hazirlanmig ve bu kati besiyerlerinin tam ortasina steril kosullarda
T. versicolor ekimi yapilmistir. Fungusun besiyerindeki ABTS’yi oksitleyip
oksitlememesine bagli olarak bir renk degisimi olusmaktadir. Eger fungus ABTS’yi
oksitleyebiliyorsa besiyerinin rengi yesil-mora doniismektedir. Bu ¢alismada da kullanilan
fungus iireme silirecinde ABTS’y1 oksitleyebilmis ve mor renk olusmustur (Sekil 4.1). Bu

da bu fungusun iyi bir lakkaz iireticisi oldugunun bir gostergesidir.
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Sekil 4.1 : T. versicolor’un ABTS oksidasyonuna bagli olarak SDA ortamindaki renk
degisimi. Soldaki: ABTS i¢ermeyen besiyerinde iireme, Sagdaki: ABTS iceren

besiyerindeki tireme ve renk degisimi.

4.2. Farkh Fermentasyon Siireclerinde T. versicolor’un Lakkaz Uretimi

Beyaz ciiriikk¢iil funguslarin lakkaz iiretim potansiyeli iiretimde kullanilan
fermentasyon siireclerinin (kati faz fermentasyonu, kesikli sivi faz fermentasyonu ve
tekrarli kesikli siv1 faz fermentasyonu) farkliligina bagh olarak degismektedir. Caligmada
ayrica zamana ve indiikleyicilere bagl olarak fungusun enzim ftretimindeki degisimi de

incelenmistir.

4.2.1. Kat1 faz fermentasyonu siirecinde lakkaz iiretimi

Bu kisimda kat1 substrat olarak nemlendirilmis bugday kepegi + soya unu (3.5 g +
1.5 g) kullanilmigtir. Bu kat1 substrat hazirlandiktan sonra, distile su ile nemlendirilmis ve
otoklavda sterilize edilmistir (Boran ve Yesilada, 2011). Sterilizasyon sonrasi besiyerlerine
steril kosullarda fungusun ekimi yapilmis ve 20 giin 30 °C’de statik olarak iiretime
birakilmigtir. Oncelikle bu fungusun kati faz fermentasyonu siirecinde lakkaz iiretip

tiretmedigi pratik bir yontem olan kat1 faz ortamina ABTS eklenmesiyle izlenmistir. Bu
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uygulama sonucunda fungusun, ABTS’yi oksitlemesine bagli olarak olusan yesil renk, kati

faz fermentasyonu siirecinde lakkaz tiretebildiginin gostergesi olmustur (Sekil 4.2 a-b).

Sekil 4.2 : Kat1 faz siirecinde tiretilmis T. versicolor (a) ve ABTS oksidasyonuna bagli

lakkaz varliginin gosterilmesi (b)

Bu fungusun lakkaz {irettiginin makroskobik olarak gozlenmesinden sonra
fungusun farkli giinlerde (5, 10, 15 ve 20. giinlerde) lakkaz tiretimi izlenmistir. Sekil 4.3’
te goriildiigli gibi inkiibasyonun 5. giiniinde 0.17 U/mL olan lakkaz aktivitesi saptanirken,
lakkaz aktivitesi zaman bagl olarak artarak 20. giinde 10.70 U/mL’ye ulasmistir. Beyaz
cliriik¢iil funguslarin kati1 faz fermentasyonu siirecinde lakkaz enzimini trettigi daha once

rapor edilmistir (Boran ve Yesilada, 2011).
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Sekil 4.3 : T. versicolor un kati1 faz fermentasyonu siirecinde zamana bagli lakkaz aktivite

degisimi.
4.2.1.1. Kat1 faz fermentasyonu siirecinde indiikleyicilerin lakkaz iiretimine etkisi

Indiikleyicilerin beyaz ciiriik¢iil funguslarin lakkaz iiretimini etkiledigi cesitli
calismalarda rapor edilmistir (Collins ve Dobson, 1997; Boran ve Yesilada, 2011; Birhanl
ve Yesilada, 2017b). Bu yiizden bu kisimda bakir, ksilidin ve ABTS’nin ve ayni zamanda
bakir + ksilidin ve bakir + ABTS nin kat1 faz fermentasyonu siirecinde lakkaz {iretimine

etkisi test edilmistir.

Bakirin lakkaz iiretimi i¢in iyi bir indiikleyici oldugu rapor edilmistir (Birhanlh ve
Yesilada, 2006). Tez calismasinda 10 mM bakir igeren distile su ile nemlendirilmis kati
substrat besiyeri olarak kullanilmis ve 20 giinliik siirecte zamana bagli olarak lakkaz
aktivite degisimi izlenmistir. Bu iiretim siirecinde fungusun lakkaz aktivite degerleri 5, 10,
15 ve 20.gilinlerde sirastyla 0.74, 3.87, 6.79 ve 13.21 U/mL olarak saptanmistir (Sekil 4.4).
Bakir icermeyen ortama gore bakir eklenmesi T. versicolor’un lakkaz iiretimini
indiiklemistir. Bakir igermeyen ortamda 20. ginde 10.70 U/mL lakkaz aktivitesi
saptanirken, bakir iceren otamda ayni giinde bu deger 13.21 U/mL olarak bulunmustur.
Bakirsiz ortamda lakkaz enzimi {iretim verimi: Kat1 faz fermentasyonu>Tekrarli kesikli
fermentasyon>Kesikli fermentasyon seklinde iken bakir igeren ortamda Kesikli

fermentasyon>Kati faz fermentasyonu>Tekrarl kesikli fermentasyon seklindedir.
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Sekil 4.4 : T. versicolor’un bakir i¢eren ortamda kat1 faz fermentasyonu siirecinde zamana

bagli lakkaz aktivite degisimi

Caligmada ayrica ABTS ve ksilidinin etkisi de test edilmistir. Ayrica iyi bir
indiikleyici olan bakirla birlikte sinerjistik etkisinin olup olmadiginin test edilmesi
amaciyla ABTS + bakir ve ksilidin + bakir uygulamalar1 da yapilmistir. Bu amagla bu
indiikleyicileri iceren ortamlarda 20 giin inkiibasyon yapilmig ve 20. giinde lakkaz
aktivitesine bakilmistir. 0.5 mM ABTS iceren kati1 faz fermentasyonununda 5.60 U/mL
lakkaz aktivitesi elde edilirken 0.5 mM ABTS + 10 mM bakir ortaminda 27.30 U/mL
lakkaz aktivitesi saptanmistir (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5 : T. versicolor’un ABTS ve ABTS + bakir i¢eren ortamda kat1 faz fermentasyonu

siirecinde zamana bagl lakkaz aktivite degisimi.
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Yine ksilidin ve ksilidin + bakirin etkisini test etmek amaciyla g¢aligmalar
yiritilmistir. 10 mM ksilidin igeren ortamda 20. giinde 5.53 U/mL lakkaz aktivitesi
saptanirken 10 mM ksilidin + 10 mM bakir iceren ortamda ise 22.59 U/mL enzim
aktivitesi belirlenmistir (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6 : T. versicolor’un ksilidin ve ksilidin + bakir i¢eren ortamda kat1 faz

fermentasyonu siirecinde zamana bagl lakkaz aktivite degisimi.

4.2.2. Siv1 faz fermentasyonu siirecinde indiikleyicilerin lakkaz iiretimine etkisi

Calismada kati faz fermentasyonu silirecinin yani sira sivi faz fermentasyonu
stirecinde de T. versicolor’un lakkaz {iretim potansiyeli arastirilmistir. Bu amagla farkli
fermentasyon siirecleri olan hem kesikli hem de tekrarl1 kesikli slire¢te zamana bagli olarak

lakkaz iiretimi izlenmistir.
4.2.2.1. Kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Kesikli siiregte lakkaz iiretimi galigmalarinda Sabouraud dekstroz broth (SDB)
besiyeri kullanilmistir. Caligmalarda oncelikle yatik agarda iiretilen fungus SDB ortamina
ekilerek iiretilmistir. inkiibasyon sonras1 homojenize edilen kiiltiirden taze SDB ortamina
ekilerek tekrar 5 giin inkiibasyona birakilmis ve inkiibasyon sonrasi kiiltiir, homojenize
edildikten sonra sivi besiyerlerine ekim igin kullanilacak stok inokulum olarak

kullanilmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 : Stok inokulumun goriintiisii. Solda: Ekim yapilmamis SDB, Ortada:

Calkalamali kosullarda iiretilmis kiiltiir, Sagda: Homojenize stok inokulum.

Yukarida belirtildigi gibi hazirlanan stok inokulumdan, 50 mL SDB/250 mL erlen
ortamina ekim yapilmis ve 9 giin siiresince zamana bagl lakkaz aktivitesi izlenmistir. Sekil
4.8’de goriildiigii gibi SDB ortaminda lakkaz aktiviteleri belirgin olarak diisiik ¢ikmustir.
Bakir igermeyen ortamda lakkaz aktiviteleri 3, 6 ve 9. giinlerde sirasiyla; 0.033, 0.026 ve
0.013 U/mL saptanmistir. Buna karsin 1mM bakir igeren ortamda lakkaz aktivitesi dnemli
oranda indiiklenmistir. Bu indiikleyiciyi igeren ortamda ise lakkaz aktiviteleri 2.25, 19.83
ve 24.57 U/mL’ye ulasmistir (Sekil 4.9). Sonuglar incelendiginde bakir eklenmesiyle
lakkaz aktivitesi 3. giinde 6.82, 6. glinde 762 ve 9. giinde 1890 kat arttig1 goriilmektedir.
Bu sonug, bakirin kesikli ortamda da énemli bir lakkaz indiikleyicisi olarak rol oynadiginm

gostermektedir (Lorenzo ve dig, 2006; Cordi ve dig, 2007).
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Sekil 4.8 : T. versicolor un SDB ortaminda kesikli siire¢te zamana bagli lakkaz aktivite

degisimi
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Sekil 4.9 : T. versicolor’un bakir i¢ceren (1 mM) SDB ortaminda kesikli siiregte zamana

bagli lakkaz aktivite degigimi.

Calismada ABTS ve ksilidinin etkisi de test edilmistir. Bu amagla bu
indiikleyicileri igeren ortamlarda 6 giin inkiibasyon yapilmis ve 6. giinde lakkaz
aktivitesine bakilmistir. 0.05 mM ABTS iceren SDB besiyerinde, 0.17 U/mL lakkaz
aktivitesi saptanirken; 1 mM ksilidin i¢eren SDB ortaminda 0.16 U/mL lakkaz aktivitesi

belirlenmistir (Sekil 4.10). Bu sonuglar; indiikleyicilerin lakkaz aktivitesini belirli oranda
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indiikledigini gosterirken (yaklasik 6 kat) bakira gore bu indiiklemenin ¢ok daha diisiik
oldugunu ifade etmektedir (Sekil 4.8-Sekil 4.10).

0,3
£ 0,25
=)
‘s 0,2
QL
>
£ 0,15
<
N
2 01
@
|
0,05
0

0.05 mM ABTS 1 mM ksilidin

Sekil 4.10 : T. versicolor’un ABTS ve ksilidin iceren SDB ortaminda kesikli siirecte

zamana bagl lakkaz aktivite degisimi.

ABTS + bakir ve ayrica ksilidin + bakirin etkisinin test edildigi ¢aligmalarda 0.05
mM ABTS + 1 mM bakir ve 1 mM ksilidin + 1 mM bakir ortamlarinda da 6. giin lakkaz
aktiviteleri Olgiilmiistiir. 0.05 mM ABTS + 1 mM bakir igeren ortamda 6. giinde 10.50
U/mL lakkaz aktivitesi saptanirken 1 mM ksilidin + 1 mM bakir iceren ortamda 10.69
U/mL lakkaz aktivite elde edilmistir.

4.2.2.2. Tekrarh Kesikli siirecte lakkaz iiretimi

Tekrarl kesikli stiregte yiirtitiilen ¢calismalarda da Sabouraud Dekstroz broth (SDB)
besiyeri kullanilmigtir. Burada da kesikli siirecte belirtildigi gibi hazirlanan homojenize
kiiltir, caligmalarda kullanilacak peletleri elde etmek igin stok inokulum olarak
kullanilmistir. Bu stok inokulumdan 600 mL SDB/1000 mL erlen ortamina ekim yapilmig
ve inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasi olusan peletler tekrarl kesikli siirecte

kullanilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 : Peletlerin goriintiisii. Solda: Ekim yapilmamis SDB, Sagda: Uretilmis fungal

peletler.

Tekrarli kesikli siirecte Oncelikle indiikleyici olarak, bakirin etkisi test edilmistir.
Bu siiregte bakir T. versicolor’un lakkaz aktivitesini onemli oranda indiiklemistir (Sekil
4.12). Bakir icermeyen ortamda, diisiik diizeyde enzim aktiviteleri saptanirken; bakir
iceren ortamda lakkaz aktiviteleri indiiklenmis ve 6rnegin peletlerin 6. kullaniminda 0.66
U/mL’den 9.87 U/mL’ye ulagmigtir. Bakir igeren ortamda peletlerin 1. kullanimindan
itibaren, 7. kullanimina kadar lakkaz tretimi artarken; 7. kullanim ve sonrasinda lakkaz
tiretimi diigmiistiir. Bu da, peletlerin kendi kendine tutuklandigi bu siiregte funguslarin
tekrarli ve uzun siireli lakkaz iiretimi i¢in kullanilabilecegini gostermektedir. Bu sonug;
bakirin tekrarli kesikli siiregte lakkaz iretimine pozitif etkisini bildiren g¢aligmalarla

uyumludur (Birhanli ve Yesilada, 2017D).
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Sekil 4.12 : T. versicolor’un bakir igeren (1 mM) ve bakir icermeyen SDB ortaminda

tekrarl1 kesikli siirecte zamana bagl lakkaz aktivite degisimi.

Calismanin bu kisminda indiikleyici olarak ABTS ve ksilidinin tekrarli kesikli
siirecte lakkaz tiretimine etkileri de arastirilmistir. 0.05 mM ABTS’nin lakkaz iiretimi
lizerine pozitif bir etkisi izlenmemistir. Ksilidinin ise lakkaz iiretimi lizerine pozitif bir
etkisi olmasina ragmen bu etki bakira gore ihmal edilebilecek kadar disiiktiir (Sekil 4.13).
Calismada ayrica 0.05 mM ABTS + 1 mM bakir ve 1 mM ksilidin + 1 mM bakirin da
sinerjistik etkisi test edilmistir. 0.05 mM ABTS + 1 mM bakir igeren ortamda yalnizca
bakir igeren ortama gore onemli bir artis gozlenmemistir (Sekil 4.14). Sekil 4.15’ten de
gorildigi gibi 1 Mm Ksilidin + 1 Mm bakir igeren ortamda lakkaz aktivitesi ilk 5
kullanimda; kullanima bagli olarak artarken, 5. kullanimdan sonra lakkaz aktivitesi
azalmaya bagslamistir. Daha Onceki calismalarda bakirla birlikte eklenen ABTS veya
ksilidin gibi indiikleyicilerin lakkaz tiiretimi iizerine sinerjsitik etkisi rapor edilmistir

(Birhanli ve Yesilada, 2017b).
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Sekil 4.13 : T. versicolor’un ksilidin igeren (1 mM) SDB ortaminda tekrarli kesikli siirecte

zamana bagl lakkaz aktivite degisimi.
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Sekil 4.14 : T. versicolor’un 0.05 mM ABTS + 1 mM bakir igeren SDB ortaminda tekrarl

kesikli silirecte zamana bagli lakkaz aktivite degigimi.
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Sekil 4.15 : T. versicolor’un 1 mM ksilidin + 1 mM bakir igeren SDB ortaminda tekrarlt

kesikli silirecte zamana bagli lakkaz aktivite degigimi.

4.3. Zimogram Cahismalari

Kat1 faz fermentasyonu, kesikli fermentasyon ve tekrarli kesikli fermentasyon
stireclerinden elde edilen enzim kaynaklariin zimogram uygulamalar1 da yapilmistir. Bu
stirecte enzim kaynaklar1 jel {lizerinde yiiriitiildiikten sonra ABTS ile aktivite boyamasi
yapilmis ve jel fotograflanmistir (Sekil 4.15). Jel fotografindan da gorildiigi gibi tim

fermentasyon kosullarinda aktif lakkaz bandlar1 izlenmistir.

Sekil 4.16 : T. versicolor ham kiiltiir filtratlarinin zimogram calismalar1 (a) Kat1 faz
fermentasyonu siirecinde bakir icermeyen ortamda 20. giin enzim kaynagi (b) Kat1 faz
fermentasyonu siirecinde 10 mM bakir igeren ortamda 20. giin enzim kaynagi (c) Kesikli
stirecte 1 mM bakir igeren ortamda 9. giin enzim kaynag (d) Tekrarli kesikli siirecte 1 mM

bakir iceren ortamda 6. kullanim enzim kaynagi
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5. SONUC VE ONERIi

Lakkaz  enzimleri, ¢ok bakirli  oksidorediiktazlardir.  Diisiikk  substrat
ozgiilliklerinden dolayr ¢ok farkli substratlart oksitleyebilmeleri, pek ¢ok uygulama
acisindan one c¢ikmalarini saglamistir. Bu enzimler; ¢esitli atik sularin  biyolojik
tyilestirilmesi, boyar madde renk giderimi, kagit hamurundan ve lignoseliillozlu ham
maddeden lignin giderimi, ilag, pestisit ve Bisfenol A gibi zararli bilesiklerin
biyoremediasyonu, sarap, bira ve meyve suyu stabilitesinin saglanmasi, hamur ve ekmegin
kalitesinin artirilmasi, biyosensor hazirlanmasi ve organik madde sentezinde kullanim gibi

uygulamalarda kullanimlar1 aragtirilmaktadir.

Cesitli organizmalar, lakkaz enzimlerini iretebilmektedir. Bu organizmalar
arasinda, beyaz ciiriik¢iil funguslar en iyi lakkaz {ireticileridir. Bu funguslarin lakkaz
iiretim potansiyelleri, tiirden tlire hatta sustan susa degismektedir. Lakkaz {iretimi i¢in
uygulanan fermentasyon siirecinin farkliligi da fungusun lakkaz {iretim potansiyelini
onemli oranda etkilemektedir. Ayrica, kullanilan indiikleyici de fungusun lakkaz tiretimini

farkli sekilde etkileyebilmektedir.

Yukarida belirtilen nedenlerden dolay1, bu tez ¢alismasinda Hatay ilinden toplanip
saf kiiltiir olarak izole edilen Trametes versicolor susu kullanilmistir. Calismada ayrica kati
faz fermentasyonu, sivi kesikli fermentasyon ve sivi tekrarli kesikli fermentasyon gibi
farkli fermentasyon siireclerinde iiretilen bu fungusun lakkaz iiretim potansiyeli
arastirtlmistir. Lakkaz enzim tiretimini etkiledikleri bilinen bakir, ABTS ve ksilidinin de
farkli fermentasyon siireclerinde lakkaz iiretimi {izerine etkisi test edilmistir. Bakair;
kullanilan indiikleyiciler arasinda en yaygin kullanilan ve lakkaz {iretimini artirma
acisindan, en etkili indiikleyicilerden birisidir. Bu nedenden dolay1 da ¢alismada bakirla
birlikte kullanilan ABTS ve ksilidinin sinerjistik etkisi de izlenmistir. Herhangi bir
indiikleyici icermeyen fermentasyon siireglerinde en yliksek lakkaz aktivitesi kat1 faz
fermentasyonu siirecinde saptanmistir. Tek basimma bakir eklenmesinin enzim {iretimi
iizerine, tek bagina ABTS veya ksilidin eklenmesine gore cok daha yiiksek indiikleyici
etkisi olmustur. ABTS + bakir veya ksilidin + bakir eklenmis ortamlarda bazi
fermentasyon siireclerinde lakkaz aktivitesinin yiiksekligi sinerjistik etkinin de bir

gostergesidir.

Sonug olarak; fermentasyon siireci, zaman ve indiikleyici se¢imi bu susun lakkaz

liretim potansiyelini 6nemli oranda etkilemektedir. Bu tez ¢alismasinda kullanilan susla
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yiiksek diizeyde enzim firetilmesi, bu susun lakkaz iiretimi agisindan 6nemli oldugunu ve
degerlendirilebilecegini gostermektedir. Elde edilecek enzimin, g¢esitli uygulamalarda

kullanilabilecek olmasi da ayrica 6nemlidir.
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